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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vor-
richtung und ein Verfahren zur Untersuchung einer 
Probenflüssigkeit, insbesondere mittels des ELI-
SA-Verfahrens.

[0002] Die vorliegende Erfindung befaßt sich mit mi-
krofluidischen Systemen bzw. Vorrichtungen, deren 
Strukturen eine Größe von etwa 1 bis 1000 μm 
und/oder deren Kavitäten jeweils ein Volumen von 
etwa 1 bis 1000 μl aufweisen. Die nachfolgenden 
Ausführungen beziehen sich insbesondere auf Vor-
richtungen und Verfahren, bei denen Kapillar-, Druck- 
und/oder Zentrifugalkräfte wirken und insbesondere 
für die Funktion entscheidend sind.

[0003] Der Begriff "ELISA" kommt aus dem Engli-
schen und bedeutet "enzymelinked immunosorbent 
assay". Dieser Begriff ist bei der vorliegenden Erfin-
dung im Sinne eines Verfahrens zu verstehen, bei 
dem ein Enzym an einen Analyten, insbesondere an 
einen Komplex aus einem Analyten und einem Anti-
körper, gebunden wird. Mittels des Enzyms wird in ei-
ner Nachweisreaktion ein Substrat in ein Nachweis-
substrat, insbesondere eine fluoreszierende Sub-
stanz oder dgl., modifiziert bzw. umgewandelt. Durch 
eine Erfassung des Nachweissubstrats ist eine quan-
titative Bestimmung des Analyten in der Probenflüs-
sigkeit möglich. Um eine hohe Genauigkeit und einen 
entsprechenden Meßbereich zu ermöglichen, wird 
üblicherweise eine Verdünnungsreihe der Proben-
flüssigkeit auf diese Weise untersucht.

[0004] Bisher wird das ELISA-Verfahren üblicher-
weise manuell oder automatisiert – beispielsweise 
mittels Pipettienobotern – auf einer offenen Pipettier-
platte mit beispielsweise 96 offenen Aufnahmekam-
mern durchgeführt. Eine zu untersuchende Proben-
flüssigkeit wird in den Aufnahmekammern nachein-
ander mehrfach verdünnt, um unterschiedliche Ver-
dünnungsverhältnisse zu erreichen. Anschließend 
wird die Probenflüssigkeit mit den unterschiedlichen 
Verdünnungsverhältnissen in vorbereitete Aufnah-
mekammern pipettiert, in denen ein Analyt in der Pro-
benflüssigkeit an immobilierten Antikörpern gebun-
den werden kann. Nach einer verhältnismäßig lan-
gen Reaktionszeit erfolgt ein mehrfaches Spülen mit 
einer Waschflüssigkeit. Dann wird ein an einen Nach-
weisantikörper gebundenes Enzym zugeben. Der 
Nachweisantikörper bindet an dem Komplex aus 
Analyt und immobilierten Antikörper. Anschließend 
sind wieder verschiedene Waschschritte erforderlich. 
Dann wird ein Substrat zugegeben, das von dem En-
zym in ein Nachweissubstrat umgewandelt bzw. mo-
difiziert wird. Diese Nachweisreaktion ist sehr zeitkri-
tisch. Das Anhalten der Nachweisreaktion erfolgt bei-
spielsweise durch Zugabe von Säure. Problematisch 
ist, daß dies nicht gleichzeitig in allen Aufnahmekam-
mern erfolgen kann, in denen die Nachweisreaktion 

abläuft, und daß bei größeren Volumina durch Diffu-
sions- und/oder Mischvorgänge unterschiedliche 
Verzögerungen auftreten können. Schließlich wird 
das Nachweissubstrat beispielsweise optisch, insbe-
sondere durch Fluoreszenzmessung oder dgl., be-
stimmt. Aus den ermittelten Werten läßt sich die Kon-
zentration des Analyten in der Probenflüssigkeit be-
stimmen. Das erläuterte Verfahren ist sehr aufwendig 
und fehleranfällig. Insbesondere addieren sich Unge-
nauigkeiten aufgrund der Vielzahl der einzelnen 
Schritte. Des weiteren ist auch die Vorbereitung der 
Aufnahmekammern zur Immobilierung des Antikör-
pers entsprechend aufwendig und ebenfalls mit dem 
Einsatz größer Flüssigkeitsmengen verbunden. Dar-
über hinaus laufen die Reaktionen aufgrund der gro-
ßen Flüssigkeitsmengen und dementsprechend gro-
ßen Diffusionswege oftmals sehr langsam ab, so daß
das ELISA-Verfahren in der bisher üblichen Form 
sehr zeitaufwendig ist.

Stand der Technik

[0005] Der Artikel "Design of a Compact Disk-like 
Microfluidic Platform for Enzyme-Linked Immunosor-
bent Assay" von Siyi Lai et al, Analytical Chemistry, 
Band 76, Nr. 7, 1. April 2004, Seiten 1832 bis 1837, 
beschreibt ein mikrofluidisches System in Form einer 
sogenannten Compact Disk (CD) für einzelne Schrit-
te des ELISA-Verfahrens. Es werden eine Proben-
flüssigkeit, eine Waschflüssigkeit, eine Flüssigkeit mit 
einem Nachweisantikörper und eine Substratflüssig-
keit in entsprechende Aufnahmekammern gefüllt, die 
nacheinander durch entsprechend unterschiedliche 
Rotation der CD in eine einzige zugeordnete Reakti-
onskammer zur entsprechenden Reaktion geleitet 
werden. So können einzelne Schritte in dem mikroflu-
idischen System durchgeführt werden. Jedoch ver-
ringert sich der Pipettieraufwand noch nicht wesent-
lich, da gegenüber dem herkömmlichen ELISA-Ver-
fahren lediglich die jeweils mehrfachen Waschschrit-
te vermieden werden konnten.

[0006] Generell sind bereits eine Vielzahl von mikro-
fluidischen Systemen in Form von CDs bekannt, bei 
denen eine Steuerung von Flüssigkeitsströmen 
durch Rotation der CD, also durch Zentrifugalkräfte, 
erfolgt.

