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Beschreibung
1. Gebiet der Erfindung

[0001] Diese Erfindung betrifft ein System, Testver-
fahren und Testvorrichtung, die affinitatschromato-
graphische Testtechniken und elektrochemische
Quantifizierungstechniken fur die Analyse von einem
oder mehreren Analyten in einer Testprobe kombinie-
ren. Genauer betrifft diese Erfindung ein elektroche-
misches quantitatives Analysesystem zum Bestim-
men eines Analyten (z. B. Proteine, Hormone oder
Enzyme, kleine Molekule, Polysaccharide, Antikor-
per, Nukleinsauren, Wirkstoffe, Toxine, Viren oder Vi-
renpartikel, Teile einer Zellwand und andere Verbin-
dungen, die spezifische oder charakteristische Mar-
ker aufweisen, die ihre Identifizierung erlauben) in ei-
ner Festphase (z. B. einem Teststreifen) durch Mes-
sen von elektrochemischen Anderungen einer oder
mehrerer Markierungen, die mit einer markierten
Substanz verbunden sind, die mit der Konzentration
des interessierenden Analyten korreliert werden kon-
nen. Der in diesem Analysesystem verwendete Test-
streifen umfasst ein Festphasenaffinitatschromato-
graphiemedium mit einem elektrochemischen Nach-
weissystem, das damit verbunden ist, in dem Flissig-
keitspfad durch das Medium. Die hierin im folgenden
detailliert angegebenen Erfindungen sind fir die
quantitative Analyse von tatsachlich einem jeglichen
Analyten anwendbar, dessen Konzentration mit einer
elektroaktiven Spezies einer elektroaktiven Substanz
korreliert werden kann, die in der Lage ist, eine Ande-
rung der elektrischen Antwort innerhalb der Umge-
bung der Testvorrichtung dieser Erfindung, die einer
elektrochemischen Zelle ahnlich ist, zu zeigen.

2. Beschreibung des Standes des Technik
A. Immunodiagnostika

[0002] Die immunchemische Analyse auf einen
Analyten innerhalb einer Festphase (Teststreifen)
umfasst im allgemeinen einen Test, bei dem ein Ana-
Iyt, in einer flissigen Probe, und eine markierte Sub-
stanz oder ein anderer Reaktionsbestandteil mitein-
ander in Wechselwirkung treten. Im Kontext des
Standes der Technik wird verstanden, dass eine
,markierte Substanz" somit (a) eine Analytik-Mimik,
die mit einem Indikator markiert ist, (b) einen markier-
ten Liganden, der fur die Wechselwirkung mit dem in-
teressierenden Analyten spezifisch ist, oder (c) einen
Komplex umfassen kann, der durch Wechselwirkung
von (a) oder (b) und noch einem Reaktionsbestand-
teil ausgebildet ist.

[0003] Die die markierte Substanz und den Analyten
enthaltende Flussigkeit wird dann auf eine pordse
Folie oder Membran Ubertragen, wo sie durch Diffusi-
ons- oder Kapillarwirkung entlang einem Flissig-
keitspfad der Membran gezogen wird und auf ein

oder mehrere Begleittestkitreagenzien trifft (von de-
nen wenigstens eines innerhalb eines definierten Be-
reiches davon immobilisiert ist). Diese markierte Sub-
stanz und/oder der Analyt wird dann durch ein immo-
bilisiertes Begleittestkitreagens an eine Teststelle ge-
bunden, um einen Komplex auszubilden. Wenn der
Komplex in ausreichender Konzentration vorhanden
ist, liefert er eine erkennbare Veranderung an einer
solchen Stelle. Wo der Indikator ein Pigment ist, wie
beispielsweise ein Metall (z. B. kolloidales Gold),
oder alternativ ein farbiges Latexpartikel, ist die er-
kennbare Veranderung im allgemeinen mit dem
nackten Auge sichtbar.

[0004] Die folgenden Patente werden fur diese Art
von immunchromatographischem Test typisch be-
trachtet. Diese Patente sind in chronologischer Rei-
henfolge angeordnet und der Reihenfolge ihrer Dis-
kussion soll was die Patentfahigkeit der hierin be-
schriebenen und beanspruchten Erfindung anbe-
langt, keine Bedeutung zugemessen werden.

[0005] Campbell et al, US-Patent 4,703,017 (auf
Becton Dickinson Ubertragen) beschreibt ein Testver-
fahren zum Nachweis eines Analyten mit einem ,di-
rekten" oder einem ,partikuldaren" Indikator, genauer
einem Indikator, der mit dem nackten Auge visuell
nachgewiesen werden kann, und somit ein derartiges
Testverfahren fur die diagnostische Anwendung zu
Hause; oder, alternativ, in einer klinischen Umge-
bung, wo es an ausgereifter analytischer Ausristung
mangelt, akzeptable macht. Der direkte Indikator der
Wahl ist ein Liposom, das ein Pigment oder ein aqui-
valentes Farbmittel enthalt. Das beanspruchte Test-
verfahren wird als fir den Nachweis eines Analyten
aus Urin geeignet beschrieben (z. B. Schwanger-
schaftstest); und kann somit einen erhdhten Titer des
Analyten nachweisen. Entsprechend wird ein derarti-
ger Test als eine semi-quantitative Bestimmung des
interessierenden Analyten betrachtet. Da der Test ei-
nen einzigen Schritt umfasst (z. B. Auftragen der Pro-
be auf den Teststreifen), ist der Test in der Technik als
»Schnell"-Test bezeichnet worden.

[0006] Rosenstein, US-Patent 5,591,645 (auf Bec-
ton Dickinson Ubertragen) beschreibt ein immunchro-
matographisches Testverfahren, das auf dem in dem
gemeinsam Ubertragenen US-Patent 4,703,017 (von
Campbell et al.) basiert. Die Rosenestein-Testvor-
richtung umfasst das gesamte Testkitreagenz in der
,gleichen Ebene" des Teststreifens und fasst das Auf-
tragen der Probe direkt auf den Testsreifen ins Auge,
um die darin enthaltenen Reagenzien zu rekonstitu-
ieren und dadurch die erwlinschte Analyse zu bewir-
ken. Der direkte Indikator der Wahl kann aus einer
Anzahl von Aaquivalenten Farbmitteln ausgewahit
sein, jedoch ist kolloidales Gold, das an ein Bindepro-
tein (z. B. Antikérper oder Antigen) adsorbiert ist, im
allgemeinen bevorzugt. Das beanspruchte Testver-
fahren ist als fir den Nachweis von Analyten in Urin
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geeignet beschrieben (z. B. Schwangerschaftstest);
und somit in der Lage, einen erhdhten Titer an Analy-
ten nachzuweisen oder den interessierenden Analy-
ten semiquantitativ zu bestimmen. Da der Test auch
einen einzigen Schritt umfasst (z. B. Auftragen der
Probe auf den Teststreifen), ist der Test in der Technik
als ein ,Schnell"-Test bezeichnet worden.

[0007] Swanson et al, US-Patent 5,073,484 (auf Ab-
bott Laboratories Ubertragen) beschreibt ein immun-
chromatographisches Testverfahren, das mehrere
Testzonen verwendet, wobei eine jede Zone entlang
einem gemeinsamen linearen Flissigkeitspfad ange-
ordnet ist. Wahrend die Testprobe und die Testkitrea-
genzien entlang dem Flussigkeitspfad wandern, wird
der interessierende Analyt (der im allgemeinen mit ei-
nem direkten Indikator verbunden ist) an ein immobi-
lisiertes Begleitreagens in einer jeden der Testzone
gebunden. Eine jede der Testzonen ist beziiglich ei-
nes Standards vorkalibriert und somit korrelierte das
Auftreten von Farbe in einer spezifischen Testzone
mit dem Konzentrationsniveau des Analyten in der
Probe. Entsprechend kann die Konzentration des
Analyten in der Probe aus dem Umfang der Farben-
twicklung entlang dem Flussigkeitspfad der Testvor-
richtung abgeschatzt werden. Da der Test auch einen
einzigen Schritt (z. B. Auftragen der Probe auf den
Teststreifen) umfasst, ist der Test in der Technik als
ein ,Schnell"-Test bezeichnet worden.

[0008] May et al, US-Patent 5,602,040 (auf Unilever
Patent Holdings Ubertragen) beschreibt ein immun-
chromatographisches Testverfahren, das analog ist
zu den in den oben diskutierten Patenten von Camp-
bell et al und Rosenstein. Einer der Hauptunterschie-
de, die von May et al identifiziert und beansprucht
worden sind, ist die Lyophilisierung eines Zuckers zu-
sammen mit dem direkten Indikator in der Probeauf-
nahmestelle. Es wird berichtet, dass der Zuckerzu-
satz erforderlich ist, um die Rekonstitution des lyophi-
lisierten Indikators zu bedingen und erlaubt dadurch
seine Wechselwirkung mit dem Analyten in der Pro-
be.

[0009] Mit der beschrankten Ausnahme der Anpas-
sung der vorstehenden Schnelltests an den Nach-
weis eines erhohten Analytentiters sind diese
Schnelltests im allgemeinen flr eine prazise quanti-
tative Uberwachung eines Analytentiters ungeeignet
oder fur den quantitativen Nachweis und die Differen-
zierung von mehr als einem Analyten innerhalb einer
einzelnen Testumgebung ungeeignet.

