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(57) Abstract: The present invention relates to a test system or assay system (detection system) and to a test method, preferably in
use in the point-of-care (PoC) field.

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Ertindung betrifft ein Testsystem oder Assaysystem (Nachweissystem) und Testverfahren
vorzugsweise im Gebrauch fiir den Point-of-Care (PoC) Bereich.
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Titel: Neues PoC-Testsystem und Verfahren

Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Testsystem oder
Assaysystem (Nachweissystem) und Testverfahren vorzugsweise im

Gebrauch fur den Point-of-Care (PoC) Bereich.

In der Forschung und in-vitro Diagnostik im humanen,
veterindren, Lebensmittel- oder in einer Vielzahl weiterer
Anwendungsbereiche dienen analytische Tests zur qualitativen
oder/und guantitativen Bestimmung von Molekiilen, Analyten bzw.
deren Aktivitdt oder Zusammensetzung. Die Testresultate
liefern unterschiedliche Aussagen wie beispielsweise
diagnostische Parameter zur Identifikation von Krankheiten,

Herkunft von Lebensmitteln oder Wirksamkeit eines Medikaments.

Heute dominieren die bekannten Methoden der DNA- und
Proteinanalytik in den verfiligbaren Tests. Insbesondere
Immunoassays stellen Verfahren dar, bei denen Antikdrper zur
spezifischen Bindung von ausgesuchten, ausreichend groBen
Zielmolekilen fast beliebiger Art, beispielsweise Biomarkern,

eingesetzt werden.

Schnelltests liefern Messwerte innerhalb von wenigen Minuten
oder Stunden nach Beginn des Tests, und nahe am Ort der
Probennahme und ohne Notwendigkeit, die Probe einzusenden

(Point-of-Care (PoC)).

Bekannte standardisierte Testverfahren sind Lateral-Flow-Test
(LFT), Flow-Through-Test (FTT), Agglutinations-Test (AT) oder
Solid-Phase-Test (SPT). Alle diese Verfahren weisen Analyte

direkt wvisuell nach. Flir solche Tests gibt es zusédtzlich
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kompakte Auslesegerdte, die auch quantitative Ergebnisse

liefern.

Bekannte Assayverfahren der in-vitro Diagnostik sind
Immunoassays (IA), insbesondere Enzyme-linked Immunoassays
(EIA), oder ,binding assay” (,sandwich”) (Siehe z.B.
EP0171150B1, EP 0063810B1l). Dariliber hinaus sei auf das
Schrifttum von Roger P. Ekins (z.B. WO 8401031 u.v.a.)

verwlesen.

Membrangestiitze Bindungsassays, insbesondere von IgE aus Blut
an Allergenen sind seit Ende der 1980-iger Jahre bekannt, so
etwa aus CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 101, no. 25, 17th December
1984, page 578, abstract no. 228190b, Columbus, Ohio, US; B.J.
WALSH et al.: "Allergen discs prepared from nitrocellulose:
detection of IgE binding to soluble and insoluble allergens",
& J. IMMUNOL. METHODS 1984, 73(1), 139-45. Einige Testsysteme,
die auf dem Prinzip des Lateral Flow beruhen, sind als

Allergieschnelltest kommerziell erhdltlich.

Fiir den PoC - Bereich ist beispielsweise der kduflich
erhdltliche Fast-Check-PoC der Anmelderin beschrieben (siehe
EP1718970), der auf Basis eines membrangestiitzten
Bindungsassays zum Allergienachweis aus Vollblut eingesetzt

werden kann.

Ferner ist ein Schnelltest der Anmelderin in W02011/000959
beschrieben, bei dem eine Membran gezielt zwischen den
Nachweisstellen benetzt wird, um die Testreagenzien besonders
effektiv und parallel in spezifische Regionen der zuvor mit

dem zu analysierenden Vollblut beladene Membran einzubringen.

Es besteht jedoch ein groler Bedarf an verbesserten

Schnelltests.
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Insbesondere die gleichmdbige Beladung der einzelnen
Nachweispldtze mit Probenfliissigkeit (Analyt) ist nach wie vor
verbesserungsfdhig, als auch eine effiziente Spililung aller
Nachweisplédtze. Beides ist jedoch Voraussetzung fiir

reproduzierbare und qualitativ hochwertige Ergebnisse.

Daher ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung fiir ein PoC-
Testsystem ein verbessertes Verfahren zum Beladen eines
Tragers mit Probenfliissigkeit zum Nachweis von Analyten

mittels Rezeptormolekiilen bereitzustellen.

Uberraschender Weise wird diese Aufgabe durch den Anspruch 1
geldst. Erfindungsgemdl ist ein Testverfahren vorgesehen, zum
Nachweis mindestens einem Analyten aus einer
Probenfliissigkeit,

wobel 1n einer Probenkammer

a. mindestens ein Rezeptormolekiil auf einer ersten
Oberflédche eines Tragers fixiert ist, und riickseitig

eine zweite Oberfldche ausgebildet ist,

b. der Trdger filir eine Probenfliissigkeit teilweise

durchlédssig ist,

c. liber der ersten und zweiten Oberfldche jeweils
zumindest ein Freivolumen ausgebildet ist, welches

von einer Kammerwand begrenzt ist,

d. die Probenkammer mindestens zwei Offnungen aufweist,
wobei durch eine Offnung eine Probenfliissigkeit
entlang einem Stromungsgradienten {iber die erste und

zweite Oberfldche zu der zweiten Offnung flieBt,

e. das Freivolumen aus c.) zumindest teilwelse mit

einer Fliissigkeitssdule ausgebildet ist,
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f. wobei der Strdmungsgradient entlang der ersten und
zweiten Oberfldche mittels Druckbeaufschlagung

erfolgt und die Fliissigkeitssdule aus e.) mitfihrt.

Nachstehend das ,erfindungsgemédBe Verfahren”.

Das erfindungsgemédfBe Verfahren erlaubt besonders vorteilhaft
das Beladen eines Tragers mit Probenfliissigkeit zum Nachweis
von Analyten. Hierbei wird eine gqualitative Verbesserung durch
die zeitweise Ausbildung einer Fliissigkeitssdule entlang dem
Stromungsgradienten iiber den Tradger und der relevanten

Nachweispldtze mit den Rezeptormolekiilen erhalten.

