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Begchreibung

Verfahren und Vorrichtung zur Detektion von Analyten

Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein ein Verfahren so-
wie eine Vorrichtung zur optophysikalischen Detektion von Ana-
lyten. Insbesondere betrifft die Erfindung die Miniaturisie-
rung vorbekannter Systeme, bel denen die Detektion eines Ana-
lyten durch Farberkennung direkt auf dem Chip erfolgt, auf den
der Analyt appliziert wird. !

Zum qualitativen und/oder quantitativen Nachweis des Vorhan-
denseins von bestimmten Substanzen wie z. B. Biomolekiilen in
einer zu analysierenden Probe ist die Verwendung von im we-
sentlichen planaren Systemen bekannt, welche in der Fachwelt
als Biosensoren bzw. Biochips bezeichnet werden. Diese Bio-
chips bilden einen Trdger, auf dessen Oberfldche i.d.R. eine
Vielzahl von zumeist rasterartig angeordneten Detektionsberei-
chen ausgebildet ist, wobel gich die einzelnen Bereiche bzw.
Bereichsgruppen jeweils durch ihre Spezifitadt gegenlber einem
bestimmten nachzuweisenden Analyten voneinander unterscheiden.
Im Falle von nachzuweisenden DNA-Analyten befinden sich inner-
halb der einzelnen Bereiche der Trdgeroberflidche - direkt oder
indirekt immobilisiert — spezifische Nukleinsduresonden wie

z. B. Oligonukleotide oder cDNA in zumeist einzelstrédngiger
Form, deren jeweilige Spezifitét gegenliber der nachzuweisenden
Nukleins&dure im Wesentlichen durch die Sequenzabfolge (Sonden-

design) vorgegeben ist.
Solche Biosensoren bzw. Biochips sind beispielsweise aus der

WO 03/008974 Al bekannt, in welcher die Detektion von Analyten

mittels zeitaufgeldster Luminiszenzmessungen beschrieben wird.

BESTATIGUNGSKOPIE
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Die an dieser Stelle beschriebene Technologie ist jedoch nur
fiir die Detektion von Analyten geeignet, die eine Eigenfluo-
reszenz aufweisen oder die zuvor, sofern moglich, mit einer
fluoreszierenden Markierung, einem sogenannten Luminophor,
versehen worden sind. Dies bedeutet jedoch eine Einschrénkung
der detektierbaren Analyten und gegebenenfalls eine aufwdndige

zusdtzliche Markierung des Analyts.

Des Weiteren sind der Fachwelt sogenannte Teststreifen zur De-
tektion von Analyten bekannt. Bei diesen Teststreifen &dndert
gsich deren Farbe innerhalb von z. B. 60 Sekunden je nach Zu-
sammensetzung der Analyten. Diese Farb&nderung basiert im
Prinzip darauf, dass z. B. ein blaues Objekt die zu blau kom-
plementdren Wellenl&ngen absorbilert und nur die blauen Wellen-
ldngen reflektiert bzw. durchldsst. Das liegt daran, dass die
Elektronen der Substanz nur von bestimmten Wellenl&ngen in ei-
nen angeregten Zustand versetzt werden kdnnen. Verdndert sich
nun etwas an dieser Substanz, indem z. B. ein Analyt mit einem
bestimmten pH-Wert appliziert wird, so werden andere Wellen-
lidngen absorbiert, was zur Folge hat, dass das Objekt eine an-
dere Farbe hat. In den Teststreifen befinden gich z. B. wich-
tige Bestandteile wie z. B. Methylrot und Bromthymolblau, die
sich je nach pH-Bereich zwischen 5 und 9 von orange Uber gelb
nach tiirkis verdndern koénnen. Diese Farb&dnderung kann dann mit
dem Auge bei normalen Lichtbedingungen erkannt und entspre-
chend einer vom Hersteller mitgelieferten Farbskala zugeordnet
werden, was nicht immer leicht ist. So existieren z. B. Test-
streifen flir den Nachweis von Urobilinogen, Bilirubin, Keton,
Ascorbinsdure, Glukose, Protein, Blut, pH, Nitrit, Leukozyten
und spezifisches Gewicht. Trotz der hohen Zuverldssigkeit der
Teststreifen k&énnen z. B. Harne mit starker Eigenfarbe das
menschliche Auge bei der Schnelltest-Auswertung tduschen. Der

Einsatz des menschlichen Auges limitiert die Wellenl&ngen.