B. Instrumentelle Analyse

[0010] Die Analyse von Fluidproben hat traditionell
auch die Verwendung einer Ausristung und das
Messen von Anderungen des elektrischen Potentials
und/oder Stroms an einer gegebenen Stelle/Elektro-
de umfasst. Typischerweise wird die elektrische Mes-

sung auf eine zweite Elektrode bezogen und eine An-
zahl von Messungen Uber ein gegebenes Intervall
und/oder einen definierten Bereich an Zustanden
durchgefihrt.

[0011] Die folgenden Patente werden als fiir diese
Art von elektrochemischer Analyse typisch betrach-
tet. Diese Patente sind in chronologischer Reihenfol-
ge angeordnet und der Reihenfolge der Diskussion
oder ihrer relativen Bedeutung hinsichtlich der Pa-
tentfahigkeit der hierin beschriebenen und bean-
spruchten Erfindung soll keine Bedeutung beigemes-
sen werden.

[0012] Wang US-Patent 5,292,423 (ibertragen auf
New Mexico State University Technology Transfer
Corp.) beschreibt ein Verfahren und eine Vorrichtung
fur die Spurenmetallanalyse von Fluidproben (z. B.
Trinkwasser, Blut, Urin etc.) mittels einer initialen Ad-
sorbtion des Spurenmetalls aus einer Fluidprobe auf
eine siebgedruckte Kohlenstoff (Arbeits-)-Elektrode,
die mit Quecksilber vorbeschichtet worden war. Die
Wang-Testplattform verwendet auch wenigstens eine
zusatzliche (Referenz-)-Elektrode. Die Elektrode mit
dem Spurenmetall wurde danach einer Analyse
durch entweder inverse Voltametrie (ASV) oder po-
tentiometrische Inverspolarographie (PSA) unterzo-
gen. Die berichteten Vorteile des Verfahrens und der
Vorrichtung nach Wang umfassen die Fahigkeit, sei-
ne Erfindung auf das Testen von Probenfluiden im
Feld vor Ort auf vermutete Verschmutzungen mit ei-
ner Einwegtestvorrichtung anzupassen.

[0013] Brooks US-Patent 5,753,517 (Ubertragen auf
die University of British Columbia) beschreibt einen
quantitativen immunchromatographischen Test unter
Verwendung einer Vorrichtung zum Nachweis eines
partikularen Latexindikators gemafl den mit der so-
genannten RAMP™-Technologie verbundenen Vor-
gehensweisen. Gemal Brooks et al verwendet die
RAMP™-Technologie Latexpartikel in einer Art und
Weise ahnlich den Enzymen in ELISA-Tests.

[0014] In der auf der RAMP™-Technologie basier-
ten Analyse wird ein Teststreifen mit zwei distinkten
fluoreszenzmarkierten Indikatoren in eine Kartusche
gegeben und eine Fluidprobe auf den Teststreifen
aufgetragen. Der interessierende Analyt wechsel-
wirkt mit einem der Indikatoren, was einen fluoreszie-
renden Komplex ausbildet, der in der Testzone des
Teststreifens gebunden ist, wahrend der zweite Indi-
kator innerhalb des Teststreifens intakt bleibt (um ei-
nen inneren Standard bereitzustellen). Die
RAMP™-Technologie ist somit in der Lage, den fluo-
reszierenden Komplex von dem internen Standard zu
differenzieren und dadurch in der Lage, die Menge an
Analyten in der Probe zu bestimmen.

[0015] Brooks et al. alternatives System zum Durch-
fuhren seiner Analyse fasst die Verwendung von op-
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tischen Nachweisverfahren (Lichtstreuung) und Mes-
sen von Anderungen der elektrischen Leitfahigkeit
oder des Widerstands ins Auge. In einer der vorge-
schlagenen Alternativen fasst Brooks et al. (US
5,753,517, Spalte 7, Zeilen 7-19 einschlieRlich) die
quantitative Messung des interessierenden Analyten
durch den elektrochemischen Nachweis eines aus ei-
nem Komplex abgetrennten elektroaktiven Agens ins
Auge, wie beispielsweise Wismuth, Gallium oder Tel-
lurionen, das mit dem interessierenden Analyten ver-
bunden ist. Gemaf Brooks et al. umfasst eine dieser
Alternativen die Verwendung eines Konjugates aus
Chelatbildner und Protein als ein Indikator fur den in-
teressierenden Analyten, und der Nachweis dessel-
ben fasst das Hinzugeben einer sauren Lésung zur
Abtrennung der Metallmarkierung als lonen fir eine
spatere quantitative Mengenbestimmung durch in-
verse Voltametrie ins Auge (wie von Hayes et al.,,
Anal. Chem. 66: 1860-1865 (1994) beschrieben).

[0016] Durst US Patent 5,789,154 (auf Cornell Re-
search Foundation Inc. Ubertragen) beschreibt einen
liposomenverstarkten Immunassay und eine Testvor-
richtung, und Durst US 5,753,519 (Ubertragen auf
Cornell Research Foundation Inc.) beschreibt einen
liposomenverstarkten Immunaggregationstest und
eine Testvorrichtung.

[0017] Die folgende veroffentlichte technische Lite-
ratur wird als typisch fur diese Art von elektrochemi-
scher Analyse betrachtet. Diese Verdffentlichungen
sind in chronologischer Reihenfolge angeordnet und
der Reihenfolge ihrer Diskussion oder ihrer relativen
Bedeutung fir die Patentfahigkeit der hierin beschrie-
benen und beanspruchten Erfindung soll keine Be-
deutung beigemessen werden.

[0018] Elektrochemische Techniken, die mit affini-
tatschromatographischen Reaktionen verbunden wa-
ren, stellten infolge ihres stabilen und empfindlichen
Signals, niedrigerer Nachweisgrenze, einfacher
Handhabung und Kosteneffektivitdt Herausforderun-
gen dar. Grundlegende Studien von Henieman et al.
(Hayes, F.H. et al., Anal. Chem., 66, 1860-1865
(1994)) stellten die Verwendung von Metallionenmar-
kierungen fur heterogene Immunassays mit inversem
Voltametrie (ASV)-Nachweis dar. Derartige Immuno-
assays umfassten das kovalente Verbinden eines
Chelatbildners mit einem Protein, um als Chelon fir
die Metallmarkierung zu dienen. Nach einem kompe-
titiven Gleichgewicht zwischen dem markierten und
dem nicht-markierten Protein fir den Antikdrper (im-
mobilisiert auf der Oberflache eines Polyesterréhr-
chens), wurde die Metallmarkierung abgetrennt und
in eine elektrochemische Zelle fir einen ASV-Nach-
weis mit einer Elektrode mit hangendem Quecksil-
bertropfen (HMDE) und einer entgasten Lésung
Uberfiihrt. M.B.G Garcia und A.C. Garcia (Bioelectro-
chemistry and Bioenergetics, 38, 389-395 (1995))
beschreiben ein adsorptives Voltametrie-Verfahren

fur die Bestimmung von kolloidalem Gold. Wang et al.
(Wang J., Anal. Chem., 70, 1682-1685 (1998)) ver-
wendeten einen antikdrperbeschichteten siebge-
druckten Messfihler, fuhrten das gesamte Testproto-
koll direkt auf der Oberflache des Einwegstreifens
durch und verwendeten den hochempfindlichen po-
tentiometrischen Voltametriemodus zum Nachwei-
sen der abgespaltenen Metallionenmarkierung in Mi-
kroliterlésungen. Wie fir dezentralisierte Nachweis-
anwendungen erwlnscht bietet ein derartiges auf
dem Chip-Protokoll mehrere Vorteile verglichen mit
herkdbmmlichen ASV-basierten Immuntests, ein-
schlie3lich vereinfachter Handhabung (z. B. die Be-
seitigung der Trenn- und Reagenzienvolumina, Be-
seitigung toxischer Quecksilbertropfen und einen
empfindlicheren voltametrischen Nachweismodus).
Das System von Wang et al. erfordert vergleichswei-
se lange Inkubationszeiten fiir das Vorkonditionieren
des Messfuhlers (vor der Verwendung) und flr die
Wechselwirkung mit der Probe; und mehrere Wasch-
schritte, was beides das Verfahren unpraktisch und
beschwerlich macht. A.J. Baumner und R.D. Schmid
(Biosensors & Bioelectronics, 13, 519-529 (1998))
beschreiben amperometrische Immunmigrationsein-
wegmessflihler zum Nachweis von Triazinpestiziden.
K.S. Lee et al (Analytica Chimica Acta, 380, 17-26
(1999)) beschreiben einen elektrochemischen Im-
munmessfuhler fir die Bestimmung von Theophyllin.

ZIELE DER ERFINDUNG

[0019] Es ist das Ziel der Erfindung, die obigen und
verwandte Nachteile des Standes der Technik zu be-
seitigen.

[0020] Genauer besteht das Hauptziel der Erfin-
dung darin, eine schnelle affinitdtschromatographi-
sche elektrochemische Analyse flir die quantitative
Bestimmung von interessierenden Analyten anzu-
passen.

[0021] Es ist ein weiteres Ziel dieser Erfindung, ein
System bereitzustellen fir die elektrochemische
quantitative Analyse von einem oder mehreren Ana-
lyten in einem Festphasentestformat, das hinsichtlich
der leichten Handhabbarkeit mit schnellen immun-
chromatographischen Tests vergleichbar ist.