Erfindungsgemdl wesentlich ist, dass ein hinreichender
Stromungsgradient bezliglich beider Trageroberfldchen, d.h. an
der ersten und zweiten Oberfldche entsteht, wobei vorteilhaft
ein Transport eines wesentlichen Anteils, zumindest Jjedoch

die Halfte der Probenfliissigkeit auBerhalb des Tragers
erreicht werden kann. Dies gilt vor allem fiir jenen Bereich
des Tragers, der beim Einstrdmen der Probenfliissigkeit zuerst
erreicht wird und auf dem sich auf einem Nachweisplatz
mindestens ein Rezeptormolekiil befindet. Bevorzugt werden auch
andere L&sungen, wie Spilldsung, im Wesentlichen aublerhalb des

Tragers transportiert.

Erfindungsgemdl bildet sich die Fliissigkeitssadule von der
ersten oder zweiten Oberfldche zur gegeniiberliegenden

Kammerwand (Kammerdeckel oder Kammerboden) aus.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform betrdgt der
Abstand der ersten oder zweiten Oberfldche des Tragers zur
Kammerwand 10 pm und mehr, wobei liber der ersten und / oder
zwelten Oberfldche eine Fliissigkeitssdule im Freivolumen

steht, sobald der Strdmungsgradient entsteht.
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Bevorzugt ist jedoch ein Abstand von 10 bis 1.500 pm (1,5 mm)
zwischen der ersten und zweiten Oberflédche jeweils zur
Kammerwand, wobei vorteilhaft kein AbreiBen des
Stromungsgradienten erfolgen kann, weiterhin bevorzugt ist ein
Abstand von 80 pm bis 350 um, und besonders bevorzugt ist ein

Abstand von 120 pm bis 200 um.

Weiterhin kann es bevorzugt sein, dass beide Abstdnde der
jeweils ersten Oberflache oder zweiten Oberfldche des Tragers
unterschiedlich sind und insbesondere beispielsweise 170 um
zum Kammerdeckel (Kammerwand, oben) und beispielsweise 150 pm
zum Kammerboden (Kammerwand, unten) hin betragen. Die
Variation ist abhdngig vom gewilinschten Strdmungsgradienten in

Abhdngigkeit der Probenfliissigkeit.

Bevorzugt ist ferner, dass der Tré&ger langlich zugeschnitten
ist und an den beiden Langsseiten fest an der Probenkammer
befestigt ist. Bevorzugt ist es, die Langsseiten zwischen zwei
Radndern der Halbschalen, die eine Probenkammer und den
Freiraum bzw. Freivolumen iiber und unter der Membran bilden,
zu klemmen. Der Trédger kann ebenfalls an den Langsseiten
geklebt sein. Eine Kombination aus Klemmung und Klebung ist

ebenfalls moéglich.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
enthdlt die Testvorrichtung eine weitere Kammer neben der
Probenkammer, die mit der Auslassdffnung der Probenkammer
fluidisch verbunden ist, und in der die zugegebenen
Fliissigkeiten (Probenfliissigkeit, Splilfliissigkeit, L&sungen,
etc.) gesammelt werden, nachdem sie durch die Auslassdffnung
der Probenkammer gestrdmt sind. Diese zweite (Neben-)Kammer
kann mit saugfdhigem Material, beispielsweise Watte,

Zellstoff, Polyacrylate oder funktionalisierte Polyacrylate in
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bekannter Weise ausgestattet sein. Bevorzugt ist ein

Kammervolumen von mindestens 1,0 ml, insbesondere 5 - 10 ml.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung
wird die Probenfliissigkeit nicht direkt auf den Trager
appliziert, sondern {iber einen (Proben)Kanal in der
Testvorrichtung in die Probenkammer mit Druckbeschlag
eingegeben oder mittels Unterdruck eingesaugt. In einer
bevorzugten Ausfiihrungsform ist der (Proben)kanal parallel zum
Trdger ausgerichtet bzw. in Richtung des zu bildenden

Stromungsgradienten.

Bevorzugt ist weiterhin die Verwendung von Probenvolumina oder
L&sungsvolumina, die groBer sind als das Fliissigkeitsvolumen,
dass der Trédger aufnehmen kann, oder grdBer sind als das
Gesamtvolumen des Trédgers in feuchtem Zustand (siehe

Beispiele).

Der Stromungsgradient kann mittels einer Druckbeaufschlagung
erzeugt werden, wobei die Probenfliissigkeit in die
Probenkammer druckbeaufschlagt wird. Eine geeignete
Druckbeaufschlagung kann manuell, insbesondere durch eine
Spritze, Ampulle oder maschinell, insbesondere durch eine

Pumpe oder einen Balg erzeugt werden.

Ein beispielhafter geeigneter Strdmungsgradient kann wie folgt

erreicht werden:

Eine ausreichende Druckbeaufschlagung ist zum Beispiel 150 hPa
iber der Kammer, bei einem typischen Probenfliissigkeitsvolumen
von 95 pl, falls die H8he des Freivolumens 320 um, seine
Breite 3,5 mm, seine La&nge 50,5 mm und die angestrebte
Befilillzeit 5s betragen. Bei einer zehntel Befillzeit also 0,5s
betrdgt der notwendige Druck etwa 10-fach also 1.500 hPa unter

sonst gleichen Bedingungen. Wird Unterdruck an der
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Auslassoffnung angelegt, betrdgt die Befiillzeit mindestens

0,75s bei ansonsten gleichen Bedingungen.

Eine weitere bevorzugte mittlere Strdmungsgeschwindigkeit der
Probenfllissigkeit in der Kammer betrdgt 0,1 m/s, die

beispielsweise mit einer 1.000 pl Einmalspritze bei 4 Kandlen
manuell bequem erreicht werden kann und einer Befiilldauer wvon

5s entspricht (siehe Beispiel).

Weiterhin ist bevorzugt, dass zum Beispiel bei einer
Probenfliissigkeit mit einem Volumen von 95 pl das Freivolumen
iber dem Trédger eine La&nge des Trédgers von 50 mm und eine
Breite von 3,5 mm aufweist, bei einer Gesamthdhe von 320 um
(Kammerboden zu Kammerdecke), wobei der Abstand der ersten
Oberfldche zur Kammerdecke 170 um betrdgt und der Abstand der

zwelten Oberfldche zum Kammerboden 150 pm betragt.

Der maximale Uber- oder Unterdruck und FlieBwiderstand der
Probenkammer sind auch bei anderen Dimensionen der
Probenkammer und des Tradgers in der Weise zu bemessen, dass
eine Probenfliissigkeit die Auslassdffnung gemdlB dem
erfindungsgemdlben Verfahren in weniger als 5 Sekunden,

vorzugsweise in weniger als 2 Sekunden erreicht.