[0007] Die WO 03/018198 A1, WO 03/072257 A1 
und WO 2004/061414 A2 offenbaren mikrofluidische 
Vorrichtungen, bei denen eine Flüssigkeit, insbeson-
dere eine Probenflüssigkeit, von einer Aufnahme-
kammer in angeschlossene Kammern geleitet und in 
definierte Einzelmengen aufgeteilt werden kann 
und/oder mit einer anderen Flüssigkeit gemischt wer-
den und vorzugsweise reagieren kann. Ähnliche mi-
krofluidische Systeme sind auch aus den US 
6,706,519 B1, US 6,719,682 B2, US 2004/0203136 
A1, WO 00/78455 A1 und WO 01/87485 A2 bekannt.
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Aufgabenstellung

[0008] Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe 
zugrunde, eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Un-
tersuchung einer Probenflüssigkeit anzugeben, wo-
bei eine kostengünstige, schnelle und/oder genaue 
quantitative Untersuchung, insbesondere mittels des 
ELISA-Verfahrens, ermöglicht wird.

[0009] Die obige Aufgabe wird durch eine Vorrich-
tung gemäß Anspruch 1 oder ein Verfahren gemäß
Anspruch 7 gelöst. Vorteilhafte Weiterbildungen sind 
Gegenstand der Unteransprüche.

[0010] Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung liegt 
darin, eine dritte gemeinsame Aufnahmekammer für 
mehrere Reaktionskammern vorzusehen. Insbeson-
dere können in der Aufnahmekammer mehrere Flüs-
sigkeiten nacheinander – also sequentiell – beispiels-
weise durch Pipettieren zugeführt werden. So wird 
eine gemeinsame Einfüllöffnung für die verschiede-
nen Flüssigkeiten geschaffen.

[0011] Vorzugsweise wird die dritte Aufnahmekam-
mer jeweils – insbesondere selbsttätig durch Kapillar-
kräfte und/oder durch Zentrifugalkräfte – geleert, be-
vor die nächste Flüssigkeit eingefüllt wird. So kann 
ein ungewolltes Vermischen verschiedener Flüssig-
keiten in der gemeinsamen Aufnahmekammer ver-
mieden werden. Insbesondere wird es so möglich, 
mehrere oder alle Reaktionskammern mit minimalem 
Aufwand – insbesondere mit besonders wenigen Pi-
pettiervorgängen – in geeigneter Weise vorzuberei-
ten, also beispielsweise ein Reagenz, wie einen An-
tikörper oder dgl., in den Reaktionskammern zu im-
mobilisieren. Alternativ oder zusätzlich gestattet die 
den Reaktionskammern zugeordnete, gemeinsame 
Aufnahmekammer ein Durchführen der Nachweisre-
aktion, beispielsweise durch Zuführen entsprechen-
der Flüssigkeiten mit dem Enzym, dem Substrat oder 
dgl., mit minimalem Pipettieraufwand.

Ausführungsbeispiel

[0012] Weitere Vorteile, Merkmale, Eigenschaften 
und Aspekte der vorliegenden Erfindung ergeben 
sich aus den Ansprüchen und der folgenden Be-
schreibung bevorzugter Ausführungsformen anhand 
der Zeichnung. Es zeigt:

[0013] Fig. 1 eine nicht maßstabsgerechte Ansicht 
eines Teils einer vorschlagsgemäßen Vorrichtung ge-
mäß einer ersten Ausführungsform; und

[0014] Fig. 2 eine schematische Ansicht eines Teils 
einer vorschlagsgemäßen Vorrichtung gemäß einer 
zweiten Ausführungsform.

[0015] In den Figuren werden für gleiche oder ähn-
liche Teile dieselben Bezugszeichen verwendet, wo-

bei entsprechende oder vergleichbare Eigenschaften 
und Vorteile erreicht werden, auch wenn eine wieder-
holte Beschreibung weggelassen ist.

[0016] Fig. 1 zeigt in einer nicht maßstabsgerech-
ten, sehr schematischen Ansicht einen Teil einer vor-
schlagsgemäßen Vorrichtung 1 gemäß einer ersten 
Ausführungsform. Bei der vorschlagsgemäßen Vor-
richtung 1 handelt es sich insbesondere um ein mi-
krofluidisches System, das vorzugsweise die Form 
einer runden Scheibe, beispielsweise einer Compact 
Disk (CD) oder dgl., aufweist und dementsprechend 
um eine in Fig. 1 angedeutete Drehachse 2 zur Er-
zeugung von Zentrifugalkräften rotierbar ist. Jedoch 
sind auch andere Konfigurationen und Gestaltungen 
möglich.

[0017] Die vorschlagsgemäße Vorrichtung 1 dient 
einer Untersuchung einer Probenflüssigkeit 3, insbe-
sondere mittels des ELISA-Verfahrens. Die nachfol-
gende Beschreibung ist daher im wesentlichen auf 
die Anwendung bzw. Durchführung des ELISA-Ver-
fahrens gerichtet, wobei bedarfsweise auch ergän-
zende oder alternative Maßnahmen bzw. Verfahrens-
schritte durchgeführt werden können. Jedoch kann 
die vorschlagsgemäße Vorrichtung 1 bzw. das vor-
schlagsgemäße Verfahren grundsätzlich auch für 
sonstige Untersuchungen bzw. Verfahren eingesetzt 
werden.

[0018] Fig. 1 zeigt die Probenflüssigkeit 3 unmittel-
bar nach dem Einfüllen in eine erste, gemeinsame 
Aufnahmekammer 4. Mehrere erste Dosierkammern 
5 sind an die erste Aufnahmekammer 4 durch ent-
sprechende Kanäle oder dgl. angeschlossen und 
vorzugsweise in einer Reihe in Umfangsrichtung an-
geordnet.

[0019] Die Probenflüssigkeit 3 strömt von der ersten 
Aufnahmekammer 4 in die angeschlossenen, ersten 
Dosierkammern 5, wobei Luft und/oder überschüssi-
ge Probenflüssigkeit 3 in eine optionale erste Sam-
melkammer 6 weiterströmen kann. Fig. 1 zeigt die 
Vorrichtung 1 in einem Zustand unmittelbar nach dem 
Einfüllen der Probenflüssigkeit 3 in die erste Aufnah-
mekammer 4, also bevor die Probenflüssigkeit 3 in 
die ersten Dosierkammern 5 strömt.