[0022] Es ist noch ein weiteres Ziel der Erfindung,
ein System bereitzustellen fir die elektrochemische
quantitative Analyse von einem oder mehreren Ana-
lyten in einem Festphasentestformat, das ein verein-
fachtes Mittel zum Nachweis von Markierungen
durch potentiostatische oder potentiometrische Mes-
sung von Anderungen innerhalb der Festphase um-
fasst, die der/den Konzentration(en) einer oder meh-
rerer Markierungen innerhalb der Teststelle zuweis-
bar sind.

[0023] Es ist ein noch weiteres Ziel dieser Erfin-
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dung, ein System bereitzustellen zur gleichzeitigen
elektrochemischen quantitativen Analyse einer ubli-
chen Testprobe auf mehrere Analyte in einem Fest-
phasentestformat, das ein vereinfachtes Mittel zum
Nachweis einer oder mehrerer Markierungen um-
fasst, durch Voltametrie.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0024] Die obigen und verwandte Ziele werden
durch das elektrochemische quantitative Analysesys-
tem, das Verfahren und den Teststreifen dieser Erfin-
dung zum Bestimmen der Konzentration eines Ana-
lyten innerhalb einer Festphasentestumgebung ge-
I6st. Zu Beginn wird eine Testprobenlésung und eine
markierte Substanz initial unter Testbedingungen in
einer Festphasentestumgebung kontaktiert und dazu
veranlasst, darin entlang einem Flussigkeitspfad zu
wandern. Unabhangig von dem Testformat (kompeti-
tiver Test, Sandwich-Test, etc.) wird die markierte
Substanz innerhalb eines abgegrenzten Bereiches
der Festphase konzentriert (gebunden). Im Kontext
des Systems und des analytischen Verfahrens dieser
Erfindung kann eine ,markierte Substanz" ein jegli-
ches geeignetes elektroaktives Material umfassen,
das innerhalb eines abgegrenzten Bereiches der
Festphase unter Testbedingungen isoliert werden
kann, oder das eine elektroaktive Komponente inner-
halb eines derartigen abgegrenzten Bereiches ab-
trennen kann (auch kollektiv hierin im Folgenden als
selektroaktive Spezies" bezeichnet); und derartige
elektroaktive Spezies erfahren danach eine elektro-
chemische Umwandlung (z. B. Redox), die mit der
elektrochemischen quantitativen Analyse verbunden
ist. Die beobachtete Messung (Umwandlung) der
elektroaktiven Spezies kann direkt oder umgekehrt
mit der Konzentration des interessierenden Analyten
in der Testprobe in Beziehung gebracht werden (z. B.
durch Vergleich mit einer Standardkurve).

[0025] Zwei prinzipielle Typen von elektroanalyti-
schen Messungen zur Bestimmung der Konzentrati-
on des interessierenden Analyten sind potentiomet-
risch und potentiostatisch. Bei einem jeden dieser
analytischen Protokolle sind zwei Elektroden und
eine Kontaktproben(Elektolyt)lésung erforderlich be-
teiligt, die zusammen innerhalb des Teststreifens
eine Umgebung bilden, die einer elektrochemischen
Zelle ahnlich ist. Die Elektrodenoberflache ist somit
die Verbindung zwischen dem ionischen Leiter (z. B.
Elektrolyten aus der wassrigen Fluidprobe, den Test-
kitreagenzien, etc.) und einem elektrischen Leiter. In-
nerhalb dieser Umgebung des Teststreifens, die ei-
ner elektrochemischen Zelle ahnlich ist, wird die
Elektrode, die auf den interessierenden Analyten
(oder eine elektroaktive Substanz, die den interessie-
renden Analyten anzeigt) antwortet, als die ,Indika-
tor"- oder ,Arbeits"-Elektrode bezeichnet, wohinge-
gen die Elektrode, die bei einem konstanten Potential
gehalten wird, als die ,Referenz"-Elektrode bezeich-

net wird (wobei ihre Antwort unabhangig von der Pro-
benlésung ist).

[0026] In einer der Ausfiihrungsformen dieser Erfin-
dung wird die immobilisierte markierte Substanz mit
einem Trennmittel in Kontakt gebracht, um initial die
Abtrennung/Ersetzung der Markierung von der im-
mobilisierten markierten Substanz innerhalb dieses
abgegrenzten Bereiches zu bedingen. Im Falle einer
Metallmarkierung kann beispielsweise das abge-
trennte/ersetzte Metall weiter mit der Substanz in der
Trennreagenslésung interagieren, um eine Metallfo-
lie (oder Metalloberflachen-aktiven Komplex) auf der
Oberflache der Arbeitselektrode innerhalb des abge-
grenzten Bereiches der Festphase auszubilden. Da-
nach wird der abgegrenzte Bereich des affinitatschro-
matographischen Teststreifens einer potentiostati-
schen Messung durch inverse Voltametrie der Mar-
kierung von der Metallfolie (oder des Metalloberfla-
chen-aktiven Komplexes) auf der Arbeitselektrode
unterzogen, was die Markierung veranlasst, noch
eine zweite elektrochemische Umwandlung durchzu-
fuhren (Konversion der Markierung von der reduzier-
ten Form in den oxidierten Zustand). Diese zweite
elektrochemische Umwandlung der Markierung (von
dem reduzierten in den oxidierten Zustand) weist ei-
nen charakteristischen Fingerabdruck auf, der tber-
wacht werden kann, und, wenn er mit einer Standard-
kurve verglichen wird, direkt mit der Konzentration
des Analyten in der Probe korrelieren kann.

[0027] Die desorbierte Markierung von der Metallfo-
lie (oder dem Metalloberflachen-aktiven Komplex)
und somit der interessierende Analyt kann quantifi-
ziert werden durch Messung von Veranderungen in-
nerhalb des abgegrenzten Bereiches des Teststrei-
fens durch potentiostatische elektrochemische Tech-
niken. Die Besonderheiten dieser elektrochemischen
quantitativen Analyse umfasst das Anlegen eines
elektrischen Potentials an dem abgegrenzten Be-
reich Uber einen definierten Potentialbereich und das
Uberwachen der Geschwindigkeit des Elektronen-
transfers (Stromes) bei einem jeden Potential. Die
Anderung des elektrischen Potentials ist analog zu
dem Aufnehmen einer Reihe von optischen Messun-
gen eines Farbindikators bei unterschiedlichen Wel-
lenlangen. Das an der Elektrode angelegte elektri-
sche Potential treibt die targetierten elektroaktive
Spezies an (zwingt sie dazu), Elektronen mit einer
gegebenen Geschwindigkeit zu gewinnen oder zu
verlieren (Reduktion bzw. Oxidation), die die Konzen-
tration einer derartigen elektroaktiven chemischen
Spezies angibt. Entsprechend kann der sich erge-
bende Strom nicht nur die Geschwindigkeit wieder-
geben, mit der sich die Elektronen Uber die Elektro-
nen-/Lésungsgrenzflaiche bewegen, sondern auch
(wenn mit einem Standard verglichen) die Konzentra-
tion des Analyten in der Testprobe. Diese potentiosta-
tische Technik kann daher eine jegliche chemische
Spezies messen, die elektroaktiv ist (z. B. die man in
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der Umgebung einer elektrochemischen Zelle redu-
zieren oder oxidieren kann).

[0028] Eine der bevorzugten Konstruktionen dieses
Teststreifens, die bei dem elektrochemischen quanti-
tativen Analysesystem der Erfindung nutzlich sind,
weist mehrere Komponenten und mehrere funktiona-
le Bereiche auf, (a) um das Volumen und die Ge-
schwindigkeit der Absorption der Probe durch den
Teststreifen zu steuern; (b) um die gesteuerte Wech-
selwirkung der Probe und eine markierte Substanz
mit einer immobilisierten Bindesubstanz innerhalb ei-
nes abgegrenzten Bereiches des Teststreifens aufzu-
nehmen; (c) um die Trennung der markierten Sub-
stanz von den endogenen Komponenten der Probe
zu bedingen; (d) fir die Konzentrierung der markier-
ten Substanz innerhalb eines abgegrenzten Berei-
ches des Teststreifens fir die elektrochemische Ver-
arbeitung, und (e) fir die quantitative Bestimmung
des interessierenden Analyten durch elektrochemi-
sche Mittel.

[0029] In einer weiteren der bevorzugten Ausfih-
rungsformen der vorstehenden Teststreifenkonstruk-
tion kann die Probe und die markierte Substanz in-
nerhalb eines saugfahigen Kissens (z. B. Faserglas)
kombiniert werden, das in Fluidverbindung mit einem
festphasenaffinitatschromatographischen Testmedi-
um gehalten wird. Nach der Ubertragung der Probe
darauf wird die markierte Substanz rekonstituiert und
die sich ergebende markierte Substanz und/oder ein
Komplex davon, der mit dem interessierenden Analy-
ten ausgebildet wird, in ein derartiges Testmedium
gezogen. Wahrend dieses Fluid und seine Bestand-
teile (z. B. Probe, Testkitreagens und Reaktionspro-
dukte davon) in und innerhalb des affinitdtschromato-
graphischen Testmediums diffundieren, wird die mar-
kierte Substanz an den abgegrenzten Bereich (hierin
im folgenden auch , Teststelle") entlang diesem Fluid-
pfad gebunden. Typischerweise kann der abgegrenz-
te Bereich durch eine immobilisierte Bindesubstanz
definiert werden, die flir die Wechselwirkung mit dem
Analyten, einer Analyt-Mimik oder einem Komplex
des Analyten und/oder eines markierten Ligand spe-
zifisch ist (z. B. durch Binden an ein Epitop auf dem
Analyten). Da der Analyt, die Analyt-Mimik oder ein
Komplex aus dem Analyten und/oder einem markier-
ten Liganden an der Teststelle zunehmend konzent-
riert wird, kann er gemessen werden und die Menge
davon mit dem Analyten in der Testprobe korreliert
werden.