Weiterhin ist vorteilhaft, dass der Durchmesser der
Finlassdffnung bei einem gesetzten Probenfliissigkeitsvolumen
von z.B. 95 pl 0,3 mm und der der Auslassdffnung 1,2 mm
betrdgt, wobei die Wegstrecke auf dem Trédger beili gegebener
Stromungsgeschwindigkeit vorzugsweise 50,5 mm betrdgt. Andere
Dimensionen sind entsprechend zu extrapolieren anhand der

weiteren bevorzugten Ausfihrungsformen.

Daher betrifft die Erfindung in einer bevorzugten
Ausfihrungsform eine optimierte Probenkammer bei einer Eingabe

einer Probenfliissigkeit von 80 - 120 pl, wobei die Lange des
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Trdgers 40 - 60 mm, die Breite des Trédgers 2,0 - 5 mm, und der
Einlassdurchmesser 0,15 mm bis 0,45, der Auslassdurchmesser 1
mm bis 1,5 mm, die Gesamthdhe der Probenkammer 260 um bis 450

pm betragen.

In weiteren Ausfiihrungsformen kann der Strdmungsgradient
wahlweise a.) parallel an der ersten und zweiten Oberfldche
des Tragers gefiihrt werden oder b.) antiparallel an der ersten
und zweiten QOberflidche des Tradgers gefiihrt werden (siehe Abb.

la und 1b).

Besonders vorteilhaft ist eine Ausfiihrungsform, bei der die
Strdmung zundchst entlang der Oberfldche des Trédgers gefihrt
wird, um eine Kante des Tragers herum oder durch eine Fiihrung
auf die zweite Oberfldche des Tradgers und folglich in
Gegenrichtung entlang zur zweiten Offnung der Probenkammer
(Abb. 1b). Bei dieser Ausfiihrungsform wird die Strdmung nicht
geteilt bzw. an der Tragerfulkante gebrochen und wird entlang
beider Oberfldchen des Trédgers geleitet. Es besteht ein
geringes Risiko einer Strdmungsinhomogenitat an der
Bifurkation. Zudem ist bei dieser Ausfiihrungsform bei gleichem
Volumen der Probenkammer die Strdmungsgeschwindigkeit der
L&sung doppelt so hoch, wie bei der Ausfiihrungsform mit
gleichgerichteter Strdmung. Bei gleichem Volumen an
eingesetzter Fliissigkeit wird zudem aufgrund der h&heren

Stromungsgeschwindigkeit eine bessere Spililwirkung erreicht.

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform kdnnen mehrere
Probenkammern (z.B. 1 bis 10) parallel geschaltet sein und aus

einem Probenkanal gespeist werden (s. Abb. 2).

Daher betrifft die Erfindung ein Verfahren, wobei mehrere
Probenkammern parallel aus einem Probenkanal mit mindestens

einer Probenflilissigkeit versorgt werden.
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Im Rahmen dieser Erfindung bedeutet der Begriff
~Rezeptormolekiil” Substanzen, wie Peptide, Proteine,
Nukleinsduren, Enzyme, Liganden, Rezeptoren, Antikdrper oder
Antigene, DNA, RNA, PNA, ebenfalls Molekiile nicht
biochemischen Ursprungs, wie beispielsweise synthetische
Molekiile. Die Testreagenzien k&nnen Kombinationen dieser
Molekiilsorten enthalten oder deren Fragmente, Konjugate,
modifizierte, etwa glykolisierte oder phosphorylierte Formen.
Lipide und Zucker sind ebenfalls erfindungsgemdl umfasst.
Ferner k&nnen Naturstoffe und natilirliche Extrakte in
Testreagenzien vorkommen, wie dies bei Allergietests oder
Nahrungsmittelunvertrdglichkeittests hdufig der Fall ist.
Mindestens ein Rezeptormolekiil bindet mit mindestens einem
Analyten aus der Probenfliissigkeit. Daher betrifft die
Erfindung ebenfalls einen Bindungsassay, wobei mittels dem
erfindungsgemdben Verfahren besonders reproduzierbare

FErgebnisse erhalten werden k&nnen.

Im Sinne dieser Erfindung besteht der Trager aus einem festen
Material, aufweisend eine erste und zweite Oberfldche, ganz
oder teilweise aus einer gelartigen, pordsen, siebartigen,
permeablen oder semipermeablen Membran, Dialysemembran,
insbesondere einer beschichteten oder unbeschichteten Membran.
Beispielsweise solche wie Nitrozellulose, PVDF, Zeolith,
Sintermaterialien, insbesondere Polyethylenoxid, nachtraglich
mit Mikrokandlen versehenen Materialien wie Silizium, Glas
oder Kunststoffen, die durch Laserbohren, Ionenbeschull oder
Atzen durchlédssig gemacht wurden. Der Trdger kann beschichtet
sein, beispielsweise mit Proteinen, insbesondere Antikdrpern,
Zzuckern wie zum Beispiel Dextranen, oder aber mit Metallen,
Glas, oder Kunststoffen, oder Carbonderivaten wie

beispielsweise Carbon Nanotubes.



WO 2013/026808 PCT/EP2012/066155

10

Im Sinne dieser Erfindung bedeutet ,der Trédger fiir eine
Probenfliissigkeit teilweise durchlédssig ist”, dass die
Probenfliissigkeit zumindest den Trdger benetzt und eine
teilweise Aufnahme der Probenfliissigkeit zumindest im Trager
erfolgt. Ein geringes Durchtreten der Probenfliissigkeit ist
ebenfalls nicht ausgeschlossen. Daher sind Membranen

erfindungsgemdl bevorzugt und kauflich erhaltlich.

Der Tradger kann insbesondere zweli planparallele oder anndhernd
planparallele Oberfldchen aufweisen, die erfindungsgemidl eine
erste oder zweite Oberfldche ausbilden. Insbesondere kann der
Trager die Form einer Membran oder eines flachen Balkens
aufweisen. Die Trager kdnnen Nachweispldtze ausbilden und mit

Rezeptormolekiilen (Testreagenzien) versehen sein.

