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Beschreibung

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf eine Testvor-
richtung zum Nachweis eines in einer Probenflissig-
keit enthaltenen Analyten (A), umfassend einen tro-
ckenen pordsen Trager (10), auf dem in einer Reak-
tionszone angeordnet sind:

ein selektiver Binder (12), der in der Lage ist, nach
Befeuchtung des Tragers (10) mit der Probenflissig-
keit den Analyten (A) selektiv zu binden,

ein Komplex, gebildet aus einem Biomarker (B) und
dem ersten, komplexierten Reporterpartner eines zur
Erzeugung eines optisch detektierbaren Signals
wechselwirkenden Reporterpaares aus Reporteren-
zym (E) und Reportersubstrat (S),

sowie der zweite, freie Reporterpartner des Reporter-
paares,

wobei der Biomarker (B) hinsichtlich der Selektivitat
der Bindungsfahigkeit des selektiven Binders (12)
dem Analyten (A) &quivalent und zu diesem kompeti-
tiv ist.

[0002] Die Erfindung bezieht sich weiter auf ein Ver-
fahren zum Herstellen einer Testvorrichtung sowie
ein Verfahren zum Durchfuhren eines Nachweises ei-
nes Analyten in einer flissigen Probe.

[0003] Eine haufig eingesetzte Testvorrichtung ist
allgemein unter der Bezeichnung "Lateral-Flow"-Test
bekannt und insbesondere beschrieben in der EP 0
291 194 B2. Bei dem Lateral-Flow-Test handelt es
sich um einen trockenen, porésen Trager, auf dem in
einer so genannten Startzone ein spezifisches Bin-
dungsreagenz, z.B. ein spezifischer, monoklonaler
Antikérper gegen den Analyten, aufgetrocknet ist.
Der Antikdrper ist mit einem Markierungspartikel, z.B.
einem Gold- oder Latexpartikel markiert. Er ist so auf
den Trager aufgetrocknet, dass er im trockenen Zu-
stand des Tragers an dessen Oberflache fixiert ist
und sich im feuchten Zustand des Tragers frei in die-
sem bewegen kann. Zur Anwendung des Tests wird
eine mutmallich den Analyten enthaltende Proben-
flissigkeit in der Startzone appliziert. In der Proben-
flissigkeit enthaltener Analyt bindet mit dem markier-
ten Antikérper und wird zusammen mit diesem auf-
grund von Kapillarkraften aus der Startzone entlang
der Langserstreckung des Tragers transportiert. In ei-
ner stromabwarts der Startzone gelegenen Detekti-
onszone ist ein ebenfalls fur den Analyten spezifi-
sches Bindungsreagenz dauerhaft immobilisiert.
Hierbei handelt es sich beispielsweise um einen wei-
teren Antikorper, der spezifisch gegen ein anderes
Epitop des Analyten als der markierte Antikdrper ge-
richtet ist. Der Detektionsantikdrper ist so an die
Oberflache des Tragers gebunden, dass er auch im
feuchten Zustand des Tragers in der Detektionszone
fixiert bleibt. Gelangt der mit dem markierten Antikor-
per gekoppelte Analyt in die Detektionszone, bindet
er in einer so genannten Sandwich-Reaktion mit dem
immobilisierten Antikdrper, was zu einer dauerhaften

Anfarbung der Detektionszone aufgrund der Partikel-
markierung flihrt. Ist kein Analyt in der Probenfliissig-
keit enthalten, erfolgt keine Bindung zwischen den
beiden beteiligten Antikdrpern, so dass der markierte
Antikérper durch die Detektionszone hindurchlauft
und sich keine Anfarbung der Detektionszone ein-
stellt.

[0004] Der Test ist fur eine Vielzahl von Analyten
einsetzbar. Von besonderer Bedeutung ist seine Ver-
wendung als Schwangerschaftstest zum Nachweis
von hCG.

[0005] Ein weiterer Lateral-Flow-Test ist aus der US
6,177,281 B1 bekannt. In einer ersten von dem Ana-
lyten passierten Zone ist ein spezifisch bindender An-
tikdrper immobilisiert. Stromabwarts ist ein zweiter,
markierter Antikdrper beweglich positioniert. Analyt-
molekile, die die Immobilisierungszone passieren
kénnen, werden von den zweiten Antikérpern gebun-
den und laufen mit diesen in eine Detektionszone, in
der sie zusammen mit den markierten Antikdrpern
von einer immobilisierten Detektionssubstanz festge-
halten werden. Um eine quantitative Analyse zu er-
moglichen, sind mehrere solcher Laufwege parallel
zueinander angeordnet, wobei unterschiedliche Men-
gen erster, immobilisierter Antikdrper verwendet wer-
den.

[0006] Nachteilig bei diesen bekannten Testvorrich-
tungen ist ihre geringe Sensitivitadt gegenuber gerin-
gen Analytkonzentrationen. Jedes Analyt-Moleklil
tragt nédmlich nur durch Bindung genau eines Markie-
rungspartikels zur Anfarbung der Detektionszone bei.
Fir Tests, bei denen Analyten nachgewiesen werden
mussen, die nur in geringen Konzentrationen vorlie-
gen, ist die bekannte Testvorrichtung daher ungeeig-
net.