[0030] Die Vorteile einer derartigen gesteuerten Po-
tential(potentiostatischen)technik umfassen hohe
Empfindlichkeit, Selektivitat fir eine elektroaktive
Spezies, einen weiten linearen Bereich, tragbare und
mit geringen Kosten verbundene Instrumentierung
und Fahigkeit zur Speziesbestimmung.

[0031] Um mehrere funktionale Bestandteile inner-

halb der einstiickigen Vorrichtung der bevorzugten
Teststreifenkonstruktion dieser Erfindung aufzuneh-
men, sind alle Bestandteile bevorzugterweise auf ei-
nem gemeinsamen Trager oder Stutzschicht (typi-
scherweise einem inerten Kunststoff, z. B. Mylar) an-
geordnet angebracht. Das Substrat dieser Testvor-
richtung kann mit einem leitfahigen Material vorbe-
druckt sein, um einen elektrischen Kontakt (direktes
oder induktives Koppeln) zwischen dem affinitats-
chromatographischen Testmedium des Teststreifens
und einem elektrochemischen Analysegerat bereit-
zustellen, das so konfiguriert ist, dass es feine elek-
trische Anderungen innerhalb des abgegrenzten Be-
reiches in dem Teststreifen misst. Wie detaillierter in
der folgenden Beschreibung der Figuren dargelegt,
ist diese Stutzschicht typischerweise an zwei oder
mehreren Stellen mit einem leitfahigen Material oder
Metallsalz bedruckt, um das auszubilden, was hierin
im Folgenden als ,Elektroden" bezeichnet wird. Die-
se Elektroden sind rdumlich entlang der Stitzschicht
so angeordnet, um mit den abgegrenzten Bereichen
des Festphasenmediums zusammenzufallen. Die
Elektrode, die mit dem abgegrenzten Bereich der
Teststelle zusammenfallt, wird als die ,Arbeitselektro-
de" bezeichnet. Abhangig von dem elektrochemi-
schen Analyseverfahren erfordert der Teststreifen im
Allgemeinen wenigstens eine zusatzliche Elektrode
(z. B. ,Referenz"-Elektrode), um die Platten einer
elektrochemischen Zelle auszubilden.

[0032] Nachdem die markierte Substanz innerhalb
des abgegrenzten Bereiches der Teststelle konzent-
riert worden ist, kann sie durch eine Anzahl von elek-
trochemischen Techniken gemessen werden. Wie
oben festgehalten kann es wiinschenswert sein, vor-
laufig eine derartige Messung durchzufiihren, um zu-
erst die Markierung aus dem Komplex durch ihre
»vor-Konzentrierung" auf der Arbeitselektrode zu iso-
lieren. Dieser ,Vor-Konzentrierungs"-Prozess kann
die Trennung/das Ersetzen der Markierung von dem
Komplex und die Bindung der Markierung in einer re-
duzierten Form (z. B. Metallfolie (oder Metalloberfla-
chen-aktiver Komplex)) auf der Arbeitselektrode um-
fassen, wo sie elektrochemisch verfugbarer oder ak-
tiver ist. Nach Abschluss dieses Vor-Konzentrie-
rungsprozesses kann die sich ergebende Metallfolie
(oder der Metalloberflachen-aktive Komplex) einer
potentiostatischen elektrochemischen quantitativen
Analyse durch inverse Voltametrie unterzogen wer-
den. Im Kontext dieses bevorzugten analytischen
Systems (z. B. potentiostatische elektrochemische
quantitative Analyse durch inverse Voltametrie) wird
die Markierung unter elektrochemischen quantitati-
ven analytischen Bedingungen erneut oxidiert und
diese elektrochemische Umwandlung der Markie-
rung (von dem reduzierten in den oxidierten Zustand)
Uberwacht. Das Stromsignal, das wahrend dieser
Umwandlung (Spitze und Flache) erzeugt wird, hangt
von einer Anzahl von Systemvariablen, den Charak-
teristiken der Metallmarkierung und der Elektroden-
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geometrie ab. In einem jeden Fall kénnen diese Vari-
ablen jedoch durch empirische Einstellung optimiert
und die Analysebedingung mafigeschneidert wer-
den, um den Standardkurven zu entsprechen, die
verwendet werden, um eine elektrische Signalant-
wort mit einer Analytenkonzentration zu korrelieren.
Genauer ist Fig. 4 eine graphische Darstellung der
Stromsignalantwort einer Bleimetallfolie auf einer
Kohlenstoffelektrode fur die inverse Voltametrie von
einer niedrigen zu einer hohen Konzentration von
Blei. In ahnlicher Weise veranschaulicht Fig. 5 die
Schwankung der Signal(strom)intensitat als eine
Funktion der Dauer des ,Vor-Konzentrierungs"-Inter-
valls (vor der elektrochemischen Analyse) beim
Nachweis von Wismuth. Bei der graphischen Darstel-
lung dieser in Fig. 5 gezeigten Variable ist die Strom-
signalintensitat umso grofer, je langer das Vor-Kon-
zentrierungsintervall ist (das zwischen 1 und 15 Mi-
nuten variierte). Eine &hnliche Korrelation/Optimie-
rung wird bei analytischen Prozessbedingungen fur
eine jede der Markierungen vorgenommen, die aus-
gewahlt werden, und Standardkurven fiir jede er-
zeugt, wie angemessen, um mit dem dynamischen
Bereich der Zustande und Uber einen Konzentrati-
onsbereich zu korrelieren, von denen wahrscheinlich
ist, dass sie fur einen gegebenen Analyten angetrof-
fen werden. Eig. 6 zeigt die Antworten von mehreren
Markierungen in einem Nachweisfenster in einer L6-
sung, die Indium, Blei, Kupfer und Wismuth enthalt.
Unter Verwendung mehrerer Markierungen kdénnen
in dieser Erfindung interessierende Analyten in einer
Probenlésung gleichzeitig quantifiziert werden.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0033] Fig. 1 isteine perspektivische Darstellung ei-
nes Teststreifenbestandteils des elektrochemischen,
quantitativen Festphasenanalysesystems der Erfin-
dung (A: ein Zweielektrodensystem; B: ein Dreielekt-
rodensystem).

[0034] Fig. 2 ist ein Querschnitt des Teststreifens
von Fig. 1B entlang der Ebene 2-2.

[0035] Fig. 3 ist eine Darstellung der Testvorrich-
tung dieser Erfindung.

[0036] Fig. 4 stellt graphisch eine Stromsignalant-
wortskurve eines Wismuth/Quecksilberamalgams
auf einer Kohlenstoffelektrode uber einen Bereich
von Konzentration bei inverser Voltametrie dar (1
ng/ml bis 50 ng/ml pra-konzentrierter Wismuthmetall-
markierung).

[0037] Fig. 5 stellt graphisch eine Stromsignalant-
wortskurve dar, die die Variation der Signal (strom)in-
tensitat als eine Funktion der Dauer des ,Pra-Kon-
zentrierungs"-Signals (vor der elektrochemischen
Analyse) beim Nachweis von Wismuth veranschau-
licht. In der graphischen Darstellung dieser in Fig. 4

gezeigten Variablen ist die Stromsignalintensitat
umso groRer, je langer das Vor-Konzentrierungsinter-
vall ist (das von 1 bis 15 Minuten schwankte).

[0038] Fig. 6 stellt graphisch eine Stromsignalant-
wortskurve dar, die die Anworten von mehreren Mar-
kierungen in einem Nachweisfenster in einer Indium-,
Blei-, Kupfer- und Wismuth-Metallmarkierung enthal-
tenden Lésung veranschaulicht.

[0039] Fig. 7 stellt graphisch eine Stromsignalant-
wortskurve dar, die die elektrochemische Analyse
von Standard-Myoglobin-Antikérperldsungen bei un-
terschiedlichen Konzentrationen gemal dem Sys-
tem, dem Verfahren und dem Teststreifen (Fig. 1 &
Fig. 2) dieser Erfindung veranschaulicht.

[0040] Fig. 8 stellt graphisch eine Stromsignalant-
wortskurve dar, die sechs Wiederholungsmessungen
einer 2,5 ng/ml HBsAg in einer Serumprobe unter
Verwendung des Systems, des Verfahrens und des
Teststreifens (Fig. 1 & Fig. 2) dieser Erfindung ver-
anschaulicht.

[0041] Fig. 9 stellt graphisch eine Stromsignalant-
wortskurve dar, die die Messungen von HBsAg in ei-
ner Serumprobe unter Verwendung eines mit Blei-,
Kupfer- und Wismuth-lonen markierten HBsAg Anti-
korpers veranschaulicht.

[0042] FEig. 10 stellt graphisch eine Stromsignalant-
wortskurve dar, die die Messung von HCG (links),
HBsAg (rechts) und Kontrollmarkierung (Mitte) in ei-
ner Serumprobe unter Verwendung des Systems,
des Verfahrens und des Teststreifens (Fig.1 &
Eig. 2) dieser Erfindung veranschaulicht.