Ein oder mehrere Rezeptormolekiile sind auf der ersten
Oberflédche des Trédgers fixiert. Weiterhin kann mindestens ein
Rezeptormolekiil auf einer zweiten Oberfldche eines Trdgers
fixiert sein. Erfindungsgemal konnen die Rezeptormolekiile auch
in einer Schicht unterhalb der ersten oder zweiten Oberfldche
fixiert sein. Die Rezeptormolekiile kénnen zum Beispiel an oder
nahe der Oberfldche eingetrocknet sein, entweder allein oder
in einer stabilisierenden Matrix, oder als Lyophylisat
aufgetragen werden und 1l6sen sich bei Benetzung von der
Oberflédche. Die Fixierung kann weiterhin durch Ausnutzung
nicht kovalenter Wechselwirkungen erfolgen, wie sie
beispielsweise zwischen Antikdrper und Protein A bestehen,
zwischen Biotin und Streptavidin, zwischen Hexa-Histidin und
Nickel-NTA oder bei der Basenpaarung von DNA. Ferner kann ein
Element der Rezeptormolekiile kovalent an die erste Oberflache
gebunden sein. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform bleibt das
Rezeptormolekiil bei Benetzung im Wesentlichen an der ersten

Oberflidche fixiert, insbesondere zu mehr als 50%.
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FEine Probenfliissigkeit im Sinne dieser Erfindung kann eine
beliebige Substanz oder Substanzgemisch, ggfs. samt
Losungsmittel, beliebiger Herkunft sein, vorzugsweise jedoch
eine biologische Fliissigkeit. Die Probenfliissigkeit kann
insbesondere von einer Pflanze oder einem Tier stammen,
insbesondere von einem S&ugetier, insbesondere von einem
Menschen. Die Probenfliissigkeit kann beispielsweise nicht
abschlielend sein: Vollblut, Halbblut, Serum, Speichel,
Trdnenfliissigkeit, Urin, Sekret, Hirnfliissigkeit oder
prozessierte Formen solcher Fliissigkeiten, wie etwa EDTA -
stabilisiertes Blut oder solche Fliissigkeiten sein, die diese
vorgenannten Flissigkeiten enthalten. Die Probenfliissigkeit
kann ebenfalls verdiinnt vorliegen. Die Probenfliissigkeit
enthdlt mindestens einen Analyten der an mindestens ein
Rezeptormolekiil adressiert ist oder eine nachweisbare

Wechselwirkung verursacht.

Die Probenfliissigkeit kann weiterhin Reagenzien enthalten, wie
etwa Liganden, Kompetitoren, AntikOrper oder markierte
Antikdrper, Enzyme oder Enzymsubstrate, insbesondere solche,
die einen Farbumschlag oder eine Lumineszenz bewirken, und
kann eine zweite organische Probefliissigkeit enthalten, die
beispielsweise einen anderen AntikOrper enthdlt und einen

Farbumschlag in einer weiteren Farbe bewirkt.

Eine weitere LOsung kann ferner Detergenzien enthalten,
Fangermolekiile zum Binden freier Substanzen, die nicht an ein
Rezeptormoleki{il gebunden haben, oder Enzyminhibitoren, so dass
die Losung zum Splilen oder Abstoppen einer Reaktion geeignet

ist.

Eine L&sung kann bidestilliertes, destilliertes oder
Leitungswasser mit oder ohne weitere Substanzen enthalten, es

kann zusdtzlich einen Ionenaustauscher durchlaufen haben.
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Ferner kann sie {ibliche Pufferkomponenten zur Stabilisierung
des pH-Werts oder zur Stabilisierung von Bestandteilen der

Probenfliissigkeit enthalten.

Die Probenkammer ist ein Hohlraum, in dem sich der Tréager
befindet, und beide Offnungen (Einlass, Auslass) enthdlt. Die
Probenkammer kann eine fiir die manuelle Handhabung optimierte
Form aufweisen, beispielsweise in Form eines flachen Quaders,
der in einer Hand gehalten werden kann. Bevorzugt ist der
Quader weniger als 1 cm dick. Die Fliissigkeiten k&nnen
nacheinander mit Spritzen, die mit der anderen Hand bedient
werden, in die Probenkammer eingespritzt werden. Die Oberseite
der Probenkammer kann einen transparenten Deckel enthalten,
der den Blick zumindest auf Teile des Trédgers freigibt und
eine schnelle visuelle Auswertung des Tests gemdl dem
erfindungsgemdben Verfahren ermdglicht. Ferner kann die
Probenkammer in der Weise gestaltet sein, dass sie in ein
Lesegerdt gelegt werden kann, dass Vorrichtungen zum Befiillen
der Probenkammer oder die Auslesung der Tests enthélt.
Vorrichtungen dieser Art, insbesondere in miniaturisierter
Form, k&nnen in einem weiteren Gehduse oder dergleichen

integriert sein.

Der Druck, mit dem die Probenfliissigkeit durch eine Offnung in
die Probenkammer flieRt, kann vorzugsweise durch eine Spritze
manuell erzeugt werden, wobei die Spritze bevorzugt ein
Volumen aufweist, das nicht kleiner als ein Zehntel und nicht
groBer als das Zehnfache des Probenkammervolumens ist.
Desweiteren ist bevorzugt, dass die Spritze einen Luer-
Anschluss aufweist. Mit einer Spritze kdnnen die Fliissigkeiten
zundchst aufgezogen und nachfolgend in die Probenkammer

injiziert werden.
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Die Spritze zur Druckerzeugung kann ebenfalls mit einer
Spritzenpumpe betrieben werden. Vorteilhaft ist dabei, dass
der Druck reproduzierbar und gleichfdérmig aufgebaut werden
kann. Bei dieser Ausfihrungsform kann ein Schlauchverbinder
zwischen Spritzenpumpe und der Probenkammer vorteilhaft sein,
dessen kassettenseitiges Ende als Luer—-Anschluss ausgestaltet
sein kann. Weiterhin kann bevorzugt sein, ein Ventil mit
mindestens zweli Wegen vorzusehen, so dass
Reagenzien/Probenfliissigkeit aus einem oder mehreren
Vorratsbehdltern aufgezogen und nachfolgend in die

Probenkammer abgegeben werden kdnnen.

Der Druck kann auch auf andere Weise manuell oder maschinell
erzeugt werden, beispielsweise indem die
Reagenzien/Probenfliissigkeit in einem kompressiblen und mit
einer Offnung versehenen Vorratsgefdl vorgehalten werden. Die
Offnung kann vorteilhaft mit einem Luer-Adapter versehen sein.
Durch manuelle Druckausiibung auf das Vorratsgefal gelangt die
Testldsung aus dem Vorratsbehédlter in die Probenkammer. Der
Druck auf den Vorratsbehdlter kann auch maschinell erzeugt
werden, beispielsweise indem ein Kolben, ein Hebel oder eine
Quetschvorrichtung auf das Vorratsgefal driickt, welches
wiederum mit einem Motor, pneumatisch oder hydraulisch

angetrieben werden kann.