[0020] Die Vorrichtung 1 weist eine zweite gemein-
same Aufnahmekammer 7 zur Aufnahme einer Ver-
dünnungsflüssigkeit 8 auf. An die zweite Aufnahme-
kammer 7 sind mehrere zweite Dosierkammern 9 an-
geschlossen, die beim Darstellungsbeispiel ebenfalls 
in einer Reihe und zumindest im wesentlichen paral-
lel zu den ersten Dosierkammern 5 angeordnet sind. 
Die Verdünnungsflüssigkeit 8 strömt in die zweiten 
Dosierkammern 9. Überschüssige Verdünnungsflüs-
sigkeit 8 kann bedarfsweise in eine optional vorgese-
hene zweite Sammelkammer 10 strömen. Die Fig. 1
zeigt die Vorrichtung 1 in dem Zustand unmittelbar 
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nach dem Einfüllen der Verdünnungsflüssigkeit 8 in 
die zweite Aufnahmekammer 7, also bevor die Ver-
dünnungsflüssigkeit 8 die zweiten Dosierkammern 9
und die damit verbundene Kanäle und ggf. die Sam-
melkammer 10 füllt.

[0021] Die Dosierkammern 5 und 9 sind vorzugs-
weise so ausgebildet, beispielsweise durch nicht dar-
gestellte Führungselemente für die Flüssigkeiten 3
bzw. 8, daß die Dosierkammern 5, 9 und ggf. die Ka-
näle vollständig ohne Gas- bzw. Lufteinschluß gefüllt 
werden. Verdrängte Luft kann über die vorzugsweise 
offen ausgebildeten Sammelkammern 6, 10 und/oder 
über nicht dargestellte Entlüftungsöffnungen, die ins-
besondere den Kanälen und/oder Dosierkammern 5, 
9 zugeordnet sind, entweichen.

[0022] Den ersten und zweiten Dosierkammern 5
und 9 sind Reaktionskammern 11 zugeordnet, die 
beim Darstellungsbeispiel vorzugsweise in einer Rei-
he parallel und/oder bezüglich der Drehachse 2 radial 
außerhalb der ersten und zweiten Dosierkammern 5, 
9 angeordnet sind.

[0023] Die ersten und zweiten Dosierkammern 5, 9
sind vorzugsweise paarweise einander und jeweils 
einer Reaktionskammer 11 zugeordnet, wobei jedes 
Paar mit der zugeordneten Reaktionskammer 11
durch entsprechende, insbesondere radial verlaufen-
de, vorzugsweise kanalartige Verbindungen 12 flui-
disch verbunden ist.

[0024] Beim Darstellungsbeispiel füllen sich die ers-
ten Dosierkammern 5 und 9 mit der Probenflüssigkeit 
3 bzw. der Verdünnungsflüssigkeit 8 vorzugsweise 
selbsttätig aufgrund von Druck- und/oder Kapillar-
kräften. Jedoch können auch sonstige Kräfte, ggf. so-
gar Zentrifugalkräfte, je nach Anordnung und Ausbil-
dung, alternativ oder zusätzlich hierzu eingesetzt 
werden.

[0025] Anschließend können durch entsprechende 
Zentrifugalkräfte (verursacht durch entsprechende 
Rotation der Vorrichtung 1 um die Drehachse 2) die 
in den ersten Dosierkammern 5 vorhandenen Volu-
mina an Probenflüssigkeit 3 und die in den zweiten 
Dosierkammern 9 vorhandenen Volumina an Verdün-
nungsflüssigkeit 8 in die jeweils zugeordnete Reakti-
onskammer 11 überführt werden, wobei sich die Pro-
benflüssigkeit 3 und Verdünnungsflüssigkeit 8 jeweils 
mischen. Jedoch können zur Überführung der ge-
nannten Volumina in die Reaktionskammern 11 zu-
sätzlich oder alternativ auch sonstige Kräfte, bei-
spielsweise Druckkräfte, Kapillarkräfte oder dgl. wir-
ken.

[0026] Die ersten Dosierkammern 5 und/oder zwei-
ten Dosierkammern 9 variieren in ihren Volumina. 
Und zwar sind die Volumina derart gewählt, daß in 
den Reaktionskammern 11 unterschiedliche Verdün-

nungsverhältnisse der Probenflüssigkeit 3 erzielt 
werden.

[0027] Insbesondere variieren sowohl die Volumina 
der ersten Dosierkammern 5 als auch die Volumina 
der zweiten Dosierkammern 9. Vorzugsweise ist ei-
ner ersten Dosierkammer 5 eine zweite Dosierkam-
mer 9 mit großem Volumen und umgekehrt zugeord-
net. Beim Darstellungsbeispiel wird dies dadurch er-
reicht, daß die Volumen der ersten Dosierkammern 5
in einer Umfangsrichtung zu- oder abnehmen und die 
Volumina der zweiten Dosierkammern 5 in dieser 
Umfangsrichtung umgekehrt ab- oder zunehmen. 
Dies gestattet eine Verdünnungsreihe mit einem gro-
ßen Verdünnungsbereich – also insbesondere von ei-
nem niedrigen Verdünnungsverhältnis bis zu einem 
großen Verdünnungsverhältnis, beispielsweise von 
1:1 bis 1:1000 – und/oder eine sehr platzsparende, 
kompakte Anordnung der Dosierkammern 5, 9 mit 
entsprechend geringem Platz- bzw. Flächenbedarf.

[0028] Besonders bevorzugt sind die Summen der 
Volumina der paarweise einander zugeordneten ers-
ten und zweiten Dosierkammern 5, 9 zumindest im 
wesentlichen gleich. Auf diese Weise kann neben ei-
nem besonders kompakten Aufbau erreicht werden, 
daß die einzelnen Volumina an unterschiedlich ver-
dünnter Probenflüssigkeit 3 gleich groß sind und die 
Reaktionskammern 11 und eventuelle sonstige nach-
geordnete Kammern oder dgl. einheitlich groß aus-
gebildet sein können.