[0043] Fig. 11 stellt graphisch eine Stromsignalant-
wortskurve dar, die den kompetitiven Nachweis von
menschlichem NPOR (25mer Oligonukleotid) veran-
schaulicht, A (oben) ist das Signal der leeren Lésung
(ohne menschlichem NPOR) und B (unten) ist das Si-
gnal der menschlichem NPOR enthaltenden Ldsung.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFIN-
DUNG EINSCHLIERLICH BEVORZUGTER AUS-
FUHRUNGSFORMEN

[0044] Einer der entscheidenden Vorteile des Sys-
tems, des Verfahrens und des Teststreifens dieser
Erfindung ist die einzigartige Fahigkeit, gleichzeitig
eine quantitative elektrochemische Analyse fir meh-
rere Analyten innerhalb einer gegebenen Testprobe
durchzufihren. Somit ist es moglich, einen Satz von
Tests bezuiglich Drogenmissbrauch mit einer gegebe-
nen Probe durchzufiihren, indem einfach unter-
schiedliche markierte Substanzen fir einen jeden der
interessierenden Analyten innerhalb einer gegebe-
nen Probe verwendet werden. Entsprechend ver-
steht man, dass die folgende Diskussion nicht beab-
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sichtigt, den Umfang oder die Anwendung der Erfin-
dung auf die Analyse von einem einzelnen Analyten
zu beschranken, und eine derartige Beschreibung
auf die Analyse eines einzelnen Analyten nur aus
Grunden des Verstandnisses und der beispielhaften
Darstellung beschrankt ist.

[0045] Wie oben zusammenfassend festgestellt und
erneut hervorgehoben ist, basiert das elektrochemi-
sche, quantitative Analysesystem der Erfindung auf
der anfanglichen Konzentrierung einer markierten
Substanz innerhalb eines abgegrenzten Bereiches
einer Festphasentestumgebung; und, danach, Be-
dingen einer elektronischen Umwandlung in der
Form der Markierung, um ein messbares elektrisches
Signal innerhalb der tiberwachten Umgebung zu pro-
duzieren, das mit der Menge des Analyten in der
Testprobe korreliert werden kann.

[0046] In bestimmten Fallen kann es angemessen
sein (als ein Zwischenschritt in der Analyseroutine),
die Markierung von der markierten Substanz zu tren-
nen/zu ersetzen und sie dadurch umzuwandeln, oder
sie zu veranlassen, mit einer weiteren Substanz zu
reagieren, die eine bessere Zuganglichkeit fur die
elektrochemische quantitative Analyse erlaubt. Wo
beispielsweise die markierte Substanz mit einem Me-
tall markiert ist (z. B. markierter Ligand), erfordert
dessen Isolierung und Konzentrierung innerhalb des
abgegrenzten Bereiches des Teststreifens im allge-
meinen deren Trennung und/oder deren Entfernung
aus ihren Ligandenbestandteilen und ihre Umwand-
lung oder Umsetzung, um ihre Umwandlung in eine
Form zu bedingen/zu bewirken (z. B. leicht oxidierba-
rer oder reduzierbarer Zustand), die flr den elektro-
chemischen Zustand verglichen mit einem anderen
leichter verfugbar ist. In einer der bevorzugten Aus-
fuhrungsformen dieser Erfindung besteht der mar-
kierte Ligand aus einer funktionellen Gruppe, die eine
chelatahnliche Kopplung an die Metallmarkierung
ausbildet. Diese Kopplung ist jedoch pH-empfindlich
und somit kann die Metallmarkierung abgetrennt von
ersetzt werden in dem Komplex nach Konzentrierung
innerhalb eines abgegrenzten Bereiches der Fest-
phase, einfach indem sie mit einer saueren Salzl6-
sung kontaktiert wird.

[0047] Alternativ kann, wo der markierte Ligand aus
einem Indikator (z. B. Metall) besteht, der in einem Li-
posom verkapselt ist, wie beispielsweise in Campbel,
et al, US-Patent 4,703,017 (zuvor hierin diskutiert)
beschrieben ist, das wiederum mit einem Liganden
konjugiert ist, die Integritat der Liposomenkapsel
leicht mit einer Anzahl Ublicher Lipidldsungsmittel (z.
B. Detergenzien) gestort/abgeldst werden. Das Me-
tall kann somit von den Ligandenbestandteilen des
markierten Liganden getrennt werden und leichter fur
seine quantitative Analyse zuganglich/verfligbar ge-
macht werden.

[0048] Wo die elektrochemische quantitative Analy-
se inverse Voltametrie als das analytische Verfahren
der Wahl verwendet, kann die abgetrennte/ersetzte
Metallmarkierung mit Quecksilberionen in der saue-
ren Salzlésung umgesetzt werden, um ein Amalgam
auf der Arbeitselektrode benachbart dem abgegrenz-
ten Bereich des Festphasenmediums auszubilden.
Die elektrochemische Reaktion der Metallmarkierung
wird danach bei der nachfolgenden elektrochemi-
schen quantitativen Analyse umgekehrt und die fei-
nen elektrischen Veranderungen wahrend einer der-
artigen Umwandlung tberwacht und mit der Anwe-
senheit und Konzentration von Analyten in der Test-
probe korreliert.

[0049] Um die Einfachheit und Tragfahigkeit des
Systems und der Verfahren der vorliegenden Erfin-
dung bereitzustellen, verwendet das quantitative
Analysesystem dieser Erfindung einen affinitatschro-
matographischen Teststreifen, wobei ein abgegrenz-
ter Bereich davon so konfiguriert ist, dass er den in-
teressierenden Analyten konzentriert. Die in Fig. 1 &
Fig. 2 dargestellten Testvorrichtungen sind typische
Beispiele einer bevorzugten Ausfiihrungsform dieser
Testvorrichtung.

[0050] Die in den Fig. 1 & Fig. 2 dargestellte Test-
vorrichtung besteht initial aus einem affinitatschroma-
tographischen Teststreifen und einem elektrochemi-
schen Nachweissystem.

[0051] Der affinitaitschromatographische Teststrei-
fen (10) umfasst eine Vielzahl von diskreten Berei-
chen; und besteht, bevorzugterweise, aus einem Ver-
bundwerkstoff aus wenigstens zwei (2) und bevor-
zugtererweise drei (3) diskreten Bestandteilen in
Flissigverbindung miteinander. Wie in Fig. 1 gezeigt
umfasst der Teststreifen ein Probensammelkissen
(12) mit der markierten Substanz (14) (z. B. markier-
ter Ligand oder markierte Analyt-Mimik), die inner-
halb des Probensammelkissens entweder zusam-
men mit oder benachbart zu dem Probensammelkis-
sen (12) vorangeordnet ist, eine Membran (22) mit
Substanz (18) (z. B. Ligand oder Analyt-Mimik), die
auf der Membran vorbeschichtet ist, und ein Absorp-
tionskissen (20), das verwendet wird, um das Wan-
dern der Probenlésung zu erzwingen. In den bevor-
zugten Ausfihrungsformen dieser Erfindung ist die
markierte Substanz lyophilisiert (um eine Stabilisie-
rung derselben vor der Verwendung zu erlauben);
und wird danach nach Kontakt mit der fliissigen Pro-
be rekonstituiert.

[0052] Im Kontext des Systems und des analyti-
schen Verfahrens dieser Erfindung kann eine ,mar-
kierte Substanz" ein jegliches geeignetes elektroakti-
ves Material umfassen, das innerhalb eines abge-
grenzten Bereiches der Festphase unter Testbedin-
gungen isoliert werden kann, oder das eine elektro-
aktive Verbindung innerhalb eines derartigen abge-
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grenzten Bereiches abtrennen kann (kollektiv hierin
auch als die ,elektroaktive Spezies" bezeichnet) und,
danach, eine elektrochemische Umwandlung (z. B.
Redox) erfahrt, die mit der elektrochemischen quan-
titativen Analyse verbunden ist. Die beobachtete
Messung (Umwandlung) der elektroaktiven Spezies
kann direkt oder indirekt mit der Konzentration des in-
teressierenden Analyten in der Testprobe in Bezie-
hung gesetzt werden (z. B. durch Vergleich mit einer
Standardkurve).

[0053] Bei den bevorzugten Ausfiihrungsformen
dieser Erfindung besteht das markierte Testkitrea-
gens typischerweise aus einem Protein oder Ligan-
den, das/der mit einer Metallmarkierung verbunden
ist. Nach dessen Kontakt mit der Probe wechselwirkt
dieses Metall-markierte Reagens mit dem interessie-
renden Analyten in der Probe, um einen Komplex
auszubilden. Eine markierte Substanz, die bei der af-
finitdtschromatographischen Isolierung/Konzentrie-
rung des interessierenden Analyten verwendet wer-
den kann, umfasst ein Protein/einen Liganden und
eine Metallmarkierung, die bevorzugterweise herge-
stellt werden gemaf den in US 4,732,974 und in der
technischen Literatur beschriebenen Verfahren, Ga-
ry, et al, Covalent Attachment of Chelating Groups to
Macromolecules Biochem. And Biophys. Res.
Comm. Band 77, Nr. 2 (1977) Seiten 581-585. Kurz
gesagt kann eine Metallmarkierung mit dem Prote-
in/Liganden konjugiert werden, der fur den Analyten
spezifisch ist, durch anfangliche Modifikation des
Proteins/Liganden, indem kovalent daran eine ,exo-
gene Komplexbildnergruppe" gebunden wird, die
eine Affinitat fur die Metallmarkierung aufweist. Die
komplexbildenden Gruppen, die fir den interessie-
renden Metallindikator spezifisch sind, kénnen kova-
lent direkt an das Bindeprotein/Liganden gebunden
werden oder indirekt durch eine Zwischenprodukt
oder eine Verbindungsgruppe gekoppelt werden.
Diese Kopplungsstelle muss natirlich von der im-
munchemisch aktiven Stelle entfernt sein, die fur den
interessierenden Analyten spezifisch ist. Metallmar-
kierungen, die besonders geeignet sind fur die Ver-
wendung bei der Synthese der markierten Substan-
zen, die als die Testkitreagenzien in den Systemen
und Verfahren dieser Erfindung verwendet werden
kénnen, umfassen Mg, Al, Ca, Sc, Ti, V, Cr, Mn, Fe,
Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Sr, Y, Zr, Mo, Tc, Pd, Cd, In, Sn,
Sb, Ba, Hf, W, Re, Hg, TI, Pb, La, Ce, Rh, Pr, Nd, Sm,
Eu, Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Yd, Th, U, Pu und deren Iso-
tope.