Bei allen Verfahren und Vorrichtungen kann die
Druckbeaufschlagung als Uberdruck iiber der Einlass&ffnung oder

als Unterdruck Uber der Auslassdffnung anfallen.

Der Vorratsbehdlter kann zur einmaligen Verwendung als Balg
oder Blister ausgefiihrt sein, insbesondere in vorbefiillter und
verschlossener Form. Vorteilhaft sind B&lge oder Blister aus
Kunststoff oder Folie, insbesondere Einmalampullen. Es kann

bevorzugt sein, Blister oder Einmalampullen in die
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Testkassette zu integrieren, so dass sie im gleichen
Fertigungsgang gemeinsam hergestellt und die Vorratsbehdlter

in einem zwelten Schritt vorbefiillt werden.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrung der Erfindung wird
eine Pumpe verwendet, die die L&sungen/Probenfliissigkeiten
pumpt und in der Weise dem Probenraum zufiihrt. Die Pumpe kann
sich zwischen Vorratsbehdlter und Probenraum befinden und die
Losungen/Probenfliissigkeiten direkt pumpen, oder Luft oder
eine Fliissigkeit in eine mit zwei Offnungen versehenen
Vorratsbehdlter pumpen, so dass die darin befindliche
Fliissigkeit verdrdngt und in die Probenkammer gepumpt wird.
Weiterhin kann vorgesehen sein, eine Pumpe zu verwenden, die
vorwarts und rickwdrts pumpen kann, und ein Ventil mit
mindestens zweli Wegen zu verwenden, so dass Testreagenzien aus
einem oder mehreren Vorratsbehdltern herausgepumpt und
nachfolgend in die Probenkammer abgegeben werden k&nnen. Die
Pumpe kann sich auch hinter der Probenkammer befinden und
Unterdruck in der Probenkammer erzeugen, so dass Fliissigkeiten
aus einem kompressiblen Vorratsbehdlter, der sich vor der
Probenkammer befindet, durch Unterdruck in die Probenkammer
gesogen und ggfs. weiter in den Abfallbehdlter gesogen werden.
Von besonderem Vorteil ist bei dieser Ausfiihrungsform, dass
die Pumpe mit keiner der L&sungen/Probenfliissigkeiten
kontaminiert wird und daher ohne Reinigung weiter verwendet
werden kann. Besonders geeignet sind Mikropumpen, wie
beispielsweise O-run 100 oder O-run 200 von PARItec GmbH,
Gradfelfing, Deutschland. Ferner sind Membranpumpen und
Mikromembranpumpen, Schlauchpumpen und Zahnringpumpen

besonders geeignet.

Eine Fliissigkeit, die eine Probenfliissigkeit oder eine L&sung
sein kann, flieRt in die Probenkammer mit einer

Stromungskomponente parallel zur ersten und zweiten Oberfléche
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des Tragers. Befindet sich in der Flissigkeit ein Analyt, der
an mindestens einen Rezeptormolekiil binden kann, so wird dies
ermdglicht, sobald die Fliissigkeit mit dem Rezeptormolekiil in
Kontakt gebracht wird. Dabei kann es bevorzugt sein, nach dem
FEinbringen der Fliissigkeiten den Druck auf anndhernd
Atmosphédrendruck zu entspannen, so dass die Fliissigkeiten auf
dem Trager stehen, nicht oder kaum mehr strdémt und
Rezeptormoleki{il und Analyt inkubieren und binden k&nnen, ohne
dass neue Fliissigkeit hinzugefiigt werden muss. Ferner kann es
bevorzugt sein, das Druckverhdltnis eine Zeit lang umzukehren,
so dass die Fliissigkeit sich in umgekehrter Richtung bewegt,
oder die Druckverhdltnisse eine Zeit lang zu alternieren, so
dass die Fliissigkeit {iber dem Trdger vor- und zuriickbewegt
wird. So ist im Vergleich zur unbewegten Fliissigkeit ein
besserer Stoffaustausch zwischen Fliissigkeit und Trager

moéglich, ohne mehr Fliissigkeit zu bendtigen.

Eine weitere Flilissigkeit/L&sung kann zum Splilen des Trégers
verwendet werden. Auch beim Spililen kann es bevorzugt sein, die
Fliissigkeit eine Zeit lang unbewegt oder schwach bewegt {iber
dem Trdger stehen zu lassen, um mit geringeren
Fliissigkeitsmengen auszukommen. Ebenfalls beim Spiilen kann der

Druck alternierend beaufschlagt werden.

Uberraschend ist, dass ein Testprotokoll wie das in Beispiel 1
beschriebene Resultate liefern kann, die mit dem bloBen Auge
dhnlich gut auslesbar sind, wie beispielsweise aus dem Stand
der Technik bekannten Lateral Flow Assays. Obwohl beim Lateral
Flow Assay die Flissigkeiten durch Kapillarkrafte durch den
Trdger und parallel zu seinen Oberfldchen und folglich um die
Rezeptormolekiile herum oder gar durch die Test-/Nachweisfelder

hindurchflielen.
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Ein Vorteil des erfindungsgemidlen Verfahrens ist weiterhin,
dass es nicht unter Ubersprechen leidet, das beim Lateral Flow
Assay entstehen kann, wenn zweil auf unterschiedlichen
Testfeldern befindliche Rezeptormolekiile an den gleichen

Analyten binden.

Beim erfindungsgemidben Verfahren geschieht das Uberstrdmen des
Trdgers ausreichend schnell, sodass beim Kontakt mit der
ersten Testreagenz keine wertverfdlschende Depletion des
Analyten aus der Flissigkeit erfolgt und kein Einfluss auf die

Wechselwirkung mit einem zweiten Rezeptormolekiil auftritt.