[0007] Aus der US 3,817,837 ist ein enzymatisch
verstarktes Nachweisverfahren fir einen Analyten in
einer Probenflissigkeit bekannt. Dieses Verfahren
umfasst zunachst die Schritte des Bereitstellens der
folgenden Reaktionselemente:
— Ein selektiver Binder, der in der Lage ist, den
Analyten selektiv zu binden.
— Ein Komplex, gebildet aus einem Biomarker und
dem ersten, komplexierten Reporterpartner eines
zur Erzeugung eines optisch detektierbaren Sig-
nals wechselwirkenden Reporterpaares aus Re-
porterenzym und Reportersubstrat. Der Biomar-
ker ist dabei eine Substanz, die hinsichtlich der
Selektivitat der Bindungsfahigkeit des selektiven
Binders dem Analyten aquivalent ist. Dies schlief3t
die Mdglichkeit ein, Analytmolekiile selbst als Bio-
marker zu verwenden.
— Der zweite, freie Reporterpartner des Reporter-
paares.

[0008] Als Reporterpaar wird eine Paarung von En-
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zym und zugeordnetem Substrat bezeichnet, wobei
eine enzymatische Umsetzung des Reportersubst-
rats durch das Reporterenzym zu einem optisch de-
tektierbaren Signal, z.B. zu einer Anfarbung, fuhrt.
Der Komplex aus Biomarker und erstem Reporter-
partner ist so beschaffen, dass eine Bindung des se-
lektiven Binders mit dem Biomarker die enzymati-
sche Umsetzung des Reportersubstrats durch das
komplexierte Reporterenzym behindert, d.h. in ihrer
Effizienz reduziert oder vollstandig unterbindet. Bei
dem bekannten Verfahren werden sédmtliche Reakti-
onselemente zusammen mit der zu analysierenden
Probenflissigkeit in vorgegebener Reihenfolge und
in vorgegebenen Mengen in ein Reaktionsgefal® pi-
pettiert. Ist in der Probenflussigkeit Analyt enthalten,
konkurrieren die Analyt-Molekile mit den Biomar-
ker-Molekilen um Bindungsstellen des selektiven
Binders. Je mehr Analyt in der Probenflissigkeit ent-
halten ist, desto kleiner wird die Anzahl der Biomar-
ker/Reporterpartner-Komplexe, die mit einem selekti-
ven Binder-Molekil gekoppelt sind; umso geringer
fallt also die Beeintrachtigung der Wechselwirkung
zwischen Reporterenzym und Reportersubstrat aus,
was zu einem entsprechend starkeren optisch detek-
tierbaren Signal fuhrt.

[0009] Dieses bekannte Verfahren ist zwar sehr
sensitiv, da es zum einen einen kompetitiven Ansatz
wahlt und zum anderen einen Verstarkungseffekt
zeigt, da jedes Analyt-Molekil zu einer Vielzahl von
Substratumsetzungen beitragt; seine Anwendung ist
jedoch kompliziert und hangt von der korrekten Ein-
haltung der vorgegebenen Pipettier-Reihenfolge und
den vorgegebenen Pipettier-Mengen ab. Ein solcher
Test kann nur von geschultem Personal unter Labor-
bedingungen ausgefihrt werden. Fur den Hausge-
brauch durch Laien oder in Notfallsituationen unter
Zeitdruck und ohne optimale technische Ausristung
ist das bekannte Verfahren nicht einsetzbar.

[0010] Aus der gattungsbildenden DE 698 28 642
T2 ist eine Testvorrichtung bekannt, die in der Reak-
tionszone eines festen Tragers zwei raumlich ge-
trennte Oberflachen aufweist. Auf einer ersten Ober-
flache ist ein flr den Analyten spezifischer Antikérper
immobilisiert, an den ein Komplex aus einem zu dem
Analyten aquivalenten Biomarker und einem ersten
Partner eines Reporterpaares gebunden ist. Der
zweite Partner des Reporterpaares ist auf der zwei-
ten Oberflache immobilisiert. Nach Zugabe von den
Analyten enthaltender Flissigkeit verdrangt der Ana-
Iyt den Komplex kompetitiv von seiner Bindungsstelle
an dem Antikdrper. Der Komplex wird dann von dem
an der zweiten Oberflache immobilisierten zweiten
Partners des Reporterpaares abgefangen, wobei
eine Wechselwirkung zuwischen den Reporterpart-
nern zu einem detektierbaren Signal fuhrt. Obgleich
die genannte Druckschrift als Reporterpaar u.a. ein
Enzym/Substrat-System vorschlagt, werden nicht die
oben erlauterten Vorteile der enzymatischen Verstar-

kung genutzt, da die Immobilisierung des Komplexes
durch den abfangenden, zweiten Partner an der
zweiten Oberflache eine mehrfache Signalgebung
verhindert. Zudem ist der Aufbau der Vorrichtung, die
zwei getrennte aber nah beieinander liegende Ober-
flachen verlangt, aufwendig und daher teuer.