[0054] Eine andere der markierten Substanzen, die
in der affinitdtschromatographischen Trennung/Kon-
zentrierung des interessierenden Analyten verwen-
det werden kann, umfasst eine Analyt-Mimik, die an
ein Liposom gekoppelt ist. Die Herstellung von Lipo-
som-markierten Immunreagenzien und ihre Verwen-
dung in affinitdtschromatographischen Tests ist gut
bekannt und in der technischen Literatur dokumen-

tiert, Roberts, et al, Investigation of Liposome-Based
Immunomigration Sensors for the Detection of Poly-
chlorinated Biphenyl Anal. Chem., Band 57, Nr. 5
(Februar 1, 1995) Seiten 482-491.

[0055] Die markierte Substanz und/oder der Kom-
plex aus der markierten Substanz und dem Analyten
wird durch die Diffusions-/Kapillarwirkung des Pro-
benauftragungskissens (12) entlang dem Flissig-
keitspfad des Festphasenaffinitatschromatographie-
mediums zu einer stromabwartigen Teststelle (18)
getragen, wo sie/er konzentriert und immobilisiert
wird. Dies kann in herkdmmlicher Art und Weise er-
reicht werden durch die Verwendung, beispielsweise,
eines Begleittestkitreagens in der Form eines immo-
bilisierten Bindeproteins oder anderen Hilfsmittels,
das fur die Wechselwirkung mit dem Analyten/Metall-
komplex spezifisch ist. Wahrend die markierte Sub-
stanz und/oder der markierte Komplex entlang dem
Flissigkeitspfad der Testvorrichtung wandert/diffun-
diert, trifft sie somit auf die immobilisierte Bindesub-
stanz und wird daraufhin gebunden, um sich an der
Teststelle anzureichern. Nach einer geeigneten Re-
aktionszeit hat sich ausreichend Analyt/markierte
Substanz in dem abgegrenzten Bereich des Test-
streifens angesammelt, um die erforderliche, nachzu-
weisende und durch elektrochemische Analyse zu
quantifizierende Menge bereitzustellen.

[0056] Das elektrochemische Nachweissystem (26)
wird hergestellt, indem zwei Elektroden (fir ein Zwei-
elektrodensystem) oder drei Elektroden (fiir ein Drei-
elektrodensystem) auf einem Matrixmaterial aufge-
druckt werden (z. B. Mylar, Kunststoff oder anderes
Material, das vergleichsweise elektrisch (nicht-lei-
tend) isoliert). Ein Trager (24) mit doppelseitigem Kle-
ber wird verwendet, um den affinitdtschromatographi-
schen Teststreifen und das elektrochemische Nach-
weissystem zu kombinieren. In dem Trager ist ein
Loch zwischen dem elektrochemischen Nachweis-
system und der Testzone (18) in der Membran vor-
handen.

[0057] Der Nachweis und die Messung der Menge
des Analyten in der Probe wird erreicht vermittels ei-
ner Ausriistung, die feine elektrochemische Anderun-
gen messen kann, die mit einer elektroaktiven Spezi-
es verbunden sind, wie z. B. Anderungen des Stroms
oder der Spannung, die durch die Umwandlung einer
derartigen Spezies von der reduzierten zu einer oxi-
dierten Form bedingt werden. In der Praxis kann dies
durch Einflihren des Affinitdtschromatographietest-
streifens dieser Erfindung in eine geeignete Messvor-
richtung bewerkstelligt werden und dadurch die Vor-
richtung an die Elektroden (26) an der Teststelle (18)
elektrisch gekoppelt werden. Die elektrische Kopp-
lung des Uberwachungsinstrumentes mit dem Affini-
tatschromatographieteststreifen kann durch direktes
(physikalischer Kontakt) oder indirektes (induktives)
Koppeln des Instrumentes mit den Elektroden erfol-
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gen, die mit dem abgegrenzten Bereicht/Teststreifen
der Testvorrichtung verbunden sind. Die Testvorrich-
tung ist auch elektrisch gleichzeitig mit dem Teststrei-
fen an einer anderen Stelle (28) gekoppelt, um einen
Referenzpunkt oder internen Standard zum Vergleich
von Ablesungen an der Teststelle bereitzustellen. Da-
nach wird ein elektrisches Potential an der Teststelle
angelegt, um die Markierung anzuregen bzw. von ei-
ner Form/von einem Zustand in einen anderen umzu-
wandeln, und eine derartige Umwandlung wird Gber-
wacht. Diese Umwandlung manifestiert sich in einer
Anzahl von Wegen, abhangig von der Art und/oder
Grolenordnung der an der Teststelle angelegten
elektrischen Kraft und anderen Systemvariablen be-
treffend die Vor-Konzentrierung und die inharenten
Merkmale der Markierung.

[0058] Eine weitere Konstruktion fir diese Testvor-
richtung ist in Fig. 3 dargestellt, wobei der affinitats-
chromatographische Teststreifen und das elektroche-
mische Nachweissystem innerhalb eines Gehauses
angeordnet sind, das aus einem Isolator (30), einem
Oberteil oder einer Abdeckung (32) und einem Bo-
denteil oder Bodenplatte (34) besteht; wobei das Bo-
denteil angepasst ist, um an die Abdeckung gekop-
pelt zu werden, um den affinitdtschromatographi-
schen Teststreifen und das elektrochemische Nach-
weissystem abzudichten und darin zu schitzen und
somit eine verfalschungssichere Umgebung bereit-
zustellen. Der Isolator (30) weist eine Trichterform
auf und ist angepasst, um Testkitreagenzien auf die
Teststelle zu leiten und danach durch ein Loch in der
Abdeckung des Gehauses in das Gehause einge-
fuhrt zu werden, wobei er aus einem definierten Be-
reich der Membran innerhalb der Nachweiszone
(Teststelle) einen definierten Bereich ausstanzt, um
einen abgegrenzten Bereich (Volumen) der Membran
hinsichtlich des Volumens des Testkitreagens zum
Vorkonzentrieren des Indikators zu isolieren.

BEISPIELE

[0059] Die folgenden Beispiele definieren, beschrei-
ben und veranschaulichen eine Anzahl der bevorzug-
ten Ausfiuhrungsformen der Testkitreagenzien und
elektrochemischen Analyseverfahren dieser Erfin-
dung weiter. Vorrichtungen und Techniken, die bei
der Synthesen der in diesen Beispielen beschriebe-
nen/verwendeten Materialien verwendet werden,
sind Standard, sofern nicht anders angegeben. Teile
und Prozentzahlen, die in diesen Beispielen auftau-
chen, sind auf das Gewicht bezogen, sofern nicht an-
ders angegeben.

BEISPIEL 1

1. Herstellung von lonen-markierten Proteinen (z. B.
Antikdrper und Antigen)

[0060] Diethylentriaminpentaessigsaure und Triet-

hylamin wurden in Wasser unter vorsichtigem Erhit-
zen geldst. Die sich ergebende Losung wurde lyophi-
lisiert, um einen glasigen Rickstand zu ergeben und
dann wurde dieser Rickstand in Acetonitril unter vor-
sichtigem Erhitzen geldst. Diese Losung wurde zu
Isobutylchlorformat in einem Eisbad unter Rihren fir
die gesamte Reaktion hinzugegeben. Das sich erge-
bende Anhydrid Diethylentriaminpentaessigsaure
wurde dann mit Protein in einer Schutzlésung mit ei-
nem bestimmten molaren Verhaltnis bei Raumtem-
peratur umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde
dann gegen einen Zitratpuffer dialysiert. Ein Uber-
schuss an Markierungslésung wurde zu der dialysier-
ten Losung hinzugegeben und bei Raumtemperatur
inkubiert. Das markierte Protein wurde gegen phos-
phatgepufferte Losung dialysiert. Die Proteine (An-
tiHBsAg-Ab, AntiHCG-Ab, AntiMyoglobin-Ab, Anti-
Tropin I-Ab, G-SAG, IgG-Fc, HIV und HCV etc.) wur-
den gut durch Metallionen (z. B. Wismuth, Blei, Indi-
um, Thallium und Kupfer) unter Verwendung der obi-
gen Verfahren in unserem Labor markiert. Das mar-
kierte Protein wurde verwendet, um einen Festpha-
sen- und affinitdtschromatographischen-Teststreifen
herzustellen.

2. Herstellung der Aaffinitatschromatographiefest-
phasentestvorrichtung

[0061] Zwei leitfahige Abscheidungen oder Berei-
che (fir ein Zweielektrodensystem) entsprechend
der Teststelle (Kohlenstofftintenelektrode) und die
Referenzstelle (Ag/AgCl-Tintenelektrode) werden
mittels Tintenstrahl auf ein Polyesterblattchen ge-
druckt. Die Grofde eines jeden bedruckten Bereiches
betragt 4 x 4mm und ist etwa 5/1000 Zoll (0,0127 cm)
dick.