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemidlen Verfahrens besteht
darin, dass mehrere Fliissigkeiten nacheinander einfach, mit
beliebigen zeitlichen Abstdnden und fast ohne Vermischung
zugegeben werden kdnnen. Beil einem Lateral-Flow-Assay besteht
die Mdoglichkeit dagegen ausschlieBlich mit Einschrankungen, da
die Flissigkeit lediglich mittels Kapillarwirkung des
Teststreifens oder des Wickpads nachteilig bewegt wird. Einmal
aufgetragen, bewegt sich eine Fliissigkeit kontinuierlich in
Richtung des noch nicht benetzen Trdgers oder Wickpads.
Charakteristisch fiir die Kapillarwirkung ist weiterhin, dass
gleichzeitig oder nacheinander auf einen Tré&ger aufgetragene
Fliissigkeiten ineinander laufen und sich vermischen. Infolge
dessen k&nnen die sehr sensitiven enzymatischen Testverfahren,
bei denen eine erwlinschte Signalverstédrkung beispielsweise
iber Meerrettichperoxidase oder alkalische Phosphatase
eintritt, lediglich eingeschrédnkt durchgefiihrt werden,
beispielsweise durch Eintrocknen. Tatsdchlich beruhen
kommerziell angebotene Lateral-Flow Tests ausschlieBlich auf
Testprotokollen, bei denen kein enzymatischer Schritt
vorkommt, und bei denen nicht mehr als ein Fliissigkeitsreagenz

zur Probe zugegeben wird.
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Auch gegeniiber offen durchgefiihrten Tests, bei denen sich die
Testldsungen im Uberstand {iber einer Membran befinden,
bestehen Vorteile. Bei diesen Tests wird eine freie oder in
einem Rahmen fixierte Membran in einer Wanne manuell
geschiittelt, wie es in EP1718970 der Anmelderin der Fall ist,
oder die Wanne wird mit einem mechanischem Schiittler oder
Taumelschiittler kontinuierlich bewegt. Durch das Schiitteln
wird eine Bewegung des Uberstands relativ zur Membran
induziert und folglich ein verbesserter Stoffaustausch fiir die
Bindungsreaktion - wie auch fiir die Splilreaktion - erwirkt,
der zu dhnlich guten Resultaten wie das erfindungsgemile
Verfahren fihrt. Die Vorteile des geschlossenen Aufbaus
bestehen jedoch in der Vermeidung von Kontaminationen der
Probe, dem Schutz des Anwenders vor Spritzern und Kontakt mit
der Probefliissigkeit, und der Unabhdngigkeit von
Betriebsparametern wie der Schiittelfrequenz des Schiittlers.
Daher wird nach erfindungsgemdfien Verfahren die

Reproduzierbarkeit verbessert

Uberraschend ist ferner, dass die Resultate deutlich besser
sind, wenn beide Oberflidchen des Trédgers mit den Fliissigkeiten
in Kontakt kommen. Dies ist Uberraschend, da die zweite
Oberflédche in beiden Fadllen mit im Verhdltnis &hnlichen
Stromungen, Substanzmengen und Konzentrationen an
Testflliissigkeit, Reagenzien und Spiilflissigkeiten in Kontakt
kommt. Im experimentellen Vergleich wird jedoch eine deutlich
schlechtere Splilwirkung beobachtet, wenn die zweite oder

Riickseite des Trédgers am Boden des Hohlraums befestigt ist.

Eine Auslesung des Testergebnisses kann dadurch erfolgen, dass
die Testkassette einen transparenten Deckel aufweist, durch
den die Testreagenzien beobachtet und Farbwert- oder
Graustufendnderungen visuell ausgelesen werden kdnnen. Diese

Anordnung ermdglicht auch eine fotometrische Auslesung des



WO 2013/026808 PCT/EP2012/066155

18

Testverfahrens, insbesondere bei Verwendung einer Optik, die
das Testergebnis auf einen Bildsensor abbildet. Bevorzugt ist
dieser Bildsensor ein CCD oder CMOS Sensor. Besonders
kostengiinstig und dennoch leistungsfdhig sind Optiken aus dem
Konsumerbereich, wie sie in Kameras, Webcams und
Mobiltelefonen verwendet werden. Bei einem Test mit
Farbumschlag oder Fluoreszenzanderung kann es bevorzugt sein,
einen Farbfilter oder einen Farbsensor mit farbsensitiven
Fotosensoren zu verwenden. Bei Verwendung von Fluoreszenz kann
die Anregung der Fluoreszenz mit einer Lampe, einem Laser oder

einer LED erfolgen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform werden elektrochemische
Detektionsverfahren fiir die Auslesung verwendet, wie sie in
den letzten Jahren allgemein fir diagnostische Verfahren
entwickelt wurden, so beispielsweise Dionex ED 40 Electrical
Detector User Manual, http://www.dionex.com/en-
us/webdocs/4529-34855-03.pdf, Gau, V. et al ,Oral Fluid
Nanosensor Test (OFNASET)with Advanced Electrochemical-Based
Molecular Analysis Platform”, Ann. N.Y. Acad. Sci. 1098: 401-
410 (2007) doi: 10.1196/annals.1384.005. Wood, M. et al.
reSensor®: An Electrochemical Detection Based DNA Microarray
Technology for Multiplexed Molecular Diagnostics” Abstracts of
the 219th meeting of the Electrochemical Society (ECS) May 1,
2011 - May 6, 2011, Montreal, QC, Canada.

Die betrifft ebenfalls einen Kit bestehend aus einer
Probenkammer enthaltend einen Tradger samt fixierten
Rezeptormolekiilen zur Durchfiihrung eines Bindungsassays mit
einem Ein- und Auslass, wobei zur Kammerdecke und Kammerboden
ein Freiraum besteht, ggfs. einer weiteren Nebenkammer, die
mit der Probenkammer fluidisch verbunden ist, samt einem
Mittel zur Druckbeaufschlagung und weitere Hilfs- und

Zzusatzstoffe, wie Stoppldsung, Waschldsung etc. Weitere



WO 2013/026808 PCT/EP2012/066155

19

Ausgestaltungen kdnnen wie im vorstehenden Verfahren

entsprechend vorgenommen werden.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung
des erfindungsgemédlen Verfahrens oder eines Testsystems
(Vorrichtung) zum Nachweis von mindestens einem Analyten
(Substanzen) aus einer Probenflilissigkeit bei der human-,
veterindrmedizinischen oder pflanzlichen Diagnostik, der
Lebensmitteldiagnostik, der Umweltdiagnostik, der forensischen
Diagnostik, der Pharmakologie, der Toxikologie, bei Allergie,
Autoimmun—- oder Stoffwechselerkrankungen,
Infektionserkrankungen, Geschlechtserkrankungen,
Nahrungsmittelunvertrédglichkeiten, parasitdren Erkrankungen,
Bestimmung von kleinen Molekiilen wie Drogen, Medikamenten oder
Stoffwechselprodukten, Zellmediatoren, Gewebetypisierung,
Artentypisierung, Lebensmitteltypisierung, Antigentypisierung,

Fpitoptypisierung und DNA- oder RNA-Nachweis.