[0029] In der bisherigen und in der nachfolgenden 
Beschreibung wird immer auf das jeweilige Volumen 
der Dosierkammern 5 bzw. 9 abgestellt. Um genaue, 
definierte Verdünnungsverhältnisse zu erhalten, sind 
genau definierte Volumina erforderlich. Damit bei der 
Überführung der Probenflüssigkeit 3 und der Verdün-
nungsflüssigkeit 8 aus den ersten und zweiten Do-
sierkammern 5 und 9 in die zugeordneten Reaktions-
kammern 11 jeweils nur definierte Volumina der Flüs-
sigkeiten 3, 8 vorliegen und überführt und gemischt 
werden, sind nicht dargestellte Ventileinrichtungen, 
Hindernisse oder Flüssigkeitsstops, beispielsweise 
zu den Verbindungen 12 hin, den Kanälen zugeord-
nete Belüftungsöffnungen und/oder dgl. vorgesehen. 
Hinsichtlich der erforderlichen und/oder möglichen 
konstruktiven Lösungen, um definierte Volumina si-
cherzustellen und/oder geeignete Strukturen und An-
ordnungen zum Aufteilen und/oder Mischen von 
Flüssigkeitsmengen bereitzustellen, wird auf den ein-
gangs genannten Stand der Technik verwiesen, der 
hiermit diesbezüglich ergänzend als Offenbarung 
eingeführt wird.

[0030] Die voranstehend erläuterte "parallele Ver-
dünnung" gestattet die Erzeugung einer Verdün-
nungsreihe in einem einzigen Schritt, so daß allen-
falls nur geringe Verdünnungsfehler auftreten. Insbe-
sondere kann so das bei der bisher üblichen, sequen-
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tiellen Verdünnung auftretende Problem der Sum-
mierung von Einzelfehlern vermieden werden.

[0031] In jeder Reaktionskammer 11 können dann 
eine gewünschte Reaktion und insbesondere mehre-
re gewünschte Reaktionen ablaufen bzw. durchge-
führt werden, worauf später noch näher eingegangen 
wird. Zur Durchführung des ELISA-Verfahrens wer-
den die Reaktionskammern 11 vorzugsweise vor Zu-
führung der verdünnten Probenflüssigkeit 3 zunächst 
vorbereitet. Diese Vorbereitung erfolgt insbesondere 
vor dem Einfüllen der Probenflüssigkeit 3 in die erste 
Aufnahmekammer 4 und der Verdünnungsflüssigkeit 
8 in die zweite Aufnahmekammer 7 und wird nachfol-
gend näher erläutert.

[0032] Die Vorrichtung 1 weist vorzugsweise eine, 
insbesondere nur eine einzige, gemeinsame Aufnah-
mekammer 13 zur Aufnahme einer Flüssigkeit 14, 
insbesondere sequentiellen Aufnahme verschiede-
ner Flüssigkeiten 14, wie einer Reaktionsflüssigkeit, 
einer Waschflüssigkeit, einer Fixierflüssigkeit, einer 
Substratflüssigkeit oder dgl., auf. Die Reaktionskam-
mern 11 sind an die dritte Aufnahmekammer 13 an-
geschlossen, so daß insbesondere durch Druck-, Ka-
pillar- und/oder Zentrifugalkräfte eine in die Aufnah-
mekammer 13 eingefüllte Flüssigkeit 14 über ent-
sprechende Kanäle oder dgl. in die Reaktionskam-
mern 11 strömen kann. Überschießende und/oder 
verdrängte Flüssigkeit 14 wird vorzugsweise in einer 
optional vorgesehenen Sammelkammer 15 aufge-
fangen.

[0033] Insbesondere ist die Vorrichtung 1 derart 
ausgebildet, daß die dritte Aufnahmekammer 13 zu-
nächst wieder vollständig geleert wird oder geleert 
werden kann, bevor eine weitere Flüssigkeit 14 der 
dritten Aufnahmekammer 13 – beispielsweise durch 
Pipettieren – zugeführt wird. Das Leeren der dritten 
Aufnahmekammer 13 kann beispielsweise dadurch 
erreicht werden, daß nach dem Füllen der dritten Auf-
nahmekammer 13 mit einer Flüssigkeit 14 diese 
durch Kapillarkräfte selbsttätig in die Reaktionskam-
mern 11 und ggf. die Sammelkammer 15 durch-
strömt, bis die dritte Aufnahmekammer 13 vollständig 
geleert ist. Zusätzlich oder alternativ kann dies durch 
Zentrifugalkräfte, insbesondere entsprechende Rota-
tionen der Vorrichtung 1, oder sonstige Kräfte erreicht 
werden.

[0034] Zusätzlich können auch die Reaktionskam-
mern 11 bei Bedarf zunächst wieder geleert werden, 
bevor eine neue Flüssigkeit 14 in die dritte Aufnah-
mekammer 13 eingefüllt wird und diese neue Flüssig-
keit 14 in die Reaktionskammern 11 strömt. Das vor-
herige Leeren der Reaktionskammer 11 erfolgt dann 
vorzugsweise durch Zentrifugalkräfte, nicht darge-
stellte Ventileinrichtungen oder dgl., um ein gesteuer-
tes Leeren der Reaktionskammern 11 zu ermögli-
chen.

[0035] Zur Vorbereitung der Reaktionskammer 11
für das ELISA-Verfahren wird insbesondere zunächst 
eine Flüssigkeit 14 mit einem Reagenz, vorzugswei-
se einem Antikörper, in die dritte Aufnahmekammer 
13 eingefüllt und in die Reaktionskammern 11 gelei-
tet, um das Reagenz in den Reaktionskammern 11 zu 
immobilisieren, insbesondere die Reaktionskammern 
11 mit dem Antikörper zu beschichten.