[0062] Eine Membran mit einem immobilisierten Li-
ganden, der an der Teststelle (Nachweiszone) voran-
geordnet ist, wurde auf die Rickseite laminiert, um
die Teststelle Uber dem Kohlenstofftintenelektroden-
system auszurichten. Ein Glasfaserkissen (das die
Markierungs/das Ligandenkonjugat enhalt) und
Uberschussfliissigkeitsabsorptionsmedium  werden
jeweils relativ zu einem jeden Ende des Laminates
angeordnet, um den zusammengebauten Teststrei-
fen auszubilden. Die gemaR diesem Beispiel herge-
stellte Testvorrichtung ist in den Fig. 1, Fig.2 &
Fig. 3 dargestellt.

3. Messen des Analyten

[0063] Im Verlauf der Durchflihrung eines Tests auf
HCG, HBsAg, Myoglobin oder mehrere Analyten un-
ter Verwendung des/der vorstehenden Metallio-
nen-markierten Liganden und der
Affinitatschromatographiefestphasentestvorrichtung

wird zuerst eine fliissige Probe auf den Probenauftra-
gungsbereich aufgetragen, gefolgt von der Wande-
rung der flissigen Probe durch Kapillarwirkung ent-
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lang dem affinitatschromatographischen Streifen zu
dem anderen Ende des affinitdtschromatographi-
schen Streifens. Wahrend die Flussigkeit innerhalb
des Probenauftragungskissen wandert und den/die
markierten Liganden, der/die darin enthalten ist, re-
konstituiert, reagiert/reagieren der Analyt/die Analy-
ten in der Probe mit dem/den markierten Liganden
unter Ausbildung eines oder mehrerer Komplexe,
der/die zu dem affinitdtschromatographischen Test-
medium uberfuhrt und darin hineingezogen wird/wer-
den. Wenn der Komplex den Nachweisbereich (Test-
stelle) erreicht, reagieren die Analyten in dem Kom-
plex mit dem/den immobilisierten Liganden in dem
Nachweisbereich unter Ausbildung eines oder meh-
rerer markierten Liganden-Analyten-Liganden-Kom-
plex(es), wahrend die nicht-gebundenen Bestandtei-
le und Flussigkeitsfraktionen weiter in das Absorbti-
onsmedium am gegenuberliegenden Ende der Vor-
richtung gezogen werden und dorthin flieRen. Die
Ausbildung des Komplexes in dem Nachweisbereich
wird dann aufgezeichnet und die markierenden Me-
tallionen durch Rechteckwellenvoltametrie (SWSV)
quantifiziert. Wie oben beschrieben umfasst dieses
Voltametrieverfahren das Vorkonzentrieren oder (Bil-
dung adsorptiver Akkumulation eines oberflachenak-
tiven Komplexes) und Bestimmung des Metallions.

[0064] Die vorerwahnte Analyse ist besonders vor-
teilhaft, wo die Testprobe eine tribe Ldsung ist, die
traditionellere optische Messtechniken stort, wie bei-
spielsweise Blut oder Harnstoffprobenldsung. Fiq. 7
veranschaulicht graphisch eine elektrochemische
Analyse einer Standard-Myoglobinantikérperlésung
bei unterschiedlichen Konzentrationen gemafl dem
System, dem Verfahren und der Testvorrichtung
(Eig. 3) dieser Erfindung. Die niedrigen Nachweis-
grenzen und Empfindlichkeit des Tests beruht, teil-
weise, auf dem hohen molaren Markierungsverhalt-
nis von Bleiionen zu dem Anti-Myoglobinantikérper
und der Dauer des Vorkonzentrierungsintervall des
Bleis auf der Arbeitselektrode. Fig. 8 zeigt wiederhol-
te Messungen von 2,5 ng/ml HBsAg in Serumprobe
gemal dem System, dem Verfahren und der Testvor-
richtung (Eig. 3) der Erfindung. Eine wiederholbare
Antwort wird Uber sechs wiederholte Messungen be-
obachtet. Der gleichzeitige Nachweis fiir mehrere in-
teressierende Analyten ist mit dem System, dem Ver-
fahren und der Testvorrichtung (Fig. 3) dieser Erfin-
dung auch moglich. Fig. 9 ist die Antwort von HBsAg
in einer Serumprobe unter Verwendung eines mit
Blei-, Kupfer- und Wismuth-lonen markierten
HBsAg-Antikdrpers, wobei ein anderes lon in der Ant-
wortkurve gesehen werden kann, die zeigt, dass die
Komplexe (anti-HbsAg Antikdrper-HbsAg Anti-
gen-anti-HbsAg Antikdrper-anti-HBsAg Antikorper,
markiert mit verschiedenen Metallionenkomplexen)
gebildet und in der Testzone nachgewiesen wurden.
Eig. 10 ist ein gleichzeitiger Nachweis flir HCG (links)
und HBsAg (rechts) in einer Serumprobe unter Ver-
wendung des Systems, des Verfahrens und der Test-

vorrichtung (Fig. 3) dieser Erfindung; die Spitze in
der Mitte ist ein Kontrolltest, der zeigt, dass die Vor-
richtung funktioniert.

BEISPIEL 2

Nukleinsauren (Oligonukleotide, DNA und
RNA)-Messfiihler

1. Herstellung von lonen-markiertem Oligonukleotid

[0065] Diethylentriaminpentaessigsaure und Triet-
hylamin wurden in Wasser unter vorsichtigem Erhit-
zen geldst. Die sich ergebende Lésung wurde lyophi-
lisiert, um einen glasigen Rickstand zu ergeben und
dann wurde dieser Rickstand in Acetonitril unter vor-
sichtigem Erhitzen geldst. Diese Losung wurde zu
Isobutyslichlorformat in einem Eisbad unter Rihren
wahrend der gesamten Reaktion hinzugegeben. Das
sich ergebende Anhydrid Diethylentriaminpentaes-
sigsaure wurde dann mit Oligonukleotiden in einem
bestimmten molaren Verhaltnis bei Raumtemperatur
umgesetzt. Die Reaktionsmischung wurde dann ge-
gen einen Trispuffer dialysiert. Ein Uberschuss an
Markierungslésung wurde zu der dialysierten Lésung
hinzugegeben und bei Raumtemperatur inkubiert.
Das markierte Oligonukletoid wurde wieder gegen
Tris-Pufferlésung dialysiert. Das markierte Oligonuk-
leotid wurde verwendet, um einen Testphasen- und
Affinitatstestmessflhler herzustellen.

2. Herstellung von Affinitdtschromatographiefest-
phasentestvorrichtung

[0066] Zwei leitfahige Abscheidungen oder Berei-
che (fir ein Zweielektrodensystem) entsprechend
der Teststelle (Kohlenstofftintenelektrode) und der
Referenzstelle (Ag/AgCl-Tintenelektrode) werden
mittels Tintenstrahl auf ein Polyesterplattchen ge-
druckt. Die GroéRe einer jeden bedruckten Flache be-
tragt ~ 4 x 4mm und ist etwa 5/1000 Zoll (0,0127 cm)
dick.

[0067] Eine Membran mit einem an der Teststelle
(Nachweiszone) vorangeordneten immobilisierten Li-
ganden, wurde auf die Rickseite laminiert, um die
Teststelle Uber dem Kohlenstofftintenelektrodensys-
tem auszurichten. Ein Glasfaserkissen, (das das
Konjugat aus Markierung und Oligonukleotid enthalt)
und Uberschussfliissigkeitsabsorptionsmedium wer-
den jeweils relativ zu einem jeden Ende des Laminats
angeordnet, um den zusammengebauten Teststrei-
fen auszubilden. Die gemaR diesem Beispiel herge-
stellte Testvorrichtung ist in den Fig. 1, Fig.2 &
Fig. 3 dargestellt.

3. Messen von menschlichem NPOR

[0068] Im Verlauf der Durchflihrung eines Test auf
menschlichen NPOR unter Verwendung des vorste-
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henden Metallionen-markierten Oligonukleotids und
der Affinitatschromatographiefestphasentestvorrich-
tung wird zuerst eine Flissigkeitsprobe, die das inte-
ressierende Oligonukleotid enthalt, auf den Proben-
auftragungsbereich aufgetragen, gefolgt von der
Wanderung der flissigen Probe durch Kapillarwir-
kung entlang dem affinititschromatographischen
Streifen zu dem anderen Ende des affinitdtschroma-
tographischen Streifens. Wahrend die Flussigkeit in-
nerhalb des Probenauftragungskissens wandert,
wird das in dem Kontaktkissen eingebettete markier-
te Oligonukleotid ausgetragen und wechselwirkt in
kompetitiver Weise mit dem Oligonukleotid, das an
der Testzone beschichtet und komplementar zu dem
interessierenden Oligonukleotid ist, in der Probenlo-
sung, wodurch ein Komplex aus markiertem Oligonu-
kleotid-Komplementoligonukleotid und ein Komplex
aus Oligonukleotid-Komplementoligonukleotid aus-
gebildet wird, wahrend die ungebundenen Bestand-
teile und die Flussigkeitsfraktion weiterhin in das Ab-
sorbtionsmedium an dem gegentiberliegenden Ende
der Vorrichtung gezogen werden und dort hineinflie-
Ren. Die Ausbildung der Komplexe in der Nachweis-
region wird dann registriert und die markierenden
Metallionen durch die Rechteckwellenvoltammetrie
(SWSV) quantifiziert. Wie oben beschrieben umfasst
dieses Voltametrieverfahren die Vor-Konzentrierung
(oder Ausbildung von adsorptiver Akkumulation ei-
nes oberflachenaktiven Komplexes) und Bestim-
mung der Metallionen. Eig. 11 zeigt den kompetitiven
Nachweis von menschlichem NPOR (25 mer Oligo-
nukleotid) unter Verwendung des Systems, des Ver-
fahrens und der Testvorrichtung (Eig. 3) dieser Erfin-
dung. A (oben) ist das Signal einer leeren Lésung
(ohne menschlichen NPOR) und B (unten) ist das Si-
gnal einer Losung, die menschlichen NPOR enthalt.
Dieses Ergebnis liefert ein Verfahren zum Nachwei-
sen und Sequenzieren von DNA.