10

15

20

25

30

WO 2005/019822 PCT/EP2004/009306

Auch unterschiedliche Lichtverhdltnisse kénnen eine Rolle
spielen. Des Weiteren handelt es sich bei den gegenwdrtig be-
kannten Methoden zur Auslesung der Teststreifen um grobere Ge-
rate und das Verfahren trennt die Detektion von der Reaktion
des Analyten, da der Teststreifen nach der Reaktion in das
Testgerit zur Auslesung geschoben wird. Dariber hinaus kann
zumeist nur ein Bestandteil des Analyten pro Teststreifen ab-

gelesen werden.

Aus der DE 85 05 421 ist aber auch eine Vorrichtung bekannt,
in welcher der Teststreifen bzw. die reaktive Schicht in das
Testgeradt integriert ist, so dass die Reaktion des Analyten
und die Detektion der Reaktion nicht getrennt im obigen Sinne
ablaufen. Dies ist insbesondere dann nicht der Fall, wenn die
reaktive Schicht unmittelbar auf einem Detektor zur Detektion
der Reaktion angeordnet ist. Allerdings kann auch hier nur ein
Bestandteil des Analyten pro reaktive Schicht bzw. pro Test-

atreifen detektiert werden.

Es besteht deshalb die Aufgabe, eine Vorrichtung der eingangs
genannten Art zu schaffen, welche unter Vermeidung der oben
angefithrten Nachteile bei einem einfachen und kompakten Aufbau
eine hohe parallele Messung von mehreren Bestandteilen eines

Analyten erméglicht.

Diese Aufgabe wird dadurch geldst, dass direkt an der Oberfla-
che eines Kamerachips die Verbindungen fir die Farbédnderung
immobilisiert werden, die Farbidnderung also direkt auf dem
Chip stattfindet. Der Kamerachip ist ein CMOS- oder CCD-Chip,
wie er dem Fachmann aus dem Stand der Technik bekannt ist. Ein
Pixel einer solchen Farbkamera besteht im Prinzip aus drei Un-
terpixel, die jeweils filir die Farben rot, griin und blau sensi-

tiv sind.
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Auf diesen Kamerachip werden unterschiedliche chemische Sub-
stanzen direkt oder indirekt tber z. B. eine Folie aufgebracht
und zwar derart, dass sich auf/iber einem Bereich der Kamera
eine andere chemische Substanz als auf/iiber einem anderen Be-
reich der Kamera befindet. Diese Bereiche kénnen vorzugsweise
durch selektives Atzen der Chips oder Prédgen der Folie in Form

von Mulden ausgebildet sgein.

Bel einer anderen Ausfihrungsform werden auf einen Bereich der
Kamera nicht nur eine, sondern mindestens zwei Substanzen zur
Analyse von zwel unterschiedlichen Bestandteilen des Analyten
aufgebracht. Dies kann entweder als Stapelung oder als Mi-
schung erfolgen. Dadurch, dass sich die Absorptionen der Wel-
lenlédngen bei den Bereichen unterscheiden, koénnen diese unter-
schiedliche Absorptionsspektren entweder mit den Pixel unter-
gschieden oder/und mit einem zeitlichen Wechsel von unter-
schiedlichen Wellenlé&ngen bzw. Wellenldngen entsprechend der
verschiedenen Absorptionsspektren beleuchtet werden. Hierdurch
kann in besonders einfacher Weise die Flache des Halbleiter-

chips verringert werden.