[0036] Nach einer bestimmten Inkubations- bzw. 
Reaktionszeit werden die Reaktionskammern 11 mit 
einer Waschflüssigkeit, die als nächste Flüssigkeit 14
in die dritte Aufnahmekammer 13 gefüllt wird, gespült 
um ungebundenes Reagenz zu entfernen.

[0037] Mit einer weiteren Flüssigkeit 14 folgt be-
darfsweise eine Blockierung bzw. Fixierung des im-
mobilisierten Reagenzes bzw. der immobilisierten 
Antikörper in den Reaktionskammern 11.

[0038] Nach einem ggf. nochmaligem Spülen mit ei-
ner Waschflüssigkeit und ggf. Leeren sind dann die 
Reaktionskammern 11 vorbereitet, um die verdünnte 
Probenflüssigkeit 3 – also die Probenflüssigkeit 3 und 
die Verdünnungsflüssigkeit 8 aus den zugeordneten 
ersten und zweiten Dosierkammern 5 und 9 – aufzu-
nehmen.

[0039] Nach dem Überführen der Probenflüssigkeit 
3 zusammen mit der Verdünnungsflüssigkeit 8 in die 
Reaktionskammern 11 kann die eigentliche Nach-
weisreaktion bzw. eine erste Reaktion zur Untersu-
chung der Probenflüssigkeit 3 erfolgen. Ein in der 
Probenflüssigkeit 3 enthaltener Analyt kann an das 
immobilisierte Reagenz, insbesondere den immobili-
sierten Antikörper, binden. Nach einer vorzugsweise 
bestimmten Reaktionszeit wird nicht gebundener 
Analyt aus den Reaktionskammern 11 gespült bzw. 
gewaschen, insbesondere durch einmaliges Einfül-
len einer Waschflüssigkeit 14 in die dritte Aufnahme-
kammer 13, um die vorhandenen Flüssigkeiten 3, 8
aus den Reaktionskammern 11 zu verdrängen, 
und/oder durch Zentrifugalkräfte oder sonstige Kräf-
te.

[0040] Anschließend wird eine weitere Flüssigkeit 
14, die insbesondere ein an einen Nachweisantikör-
per gebundenes Enzym enthält, den Reaktionskam-
mern 11 zugeführt, indem diese Flüssigkeit 14 wie-
derum der dritten Aufnahmekammer 13 zugeführt 
wird. Der Nachweisantikörper ist derart ausgebildet, 
daß er zusammen mit dem Enzym an den Komple-
xen bindet, die aus den immobilisierten Antikörpern 
und dem Analyten in den Reaktionskammern 11 ge-
bildet sind.

[0041] Ungebundene Enzyme werden anschlie-
ßend in einem Waschschritt durch vorzugsweise ein-
maliges Zuführen einer weiteren Waschflüssigkeit 14
aus den Reaktionskammern 11 gespült.
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[0042] Schließlich wird eine Substratlösung als wei-
tere Flüssigkeit 14 vorzugsweise wiederum über die 
dritte Aufnahmekammer 13 den Reaktionskammern 
11 zugeführt. Das Substrat wird von den Enzymen in 
den Reaktionskammern 11 in einer enzymatischen 
Nachweisreaktion umgewandelt bzw. modifiziert, so 
daß ein später nachweisbares Nachweissubstrat, 
insbesondere ein fluoreszierender oder sonstiger 
Farbstoff oder dgl., gebildet wird. Auf das Anhalten 
der Nachweisreaktionen in den Reaktionskammern 
11 und die weitere Untersuchung wird später noch 
näher eingegangen.

[0043] Die Zuführung der verschiedenen Flüssigkei-
ten 14, die vorzugsweise ausschließlich über die ge-
meinsame dritte Aufnahmekammer 13 durch se-
quentielle Zuführung der Flüssigkeiten 14 erfolgt, ge-
stattet eine sehr schnelle und einfache Vorbereitung 
der Reaktionskammern 11 und/oder Führung der Re-
aktionen in den Reaktionskammern 11, wobei der Pi-
pettieraufwand, die erforderlichen Waschschritte 
und/oder die erforderlichen Flüssigkeitsmengen ge-
genüber dem Stand der Technik – insbesondere ge-
genüber dem herkömmlichen ELISA-Verfahren in ei-
ner offenen Pipettierplatte – wesentlich verringert 
werden.

[0044] Bisher wurden die in den Reaktionskammern 
11 ablaufenden, bereits genannten, insbesondere 
enzymatischen Nachweisreaktionen durch Zugabe 
von Säure oder dgl. angehalten. Dies ist grundsätz-
lich auch bei der vorschlagsgemäßen Vorrichtung 1
möglich.

[0045] Vorzugsweise erfolgt das Anhalten der 
Nachweisreaktionen jedoch mittels zusätzlich vorge-
sehener Untersuchungskammern 16, indem die in 
den Reaktionskammern 11 befindliche Flüssigkeit mit 
dem Nachweissubstrat zum Anhalten der Nachweis-
reaktionen jeweils in eine zugeordnete Untersu-
chungskammer 16 überführt wird. Dieses Überführen 
erfolgt vorzugsweise für mehrere oder alle Reakti-
onskammern 11 gleichzeitig, so daß die Nachweisre-
aktionen zeitgleich angehalten werden. Insbesonde-
re erfolgt das genannte Überführen bzw. Anhalten 
durch Zentrifugalkräfte, indem die Vorrichtung 1 ent-
sprechend rotiert wird. Jedoch ist das Überführen zu-
sätzlich oder alternativ auch durch sonstige Kräfte, 
beispielsweise Druck- oder Kapillarkräfte, mittels ent-
sprechender Ventile oder dgl. möglich.

[0046] Das genannten Überführen der Flüssigkeiten 
aus den Reaktionskammern 11, in denen die Enzyme 
und/oder sonstige für die Nachweisreaktionen erfor-
derliche Reagenzien immobilisiert sind, in die Unter-
suchungskammern 16 ermöglicht ein sehr einfaches 
und hochgradig simultanes Anhalten der Nachweis-
reaktionen, so daß gegenüber dem Stand der Tech-
nik ein wesentlich definierterer Verfahrensablauf und 
damit eine wesentlich genauere Bestimmung des 

Analyten ermöglicht werden.