Besonders bevorzugt ist der Einsatz des erfindungsgemdlien
Verfahrens oder eines Testsystems (Vorrichtung) im Point-of-

Care Bereich.

Beispiele und Figuren:

Diese Beispiele dienen ausschlieRlich zur Erlduterung der
Erfindung, ohne die Erfindung auf diese Beispiele zu

beschréanken.

Beispiel 1: Testprotokoll fiir Allergietest

Vorbereitung
Testbox mit R&hrchen und Testkassette (Kit enthaltend
Probenkammer) sowie die Patientenprobe auf Raumtemperatur (18-

25°C) bringen.
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Kurzzeitmesser, Einmalhandschuhe, Behdlter fiir festen Abfall

und Stift bereithalten.

Testkassette und Spritze entnehmen.

Alle Inkubationen erfolgen bei Raumtemperatur.

Die in der Testbox (Kit) eingesteckten Reagenzr&hrchen
entweder vorab oder sukzessive im Testverlauf aufrecht in die
entsprechend farblich markierten Haltevorrichtungen am oberen

Rand der Box umstecken.

1.1. Probeneinbringung:

Proberthrchen (roter Deckel) mit zuvor eingebrachter Probe
6ffnen und den Inhalt mittels der Spritze vollstdndig und
blasenfrei in die Testkassette i{iberfiihren. Dazu Spritze in die

Probendffnung stecken und Inhalt zligig einspritzen.

Testkassette auf ebener Unterlage ablegen und 4 Minuten

inkubieren.

1.2. Zugabe der Testldsung:

Wie zuvor (RAbschnitt 10.1.) beschrieben Inhalt der
Konjugatl&sung (gelber Deckel) mit Hilfe der Spritze in den
FEinlass der Testkassette ziligig einspritzen und diese abgelegt

8 Minuten inkubileren.

1.3. Waschen:

Erstes ROhrchen mit Waschldsung (blauer Deckel) 6ffnen und
Inhalt wie zuvor beschrieben in Einlass der Testkassette ziigig
einspritzen. Unmittelbar anschlielRend den Inhalt des zweiten
Rohrchens mit Waschldsung (blauer Deckel) =ziigig einspritzen.

Keine Inkubation erforderlich!
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1.4. Entwicklung:

FErstes RShrchen mit Farbsubstrat (weiler Deckel) 6ffnen und
Inhalt in Einlass der Testkassette zligig einspritzen.
Unmittelbar anschlieBend das zweite R&hrchen mit Farbsubstrat
(welBRer Deckel) Offnen, Inhalt blasenfrei in Einlass der
Testkassette einspritzen und diese abgelegt 8 Minuten

inkubieren.

Wahrend der Entwicklung werden 2 parallele Referenzstriche
unterschiedlicher Intensitadat und gegebenenfalls zusatzlich ein

zentraler Teststrich in jedem Testfeld sichtbar.

1.5. Stoppen:

R6hrchen mit Stoppldsung (griiner Deckel) &ffnen und Inhalt in
FEinlass der Testkassette einspritzen. Schieber der
Testkassette schlielen.

Hinweis:

Die Testresultate sind filir mindestens 12 Stunden stabil und

kénnen in dieser Zeit abgelesen werden.

Beispiel 2: Testkammer (Probenkammer)

Im Folgenden werden MaRe fiir die Membran und ihre Abstdnde zu
anderen Elementen der Vorrichtung angegeben. Dabei ist zu
beachten, dass alle MaRe fiur den trockenen Zustand der Membran
angegeben werden, und dass eine mdgliche Durchbiegung der
Membran oder Oberfldchenunebenheiten oder ein eventueller
Verzug der Spritzgussteile nicht berilicksichtigt werden. Im
feuchten Zustand kann die Membran quellen oder durchbiegen und
so eine verdnderte Dicke und verdnderte Abstdnde zu anderen

Bauelementen aufweilsen.

FEine (verstdrkte) Nitrozellulosemembran von 140 um Dicke wird

auf ein MaB von 50,5 mm * 6,3 mm zugeschnitten. Sie wird
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zwischen zweil spritzgegossene Halbschalen geklemmt, die eine
Probenkammer gem&l Abb. 1b und 2 bilden, deren Breite 3,5 mm
betrdgt. Das Gesamtvolumen der Membran betrdgt damit 44,5 ul,
das der freien Membran 24,7 nl. Der Abstand der
Membranoberseite zur der im Wesentlichen planaren Innenseite
der oberen Kammerwand betradagt 170 pm, der von der
Membranunterseite zur im Wesentlichen planaren unteren
Kammerwand der Halbschale 150 um. Das Volumen der Kammer
betrdagt 81,3 unl. Der Querschnitt des nicht geklemmten Teils

der Membran betragt 0,49 mm?, der der Kammer 1,62 mm? .

Die Kammer ist mit einer Einlassdffnung in der Ndhe eines
Endes der Membran versehen, die einen Querschnitt wvon 0,3 mm?
aufweist, und mit einer Auslassdffnung mit einem Querschnitt

von 1,2 mm? .

In der Testvorrichtung sind 4 Kammern parallel ausgefiihrt, so
dass das gesamte Membranvolumen 98,98 nl betrdgt, und das der
Kammern ohne Zu- und Abldufe 325,22 pl. Sie werden
gleichzeitig durch einen einzigen Zugang (Probenkanal)
befiillt, welcher in 4 Kandle auffédchert, deren jeder mit einer
Kammer verbunden ist. Die Auslasséffnungen laufen wiederum zu
einem einzigen Kanal zusammen, der mit einem in die
Testvorrichtung integrierten Waste-Volumen verbunden ist, in
dem saugfdhiges Material untergebracht ist. Das saugfdhige
Material ist fluidisch mit keiner Membran verbunden, so dass
die Saugwirkung sich auf freie Fliissigkeit beschrankt, die in
den Waste gelangt. Die Testvorrichtung weist Fenster auf,
durch die die mit Reagenz beladenen Bereiche der Teststreifen

beobachtet werden kodnnen.

Bei einem Test wird in die Testvorrichtung nach Protokoll 1

folgende Substanzen und Mengen dazugegeben:
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1) Probe einschlieBlich Probenverdiinner 380 nl
2) Waschpuffer je Vorgang 1.000 npl
3) Substratldsung je Vorgang 1.000 pl
4) Antikdrper / Konjugatldsung 600 1l

Das Volumen jeder einzelnen Testkomponente ist grdBer als das

Volumen der Membranen (100 ul).