Des Weiteren ko&nnen auch aktiv leuchtende Substanzen (z. B.

Chemielumineszenz) auf den Chip aufgebracht werden.

Nach Applikation des Analytes wie z. B. Harn, gibt es unter-
schiedliche Farbédnderungen auf dem Chip. Dieser Farbdnderung
kann dann mit dem Kamerachip im Durchlicht ausgelesen werden,
wenn die Oberflache, auf die die Substanzen aufgebracht sind,
fir die Wellenl&ngen der Lichtguelle abzliglich der durch die

Substanz absorbierten Wellenl&ngen durchlédssig sind.
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In einer bevorzugten Form ist der Kamerachip in einem licht-
dichten Gehiuse und in diesem Gehiduse befindet sich z. B. eine
WeiRlichtquelle, die dann zur Farbdetektion benutzt wird.

Ebenso kann auch Tageslicht verwendet werden.

Besonders bevorzugt werden Wellenldngen auBerhalb des sichtba-
ren Bereichs verwendet, die dann mit dem Chip aber nicht mit
dem Auge ausgelesen werden koénnen. Dies erweitert die Auswahl
der chemischen Substanzen erheblich. Hierbei ist auf den all-
gemeinen Stand der Technik verwiesen, wonach unterschiedliche
Materialien (Halbleiter) unterschiedliche Wellenldngenbereiche

detektieren konnen.

Des Weiteren koénnen manche Pixel freigelassen werden, um eine
Kalibrierung und Messung mit z. B. Umgebungslicht zu ermégli-

chen.

Begonders bevorzugt wird der Chip die Daten digitalisieren
und/oder abspeichern und {iber einen USB-Stecker mit einem PC

in Verbindung stehen.

Die chemischen Substanzen, die die Farbreaktion verursachen,
kdnnen in bevorzugter Art und Weise mit Hilfe von Printern,
wie gie aus dem Bereich der Biochip-Anwendungen bekannt sind,
direkt auf den Chip appliziert werden. Besonders bevorzugt

binden die chemischen Substanzen kovalent an die Oberfléache.

Eine andere Ausfiihrungsform sieht vor, dass die Substanzen auf
einen Tr&dger wie eine Folie, Papierstreifen oder Polymer auf-
gebracht werden, der dann z. B. auf den Chip gelegt oder auf

diesen gefihrt wird.
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Besonders bevorzugt kann es sich um eine lichtdicht abge-

schlossene Kammer handeln, in die Folien wie Scheckkarten in
den Automaten eingeschoben werden koénnen. Der Chip, der sich
in de Kammer direkt unter der Folie befindet, liest dann die

Folie aus.

Durch entsprechende Markierung (z. B. optische) der verschie-
denen ,Anwendungsfolien“, wie z. B. einer Folie flir die Unter-
suchung von pH und Protein und einer anderen Folie fir die Un-
tersuchung von Glucose und Urobilinogen kann das Auslesegerdat
in der Kammer die Folie selbstdndig erkennen. Dadurch muss der
User/Patient nicht eingeben, um welche ,Anwendungsfolie™ es
sich handelt, sondern das RAuslesegerdt erkennt das selbst und
sucht z. B. in seinen Speichern nach entsprechenden Daten, die
schon mal mit diesem Anwendungschip beil diesem Patienten ge-
messen wurden. Handelt es sich aber z. B. um unterschiedliche
Patienten, die in diesem Gerdt abgespeichert sind, so ist auf
der Folie z. B. auf dem Barcode nicht nur die Anwendung ge-

speichert, sondern auch die Patientendaten.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform tippt beispielsweise der
Patient einfach mit seinem Daumen auf einen freien Bereich der
Folie und hinterlisst seinen Fingerabdruck, welcher eine zu-
s&tzliche Codierung darstellt, sofern bereits eine Codierung
fiir die ,Anwendungsfolie™, beispielsweise in Form eines Barco-
des, vorhanden ist. Dieser wird dann von einem im Lesegeridt
befindlichen Fingerprintsensor erkannt und der Trager dem Pa-
tienten zugeordnet. Diese zusdtzliche Codierung kann auch fiir
sich genommen ohne eine Codierung der ,Anwendungsfolien® ein-
gesetzt werden. Neben oder anstelle der Codierung in Bezug auf
den Patienten kann selbstverstdndlich auch eine Codierung in