[0047] Nach der Überführung der Flüssigkeiten mit 
dem Nachweissubstrat in die Untersuchungskam-
mern 16 kann eine sequentielle Untersuchung bzw. 
Detektion des Nachweissubstrats in den Untersu-
chungskammern 16 – insbesondere optisch, bei-
spielsweise durch Fluoreszenzmessung – erfolgen. 
Aus den gewonnen Werten und unter Berücksichti-
gung der unterschiedlichen Verdünnungsverhältnis-
se kann dann eine äußerst genaue, insbesondere 
quantitative Bestimmung des Analyten in der Proben-
flüssigkeit 3 erfolgen.

[0048] Zusätzlich oder alternativ kann den Reakti-
onskammern 11 auch ein optional vorgesehener, in 
Fig. 1 gestrichelt angedeuteter Sammelkanal 17 zu-
geordnet sein, der beispielsweise über die Untersu-
chungskammern 16 und entsprechende, vorzugswei-
se radiale Verbindungen 12 an die Reaktionskam-
mern 11 angeschlossen ist, um zur Leerung der Re-
aktionskammern 11 Flüssigkeiten) aus den Reakti-
onskammern 11 aufzunehmen, insbesondere wenn 
die Reaktionskammern 11 durch Zentrifugalkräfte 
durch entsprechendes Rotieren der Vorrichtung 1 ge-
leert werden. Diese Flüssigkeiten können dann durch 
die Untersuchungskammern 16 hindurch oder durch 
nicht dargestellte, direkte Verbindungen oder dgl. in 
den Sammelkanal 17 ausgetragen werden. Ein der-
artiges Leeren der Reaktionskammern 11 kann bei-
spielsweise zum Entfernen von Flüssigkeiten 3, 8
und/oder 14 vor Zuführung einer neuen Flüssigkeit 
14 in die Reaktionskammern 11 erfolgen.

[0049] Hinsichtlich der parallelen Verdünnung ist 
anzumerken, daß vorzugsweise in einem einzigen 
Verdünnungsschritt – also bei einer parallelen Ver-
dünnung – 3 bis 20, insbesondere etwa 10 Verdün-
nungen bzw. unterschiedliche Verdünnungsverhält-
nisse erzeugt werden. Selbstverständlich können 
auch mehrere parallele Verdünnungen gleichzeitig 
auf der Vorrichtung 1 erfolgen. Entsprechend kann 
die Vorrichtung 1 bedarfsweise auch mehrere Anord-
nungen, wie in Fig. 1 gezeigt, aufweisen.

[0050] Nachfolgend wird eine zweite Ausführungs-
form der vorschlagsgemäßen Vorrichtung 1 und des 
vorschlagsgemäßen Verfahrens anhand von Fig. 2
näher erläutert, wobei die nachfolgenden Ausführun-
gen lediglich auf wesentliche Unterschiede gegenü-
ber der ersten Ausführungsform beschränkt werden. 
Sonstige Vorteile, Aspekte und Eigenschaften erge-
ben sich also in entsprechender Weise wie bei der 
ersten Ausführungsform.

[0051] Bei der Darstellung gemäß Fig. 2 wurde auf 
die vorzugsweise vorgesehene Krümmung bei der 
vorzugsweise vorgesehenen Ringstruktur zur Anord-
nung auf einer runden Scheibe, wie einer CD oder 
dgl., weggelassen, um eine bessere Übersichtlichkeit 
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zu ermöglichen. Weiter ist die Darstellung gemäß
Fig. 2 ebenfalls nicht maßstabsgerecht. Insbesonde-
re entsprechen die dargestellten Längen, Breiten, 
Größenverhältnisse und dgl. nicht den unbedingt er-
forderlichen bzw. bevorzugten Verhältnissen. Dies ist 
ebenso bei der Darstellung gemäß Fig. 1 der Fall.

[0052] In Fig. 2 sind aus Vereinfachungsgründen 
außerdem keine Flüssigkeiten 3, 8, 14 dargestellt. 
Jedoch gelten die diesbezüglichen Ausführungen bei 
der ersten Ausführungsform und auch hinsichtlich 
des sonstigen Verfahrensablaufs entsprechend für 
die in Fig. 2 dargestellte, zweite Ausführungsform.

[0053] Weiter ist in Fig. 2 aus Vereinfachungsgrün-
den der optionale Sammelkanal 17 weggelassen.

[0054] Bei der zweiten Ausführungsform erfolgt im 
Gegensatz zu der ersten Ausführungsform nach der 
parallelen Verdünnung eine weitere Verdünnung, 
also eine Unterverdünnung. Diese weitere Verdün-
nung ist bei dem in Fig. 2 gezeigten Darstellungsbei-
spiel wiederum als parallele Verdünnung ausgeführt. 
Beim Darstellungsbeispiel erfolgt lediglich eine weite-
re Verdünnung nur einer bereits einmal verdünnten 
Probenflüssigkeit aus nur einer Reaktionskammer 
11. Jedoch kann bedarfsweise auch eine Unterver-
dünnung bzw. weitere Verdünnung für mehrere oder 
alle Reaktionskammern 11 vorgesehen sein.

[0055] Die weiter parallele Verdünnung erfolgt im 
wesentlichen entsprechend wie die bereits oben er-
läuterte parallele Verdünnung mittels der ersten und 
zweiten Dosierkammern 5 und 9 sowie der nachge-
ordneten Reaktionskammern 11. Für die weitere par-
allele Verdünnung sind daher zusätzliche erste Do-
sierkammern 5' und zusätzliche zweite Dosierkam-
mern 9' sowie zusätzliche Reaktionskammern 11'
vorgesehen. Die zusätzlichen Dosierkammern 5' und 
9' weisen vorzugsweise entsprechende Volumenver-
hältnisse – bei insbesondere entsprechend verringer-
tem Absolutvolumen – wie die ersten und zweiten Do-
sierkammern 5 und 9 auf.