Beschreibung der Abbildungen:

Fig. la: Langsschnitt durch eine Probenkammer, bei der
Fliissigkeit an beiden Oberflédchen des Tragers (1) mit
Rezeptormolekiilen (2) im Fluss (3) parallel zu einander
gefiihrt werden. Die Kassette wird durch die Einlass&ffnung (5)
druckbeaufschlagt, so dass die Fliissigkeit von dort zum Waste

(4) (Nebenkammer (supra)) flieBt.

Fig. 1lb: Langsschnitt durch eine Probenkammer, bei der
Fliissigkeit am Ende des Tradgers (1) rotiert wird und an der
zweiten Oberflédche (Riickseite) antiparallel zur ersten

Oberflache flielt.

Fig. 2: Aufsicht auf eine Probenkammer. Es kdnnen mehrere
Trdger parallel in einer Kassette angeordnet werden. Dazu kann
der Fluss aufgeteilt werden oder die Tradger befinden sich

gemeinsam in einem Hohlraum.

Fig. 3: Immunoasssay mit drei identischen Membranen als Fest-
phase, zeitgleich durchgefiihrt nach Protokoll aus Beispiel 1.
In Bahnen 1 und 2 sind die Membranen von beiden Seiten um-
stromt, in Bahn 3 wurde nur die Oberseite Uberstrdmt. In allen

Bahnen wurden identische Reagenzien und Volumina verwendet.
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Patentanspriiche:

Testverfahren zum Nachweis von mindestens einem Analyten
aus einer Probenfliissigkeit,

wobel 1n einer Probenkammer

a. mindestens ein Rezeptormolekiil auf einer ersten
Oberflédche eines Tragers fixiert ist, und riickseitig

eine zweite Oberfldche ausgebildet ist,

b. der Trdger filir eine Probenfliissigkeit teilweise

durchlédssig ist,

c. liber der ersten und zweiten Oberfldche jeweils
zumindest ein Freivolumen ausgebildet ist, welches

von einer Kammerwand begrenzt ist,

d. die Probenkammer mindestens zwei Offnungen aufweist,
wobei durch eine Offnung eine Probenfliissigkeit
entlang einem Stromungsgradienten {iber die erste und

zweite Oberfldche zu der zweiten Offnung flieBt,

e. das Freivolumen aus c.) zumindest teilwelse mit

einer Fliissigkeitssdule ausgebildet ist,

f. wobei der Strdmungsgradient entlang der ersten und
zweiten Oberfldche mittels Druckbeaufschlagung

erfolgt und die Fliissigkeitssdule aus e.) mitfihrt.

Testverfahren nach Anspruch 1, wobei der Abstand der
ersten oder zweiten Oberfldche des Tragers zur Kammerwand

10 um und mehr betragt, insbesondere bis 1.500 um.

Testverfahren nach Anspruch 2, wobei der Abstand 80 pm

bis 350 um, insbesondere 120 um bis 200 pm, wobei ggfs.
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die Abstdnde der jeweils ersten Oberfldche oder zweiten

Oberflédche des Trédgers unterschiedlich sind.

Testverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobeil der Trdger aus einem festen Material besteht, ganz
oder teilweise aus einer gelartigen, pordsen,
siebartigen, permeablen oder semipermeablen Membran,
Dialysemembran, insbesondere einer beschichteten oder

unbeschichteten Membran.

Testverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobeil mindestens ein Rezeptormolekiil auf einer zweiten

Oberflédche eines Tragers fixiert ist.

Testverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobeil der Strdmungsgradient a.) parallel an der ersten
und zweiten QOberflidche des Tragers gefihrt wird oder b.)
antiparallel an der ersten und zweiten Oberfldche des

Tragers gefihrt wird.

Testverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
wobeil die Probenfliissigkeit eine biologische Fliissigkeit
ist, insbesondere Vollblut, Halbblut, Serum, Speichel,
Trdnenfliissigkeit, Urin, Sekret, Hirnfliissigkeit oder
prozessierte Formen solcher Fliissigkeiten, insbesondere

EDTA - stabilisierte Flissigkeiten.

Testverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Druckbeaufschlagung
mittels Uber- oder Unterdruck erfolgt, insbesondere mit

Hilfe einer Spritze, Ampulle, Pumpe oder Balg.

Testverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass bei einer Eingabe einer

Probenfliissigkeit von 80 - 120 pl die Probenkammer wie
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11.

12.

13.
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folgt gestaltet ist: Lange des Tradgers 40 - 60 mm, Breite
des Tragers 2,0 - 5 mm, Einlassdurchmesser 0,15 mm bis

0,45.

Testverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass mehrere Probenkammern
parallel aus einem Probenkanal mit mindestens einer

Probenflilissigkeit versorgt werden.

Testverfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass AntikOrper zum Nachweis des
Analyten verwendet wird, der mit einem Enzym konjugiert
oder assoziiert ist, insbesondere mit

Meerrettichperoxidase oder alkalischer Phosphatase.

Kit bestehend aus einer Probenkammer enthaltend einen
Trager samt fixierten Rezeptormolekiilen zur Durchfiihrung
eines Bindungsassays mit einem Ein- und Auslass, wobei
zur Kammerdecke und Kammerboden ein Freiraum besteht,
ggfs. einer weiteren Nebenkammer, die mit der
Probenkammer fluidisch verbunden ist, samt einem Mittel
zur Druckbeaufschlagung und weitere Hilfs- und

Zzusatzstoffe.

Verwendung eines Kits nach Anspruch 12 oder eines
Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 11 zum Nachweis
von mindestens einem Analyten (Substanz) aus einer
Probenfliissigkeit bei der human-, veterindrmedizinischen
oder pflanzlichen Diagnostik, der Lebensmitteldiagnostik,
der Umweltdiagnostik, der forensischen Diagnostik, der
Pharmakologie, der Toxikologie, bei Allergie, Autoimmun-—
oder Stoffwechselerkrankungen, Infektionserkrankungen,
Geschlechtserkrankungen,

Nahrungsmittelunvertrdglichkeiten, parasitdren
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Erkrankungen, Bestimmung von kleinen Molekiilen wie
Drogen, Medikamenten oder Stoffwechselprodukten,
Zellmediatoren, Gewebetypisierung, Artentypisierung,
Lebensmitteltypisierung, Antigentypisierung,

Fpitoptypisierung und DNA- oder RNA-Nachweis.
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