Bezug auf andere Personen oder Personengruppen wie z. B. der
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behandelnde Arzt oder die Gruppe der Diabetes-Erkrankten er-

folgen.

Ungleichheiten bei der Bedruckung der Oberfldchen auf der er-
findungsgemdBen Vorrichtung auf einem durchgédngigen Pixel-
Array oder durch Justage-Tolleranzen der Folie konnen durch
Gruppierung iUber Intensitdtsverteilungen der unterschiedlichen

Detektionserreignisse ausgeglichen werden.

Dies erfolgt in bevorzugter Form dadurch, dass sich auf der
Folie ein BRarcode befindet, der vom Lesegerdt vor der Aufnahme
der Daten eingelesen wird. Auch kénnen die in Form eines be-
stimmten Arrays aufgebrachten chemischen Substanzen als Codie-

rung dienen.

Nachfolgend sind Ausfithrungsbeispiele der Erfindung anhand der

Zeichnung nadher erldutert.

Es zeigt zum Teil starker schematisiert:

Figur 1 Langsschnitt durch eine Kamera mit chemischen Sub-
stanzen, die an unterschiedlichen Stellen immobili-

siert sind,

Figur 2 lichtdicht abgeschlossene Kammer und

Figur 3  Triger

In einem Kamerachip 1 sind optische Detektoren 2, z. B. pn-
Photodioden integriert, die durch unterschiedliche Beschich-
tungen 3 und 4 auf unterschiedliche Farben sensitiv sind. Dar-
auf befindet sich die applizierte chemische Schicht 5, die die

Farbreaktion mit den Bestandteilen des Analyten 6 auf Grund
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der Reaktion des Analyten mit dieser chemischen Schicht her-
vorruft. Dieser Farbreaktion wird mit dem Kamerachip 1 detek-

tiert.

In Figur 2 ist der Kamerachip 1 in ein lichtdichtes Geh&use 7
eingeschlossen, wobei die Lichtqguelle 8, die sich im Innern
des Geh&uses 7 befindet, die Reaktionsstellen auf dem Chip 1

ausleuchtet, der die gegebenenfalls vorhandenen Farbidnderungen

detektiert.

Figur 3: auf einen Trédger 11 wie z. B. eine Folie, Papier-
streifen oder Polymer sind unterschiedliche chemische Substan-
zen 5 in Form eines Arrays aufgebracht. Ein Barcode 9 codiert
z. b. die Anwendung des Chips 1 oder/und den Patient, den
Arzt, die Kosten etc. Der Fingerabdruck 10 eines Bedieners,
wie ein Patient odexr ein Arzt oder eine Schwester auf dem Tri-

ger 11 codiert denselben.
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1. Vorrichtung zur Detektion von Analyten mit wenigstens ei-
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ner chemischen Substanz, auf welche ein Analyt aufbring-
bar ist, wodurch eine Farbreaktion hervorgerufen wird,
dadurch gekennzedlchnet, dass wenigs-
tens zweli chemische Substanzen in definierten Bereichen
direkt auf der Oberfldche eines optischen Detektors oder
dass die wenigstens zwei chemischen Substanzen‘in defi-
nierten Bereichen auf einem Trager aufgebracht sind, wel-
cher direkt auf der Oberfldche eines optischen Detektors

angeordnet ist.

. Vorrichtung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzedilichnet, dass es sich
bei dem optischén Detektor um einen Halbleiterchip han-

delt.