[0056] Die Zuführung von bereits einmal verdünnter 
Probenflüssigkeit in die zusätzlichen ersten Dosier-
kammern 5' erfolgt von der vorgeschalteten Reakti-
onskammer 11, die im Fall der Weiterverdünnung ei-
gentlich nur eine Mischkammer darstellt. Den zusätz-
lichen zweiten Dosierkammern 9' wird wiederum Ver-
dünnungsflüssigkeit 8, insbesondere die überschüs-
sige Verdünnungsflüssigkeit 8 für die erste Verdün-
nung zugeführt, beispielsweise über die Sammel-
kammer 10.

[0057] Die Überführung der einzelnen Flüssigkeits-
volumina in die zugeordneten zusätzlichen Reakti-
onskammern 11' erfolgt wiederum vorzugsweise 
durch Zentrifugalkräfte. Jedoch können alternativ 
oder zusätzlich auch sonstige Kräfte, insbesondere 

Druck- und/oder Kapillarkräfte wirken, bzw. Ventile 
oder dgl. eingesetzt werden.

[0058] Jedoch kann für die weitere Verdünnung 
auch nochmals separat eine andere oder zusätzliche 
Verdünnungsflüssigkeit über eine nicht dargestellte 
zusätzliche Aufnahmekammer den zusätzlichen 
zweiten Dosierkammern 9' zugeführt werden.

[0059] Sofern nur eine teilweise weitere Verdün-
nung erfolgt, wie in Fig. 2 dargestellt, sind vorzugs-
weise aber nicht zwingend auch denjenigen Reakti-
onskammern 11, deren Inhalt nicht weiter verdünnt 
wird, jeweils zusätzliche Reaktionskammern 11' zu-
geordnet, die insbesondere auf einen entsprechen-
den Umfang wie die der weiteren Verdünnung die-
nenden zusätzlichen Reaktionskammern 11' ange-
ordnet sind, um für alle Verdünnungsstufen eine 
gleichzeitige Untersuchung, insbesondere Bindung 
des Analyten an das immobilisierte Reagenz, sicher-
zustellen bzw. zu erleichtern.

[0060] Optional kann auch eine zusätzliche erste 
Sammelkammer 6' vorgesehen sein, die zur Aufnah-
me von überschüssiger Probenflüssigkeit 3 an die zu-
sätzlichen erste Dosierkammern 5' angeschlossen 
ist. Optional kann auch eine zusätzliche zweite Sam-
melkammer 10' vorgeschlossen sein, die zur Aufnah-
me von überschüssiger Verdünnungsflüssigkeit 8 an 
die zusätzlichen zweiten Dosierkammern 9' angeord-
net ist.

[0061] Der Durchmesser der Vorrichtung 1 bzw. der 
CD, beträgt vorzugsweise etwa 50 bis 250 mm, ins-
besondere etwa 125 mm. Die Dicke beträgt vorzugs-
weise 1 bis 6 mm, insbesondere etwa 3 mm. Die Vor-
richtung 1 ist vorzugsweise aus einem geeigneten 
Kunststoff hergestellt.

[0062] Die Tiefe bzw. Breite der Mikrostrukturen, 
also insbesondere der beschriebenen Kammern, Ka-
näle, Verbindungen und dgl. beträgt beim Darstel-
lungsbeispiel vorzugsweise 20 bis 1000 μm, insbe-
sondere etwa 200 μm.

[0063] Alle Mikrostrukturen sind vorzugsweise 
durch eine geeignete, nicht dargestellte bzw. trans-
parente Abdeckung überdeckt. Lediglich die Aufnah-
mekammern 3, 7 und 13, ggf. die Sammelkammern 
6, 10, 15 bedarfsweise der Sammelkanal 17 und/oder 
sonstige nicht dargestellte Entlüftungsöffnungen 
oder dgl. sind nach außen hin offen ausgebildet. So 
können die Verdunstungsverluste minimiert und 
dementsprechend mit hoher Genauigkeit mit gerin-
gen Flüssigkeitsvolumina gearbeitet werden.

[0064] Die einzusetzenden Volumen an Flüssigkei-
ten betragen pro Flüssigkeit etwa 10 bis 2.000 μl, vor-
zugsweise nur etwa 50 bis 200 μl.
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[0065] Die Summe der Volumina der paarweise zu-
geordneten ersten und zweiten Dosierkammern 5, 9
beträgt vorzugsweise 1 bis 100 μl, insbesondere 
etwa 10 μl. Entsprechendes gilt für die Volumina der 
Reaktionskammern 11 und der Untersuchungskam-
mern 16. Insbesondere sind die genannte Summe 
und die jeweiligen Volumina der Reaktionskammern 
11 und der Untersuchungskammern 16 gleich.

[0066] Mit der vorschlagsgemäßen Vorrichtung 1
und dem vorschlagsgemäßen Verfahren kann das 
ELISA-Verfahren oder ein sonstiges Verfahren sehr 
einfach und sehr schnell und insbesondere unter Ein-
satz von sehr geringen Flüssigkeitsmengen und da-
mit auch kostengünstig durchgeführt werden. Des 
weiteren wird eine Minimierung der erforderlichen Pi-
pettierschritte oder sonstiger Vorgänge zur Zufüh-
rung von Flüssigkeiten ermöglicht. Insbesondere 
wird eine sehr genaue Untersuchung in Form einer 
genauen quantitativen Bestimmung eines Analyten in 
der Probenflüssigkeit ermöglicht.

Patentansprüche

1.  Vorrichtung (1) zur Untersuchung einer Pro-
benflüssigkeit (3), insbesondere mittels des ELI-
SA-Verfahrens,  
mit einer ersten Aufnahmekammer (4) zur Aufnahme 
der Probenflüssigkeit (3) und ggf. mit einer zweiten 
Aufnahmekammer (7) zur Aufnahme einer Verdün-
nungsflüssigkeit (8) für die Probenflüssigkeit (3), und  
mit einer dritten Aufnahmekammer (13) zur sequenti-
ellen Aufnahme verschiedener Flüssigkeiten (14),  
mit mehreren Reaktionskammern (11'), denen die 
Probenflüssigkeit (3), ggf. die Verdünnungsflüssigkeit 
(8) und die sonstigen bzw. verschiedenen Flüssigkei-
ten (14) nacheinander zuführbar sind.