Patentanspriiche

1. Affinitatschromatographischer Teststreifen
(10) zur quantitativen Mengenbestimmung mindes-
tens eines Analyten, der Folgendes umfasst:

a) ein affinitatschromatisches Medium mit einem da-
rin definierten Flissigkeitspfad, das einen abge-
grenzten Bereich (18) umfasst, wobei der abgegrenz-
te Bereich (18) eine immobilisierte Bindesubstanz
umfasst, wobei die immobilisierte Bindesubstanz fur
die Bindung/Immobilisierung einer markierten Sub-
stanz (14) und/oder eines Komplexes einer markier-
ten Substanz (14) und des Analyten spezifisch ist,
wobei die markierte Substanz (14) eine Markierung
umfasst, die unter elektrochemisch analytischen Be-
dingungen elektroaktiv ist;

b) ein Mittel (26) zum Herstellen von elektrischen
Kontakt zwischen einer externen Quelle elektrischer
Energie und dem abgegrenzten Bereich (18), das die
immobilisierte Bindesubstanz umfasst; und

c¢) ein Mittel (26) zum Herstellen von elektrischem Re-

ferenzkontakt zwischen der externen Quelle elektri-
scher Energie und einem vom abgegrenzten Bereich
(18) verschiedenen Bereich des affinitatschromati-
schen Mediums.

2. Affinitdtschromatischer Teststreifen nach An-
spruch 1 zur quantitativen Mengenbestimmung von
mehr als einem Analyten, wobei der abgegrenzte Be-
reich (18) eine oder mehrere immobilisierte Binde-
substanzen umfasst, wobei die eine oder mehreren
immobilisierten Bindesubstanzen fur die Bindung/Im-
mobilisierung einer oder mehrerer markierter Sub-
stanzen (14) und/oder eines oder merherer Komple-
xe einer oder mehrerer markierter Substanzen (14)
und eines oder mehrerer Analyten spezifisch sind,
und wobei jede markierte Substanz (14) eine andere
elektroaktive Markierung umfasst und fir die Interak-
tion/den Wettbewerb mit nur einem Analyten von In-
teresse spezifisch ist.

3. Affinitatschromarischer Teststreifen nach An-
spruch 1 oder 2, wobei das affinitdtschromatische
Medium einen zweiten abgegrenzten Bereich (18)
umfasst, der eine immobilisierte Bindesubstanz um-
fasst, und wobei der Teststreifen (10) (i) ein zweites
Mittel (26) zum Herstellen von elektrischem Kontakt
zwischen einer externen Quelle elektrischer Energie
und dem zweiten abgegrenzten Bereich (18) und (ii)
ein zweites Mittel (26) zum Herstellen von elekitri-
schem Referenzkontakt zwischen der externen Quel-
le elektrischer Energie und einem vom zweiten abge-
grenzten Bereich (18) verschiedenen Bereich des af-
finitdtschromatischen Mediums umfasst.

4. Affinitdtschromatischer Teststreifen nach ei-
nem der vorangehenden Anspriche, wobei die mar-
kierte Substanz (14) in einem Probenauffangmedium
(12) im Teststreifen pradisponiert ist.

5. Affinitatschromatischer Teststreifen nach An-
spruch 4, wobei die pradisponierte markierte Sub-
stanz (14) in lyophilisierter Form ist.

6. Affinitatschromatischer Teststreifen nach ei-
nem der vorangehenden Anspriiche, wobei das Mit-
tel (26) zum Herstellen von elektrischem Kontakt eine
Arbeitselektrode umfasst und das Mittel (26) zum
Herstellen von elektrischem Referenzkontakt eine
Referenzelektrode umfasst.

7. Affinitatschromatographischer Teststreifen
nach Anspruch 6, der weiter eine Gegenelektrode
(26) umfasst.

8. Affinitatschromatographischer Teststreifen
nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
die Markierung von der markierten Substanz (14)
trennbar ist.

9. Affinitatschromatographischer Teststreifen
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nach Anspruch 8, wenn abhangig von Anspruch 6
oder 7, wobei der Teststreifen so konfiguriert ist, dass
die Markierung als Ablagerung auf der Arbeitselekt-
rode (26) vorkonzentriert werden kann.

10. Affinitdtschromatographischer  Teststreifen
nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei
die Markierung ein Metall ist.

11. Affinitdtschromatographischer  Teststreifen
nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
die Markierung aus der aus Mg, Al, Ca, Sc, Ti, V, Cr,
Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Sr, Y, Zr, Mo, Tc, Pd, Cd,
In, Sn, Sb, Ba, Hf, W, Re, Hg, Tl, Pb, La, Ce, Rh, Pr,
Nd, Sm, Eu, Gd Tb, Dy, Ho, Er, Yd, Th, U, Pu und de-
ren Isotopen bestehenden Gruppe ausgewahlt wird.

12. Affinitdtschromatographischer  Teststreifen
nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei
die markierte Substanz (14) eine Analyt-Mimik um-
fasst und die immobilisierte Bindesubstanz fir die
Bindung/Immobilisierung der markierten Substanz
(14) spezifisch ist.

13. Affinitdtschromatographischer  Teststreifen
nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei die mar-
kierte Substanz (14) einen Ligand umfasst und die
immobilisierte Bindesubstanz fiir die Bindung/Immo-
bilisierung eines Komplexes der markierten Substanz
(14) und des Analyten spezifisch ist.

14. Affinitdtschromatographischer  Teststreifen
nach einem der vorangehenden Anspriche, wobei
die markierte Substanz (14) ein die Markierung kap-
selndes Liposom umfasst.

15. Kit zur quantitativen Mengenbestimmung
mindestens eines Analyten, der Folgendes umfasst:
a) den affinitdtschromatographischen Teststreifen
nach einem der vorangehenden Anspriiche; und
b) ein Trennmittel zum Trennen der Markierung von
der aufgenommenen/immobilisierten  markierten
Substanz (14).

16. Kit zur quantitativen Mengenbestimmung
mindestens eines Analyten, der Folgendes umfasst:
a) den affinitdtschromatographischen Teststreifen
nach einem der Anspriche 1, 2, 3 oder 6 bis 14 wenn
abhangig von Anspruch 1, 2 oder 3; und
b) ein die markierte Substanz (14) umfassendes Re-
agenz.

17. Verfahren zur quantitativen Mengenbestim-
mung mindestens eines Analyten, das Folgendes
umfasst:

a) Bereitstellen des affinitdtschromatographischen
Teststreifens (10) nach einem der Anspriiche 1 bis
14;

b) Herstellen von elektrischem Kontakt zwischen ei-
ner externen Quelle elektrischer Energie und dem

abgegrenzten Bereich (18), wobei der abgegrenzte
Bereich (18) die immobilisierte Bindesubstanz um-
fasst und Herstellen von elektrischem Referenzkon-
takt zwischen der externen Quelle elektrischer Ener-
gie und einem vom abgegrenzten Bereich (18) ver-
schiedenen Bereich des affinitdtschromatographi-
schen Mediums;

c¢) Aufbringen einer den Analyten umfassenden Pro-
be auf den Teststreifen (10) und optionales Aufbrin-
gen eines die markierte Substanz (14) umfassenden
Reagenz;

d) Zulassen, dass die markierte Substanz (14)
und/oder ein Komplex der markierten Substanz (14)
und der Analyt von der immobilisierten Bindesub-
stanz gebunden/immobilisiert werden und sich da-
durch im abgegrenzten Bereich (18) ansammeln; und
e) Durchfihren einer elektrochemischen Analyse, um
die Konzentration der markierten Substanz (14) im
abgegrenzten Bereich zu bestimmen und Korrelieren
derselben mit der Konzentration des Analyten.

18. Verfahren nach Anspruch 17, das das Bereit-
stellen des affinitdtschromatographischen Teststrei-
fens nach einem der Anspriiche 9 oder 10 bis 14,
wenn abhangig von Anspruch 9, das Trennen der
Markierung von der markierten Substanz (14) und
das Vorkonzentrieren der Markierung als Ablagerung
auf der Arbeitselektrode (26) umfasst.

19. Verfahren nach Anspruch 18, das das Ablo-
sen der Ablagerung von der Arbeitselektrode (26) un-
ter anodischen Ablésebedingungen durch Oxidieren
der Ablagerung auf der Oberflache der Arbeitselekt-
rode umfasst.

20. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis
19, wobei die elektrochemische Analyse potentiosta-
tisch ist.

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 17 bis
19, wobei die elektrochemische Analyse potentiome-
trisch ist.

Es folgen 10 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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