. Vorrichtung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzedilchnet, dass die
Oberfldche ein Trdger wie z. b. eine Folie, Papierstrei-
fen oder Polymer ist, der lésbar mit der Detektionsein-

richtung verbunden ist.

. Vorrichtung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzedlchnet, dasg die

Oberfliache und der optische Detektor identisch sind.

. Vorrichtung nach einem der vorigen Anspriiche,

dadurch gekennzedilchnet, dass sich
auf einem Bereich mehrere Substanzen z. B. gestapelt oder

gemigcht befinden.
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10.

11.

12.

10

. Vorrichtung nach einem der vorigen Anspriiche,

dadurch gekennzedichnet, dass sich
die chemische Substanz in Mulden, die durch z. B. Atzen

oder Prégen ausgebildet wurden, befindet.

. Vorrichtung nach Anspruch 2,

daduzrch gekennzedichnet, dass die
entstandenen Daten direkt auf dem Chip digitalisiert wer-

den.

. Vorrichtung nach einem der vorigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass sich
die Lichtquelle und der optische Detektor in einem licht-

dichten Gehiuse befindet.

. Vorrichtung nach einem der vorigen Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet, dass sich
unterschiedliche Substanzen an unterschiedlichen Stellen

des optischen Detektors befinden.

Vorrichtung nach einem der vorigen Anspriiche,
dadurch gekenn=zedlchnet, dass die
Substanzen kovalent auf der Oberflidche immobilisiert

sind.

Vorrichtung nach einem der vorigen Anspriliche,
daduzxrch gekennzeilchnet, dasg sich
die Wellenl&ngen der zu detektierenden Farben im sichtba-

ren und/oder nicht sichtbaren Bereich befinden.

Vorrichtung nach einem der vorigen Anspriiche,

dadurcaech gekenn=zedichnet, dass die
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13.

14,

15.

16.

17.

18.

11

Oberflidche fiir die Wellenldngen der zu detektierenden

Farbe durchlédssig ist.

Vorrichtung nach einem der vorigen Anspriiche,
dadurch gekennzedldlchnet, dagg sich
auf der Oberfl&che mindestens eine Codierung fir die Sub-
stanzen und/oder mindestens eine Codierung fur eine Per-

son oder eine Gruppe von Personen befindet.

Vorrichtung nach einem der vorigen Anspriiche,
dadurch gekennzedlchnet, dass sich
chemielumineszente oder fluoreszierende Farbstoffe auf

dem Chip befinden.

Vorrichtung nach Anspruch 13,
dadurch gekennzedidchnet, dass es sich
bei wenigstens einer Codierung um einen ein- oder zweidi-

mensionalen Barcode handelt.

Vorrichtung nach Anspruch 9 und 13,
dadurch gekennzedldchnet, dagss zumin-
dest eine Codierung durch die Anordnung der Substanzen

auf der Flache gegeben ist.

Vorrichtung nach Anspruch 13,
dadurch gekennzedilchnet, dass wenig-
stens eine Codierung des Trédgers einer Person oder einer

Gruppe von Personen zugeordnet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 13,
dadurch gekennzedlichnet, dass zumin-

dest eine Codierung ein Fingerabdruck ist.
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19.

12

Verfahren zur Detektion von Analyten, wobeili wenigstens
zwel chemische Substanzen in definierten Bereichen direkt
auf der Oberfldche eines optischen Detektors oder die we-
nigstens zweil chemischen Substanzen in definierten Berei-
chen auf einen Trdger aufgebracht werden, welche direkt
auf der Oberflédche eines optischen Detektors angeordnet
wird, wobeli auf die chemischen Substanzen ein Analyt auf-
gebracht wird, welcher in den chemischen Substanzen je-
wells eine Farbreaktion hervorruft, die mittels des opti-

schen Detektors detektiert werden.



WO 2005/019822 PCT/EP2004/009306
1/3

Figure 1
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Figure 2
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