2.  Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, daß die Vorrichtung (1) derart ausge-
bildet ist, daß die dritte Aufnahmekammer (13) je-
weils vor Aufnahme einer neuen Flüssigkeit (14) ge-
leert wird, insbesondere selbsttätig durch Kapillar-
kräfte und/oder durch Zentrifugalkräfte.

3.  Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daß die Vorrichtung (1) derart aus-
gebildet ist, daß eine Flüssigkeit mit einem Antikör-
per, eine Waschflüssigkeit, eine Fixierflüssigkeit, ins-
besondere zur Fixierung des Antikörpers in der Reak-
tionskammer (11, 11') eine Flüssigkeit mit einem En-
zym, das insbesondere an einen Nachweisantikörper 
gebunden ist und/oder eine Flüssigkeit mit einem 
Substrat, von der dritten Aufnahmekammer (14) se-
quentiell aufnehmbar sind.

4.  Vorrichtung nach einem der voranstehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, daß mehrere 
oder alle Reaktionskammern (11) zur sequentiellen 
Aufnahme der Flüssigkeiten) (14) durch Druck-, Ka-

pillar- und/oder Zentrifugalkräfte an die dritte Aufnah-
mekammer (13) angeschlossen sind.

5.  Vorrichtung nach einem der voranstehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, daß die Vor-
richtung (1) mindestens eine den Reaktionskammern 
(11') zugeordnete Sammelkammer (15) und/oder ei-
nen Sammelkanal (17) zur Aufnahme der Flüssigkei-
ten (3, 8, 14) aufweist.

6.  Vorrichtung nach einem der voranstehenden 
Ansprüche, dadurch gekennzeichnet, daß die Vor-
richtung (1) als mikrofluidisches System, insbeson-
dere in Form einer runden Scheibe, wie einer CD, 
ausgebildet ist.

7.  Verfahren zur Untersuchung einer Probenflüs-
sigkeit (3), insbesondere mittels des ELISA-Verfah-
rens,  
wobei in Reaktionskammern (11, 11') Nachweisreak-
tionen zum Nachweis eines Analyten in der Proben-
flüssigkeit (3) ablaufen,  
wobei den Reaktionskammern (11, 11') nacheinan-
der verschiedene Flüssigkeiten (14) über eine ge-
meinsame dritte Aufnahmekammer (13) zugeführt 
werden.

8.  Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet, daß die Flüssigkeiten (14) durch Druck-, 
Zentrifugal- und/oder Kapillarkräfte den Reaktions-
kammern (11, 11') zugeführt werden.

9.  Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, daß den Reaktionskammern (11, 
11') nacheinander eine Flüssigkeit mit einem Antikör-
per, eine Waschflüssigkeit, eine Fixierflüssigkeit, ins-
besondere zur Fixierung eines Antiköpers in den Re-
aktionskammern (11, 11'), eine Flüssigkeit mit einem 
Enzym, das insbesondere an einen Nachweisantikör-
per gebunden ist, und/oder eine Flüssigkeit mit einem 
Substrat zugeführt werden.

10.  Verfahren nach einem der Ansprüche 7 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daß die dritte Aufnahme-
kammer (13) jeweils vor Aufnahme einer neuen Flüs-
sigkeit (14) geleert wird, insbesondere selbsttätig 
durch Kapillarkräfte und/oder durch Zentrifugalkräfte.

11.  Verfahren nach einem der Ansprüche 7 bis 
10, dadurch gekennzeichnet, daß die Reaktionskam-
mern (11, 11') vor Zuführung der Probenflüssigkeit 
(3) mit einem immobilisierten Antikörper versehen, 
insbesondere beschichtet, werden, insbesondere 
wobei der Antikörper in den Reaktionskammern (11, 
11') mittels einer Fixierflüssigkeit fixiert wird.

12.  Verfahren nach Anspruch 11, dadurch ge-
kennzeichnet, daß jeweils nach dem Beschichten 
und/oder Fixieren, insbesondere jeweils nur einma-
lig, eine Waschflüssigkeit zum Spülen durch die Re-
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aktionskammern (11, 11') geleitet wird.

13.  Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, da-
durch gekennzeichnet, daß anschließend die Pro-
benflüssigkeit (3), vorzugsweise mit einem ge-
wünschten Verdünnungsverhältnis, insbesondere 
durch Druck-, Kapillar- und/oder Zentrifugalkräfte, in 
die jeweilige Reaktionskammer (11, 11') geleitet wird.

14.  Verfahren nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, daß nach einer bestimmten Reakti-
onszeit und/oder Bindung eines Analyten in der Pro-
benflüssigkeit (3) an den Antikörper die Reaktions-
kammern (11, 11') gespült werden, dann ein an die 
Verbindung aus dem Antikörper und Analyten bin-
dende Nachweisreagenz, insbesondere ein Enzym, 
in die Reaktionskammern (11, 11') geleitet wird und 
schließlich das ungebundene Nachweisreagenz bzw. 
Enzym wieder ausgewaschen wird.

15.  Verfahren nach Anspruch 14, dadurch ge-
kennzeichnet, daß nach dem Auswaschen des unge-
bundenen Nachweisreagenzes bzw. Enzyms ein 
Substrat in die Reaktionskammern (11, 11') geleitet 
wird, das von dem Nachweisreagenz bzw. Enzym, 
insbesondere enzymatisch, in der Nachweisreaktion 
in eine Nachweissubstanz modifiziert oder umge-
wandelt wird.

16.  Verfahren nach einem der Ansprüche 7 bis 
15, dadurch gekennzeichnet, daß das Verfahren in 
einem mikrofluidischen System, insbesondere in 
Form einer runden Scheibe durchgeführt wird, insbe-
sondere wobei zur Erzeugung von Zentrifugalkräften 
zur Steuerung des Verfahrenablaufs das mikrofluidi-
sche System zu bestimmten Zeitpunkten, für be-
stimmte Zeitdauern und/oder mit bestimmten Rotati-
onsgeschwindigkeiten rotiert wird.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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