[0011] Eine ahnliche Testvorrichtung ist auch aus
der WO 91/05262 bekannt. Auch hier umfasst die
Vorrichtung einen in einer ersten Zone immobilisier-
ten Binder, an den ein dem Analyten aquivalenter Bi-
omarker, der mit einem signalgebenden Molekul
komplexiert ist, gebunden ist. Nach kompetitiver Ver-
drangung des Komplexes durch Zugabe von Analyt
wird der Komplex in einer zweiten Zone an einem
dort immobilisierten zweiten Binder gebunden. Die
Bindung des Komplexes in der ersten und der zwei-
ten Zone wirken unterschiedlich auf das Signalge-
bungsvemdgen des Komplexes, sodass das Vorlie-
gen von Analyt in der Probe durch Entstehung oder
Vernichtung des Signals nachgewiesen werden
kann.

[0012] Die US 5,332,679 offenbart einen nicht-kom-
petitiven Test.

[0013] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, eine gattungsgemalle Testvorrichtung derart
weiterzubilden, dass sensitivere Messungen durch-
fuhrbar werden.

[0014] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden
Erfindung ein kostenglinstiges Herstellungsverfahren
fur eine derartige Testvorrichtung anzugeben.

[0015] Es ist schlieBlich eine weitere Aufgabe der
vorliegenden Erfindung ein Testverfahren anzuge-
ben, das einfach anwendbar und gleichzeitig hoch
sensitiv ist.

[0016] Die erstgenannte Aufgabe wird in Verbin-
dung mit den Merkmalen des Oberbegriffs von An-
spruch 1 dadurch gel6st, dass eine Bindung des se-
lektiven Binders mit dem komplexierten Biomarker
die Wechselwirkung zwischen dem komplexierten
und dem freien Reporterpartner sterisch oder alloste-
risch behindert.

[0017] Die zweitgenannte Aufgabe wird mit den
Merkmalen des Oberbegriffs von Anspruch 30 geldst.

[0018] Die drittgenannte Aufgabe wird durch die
Merkmale des Anspruchs 50 gel0st.

[0019] Grundidee der vorliegenden Erfindung ist es,
ein dem bekannten Nachweisverfahren vergleichba-
res, hochsensitives Testverfahren mit den Handha-
bungsvorteilen des Lateral-Flow-Tests zu kombinie-
ren. Darlber hinaus stellt die vorliegende Erfindung
noch eine Vereinfachung gegeniber der Handha-
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bung und der Herstellung des Lateral-Flow-Tests dar,
indem samtliche Reaktionselemente in einer einzi-
gen Reaktionszone angeordnet sind. Dem Anwender
bleibt zum einen Wartezeit erspart, zum anderen fallt
auch die Unsicherheit weg, ob ein scheinbar negati-
ves Testergebnis eventuell auf eine Unterbrechung
von Kapillarstrémungen zuriuickzufiihren ist. Bei dem
bekannten Lateral-Flow-Test wird zu diesem Zweck
eine eigene Kontrollzone vorgeschlagen, die die Her-
stellung des Tests erheblich verkompliziert und damit
verteuert. AuBerdem wird die Handhabung deutlich
erleichtert, so dass das Fehlerpotential insbesondere
im Hinblick auf falsch-negative Ergebnisse, die bei
dem bekannten Lateral-Flow-Test z.B. bei versehent-
licher Benetzung der Detektionszone mit Probenflis-
sigkeit auftreten, wesentlich reduziert wird.

[0020] Wie erwahnt, kann der Biomarker der Analyt
selber sein. Dies stellt die groRtmégliche Aquivalenz
bezlglich der Bindung des selektiven Binders mit
dem in der Probenflissigkeit vorliegenden Analyten
sicher, kann jedoch im Hinblick auf die Synthese des
Komplexes schwierig und teuer sein. Haufig ist es da-
her gunstiger, statt des Analyten ein Fragment des
Analyten als Biomarker zu verwenden. Dabei handelt
es sich vorzugsweise um dasjenige Fragment, mit
welchem der selektive Binder bei seiner Bindung mit
dem Analyten in Wechselwirkung tritt. Als weitere Al-
ternative kbnnen Substanzen verwendet werden, die
Abschnitte aufweisen, welche der Bindungsstelle des
Analyten fur den selektiven Binder entsprechen oder
ihr ahnlich sind. Wichtig ist, dass der komplexierte Bi-
omarker und der freie Analyt fur den selektiven Bin-
der im Wesentlichen ununterscheidbar sind, so dass
eine echte Kompetitivitat zwischen komplexiertem Bi-
omarker und Analyt besteht.

[0021] Entsprechend der Vielzahl mdglicher Analy-
ten sind auch die Mdglichkeiten der Gestaltung des
Biomarkers weit gefachert. Es kann sich dabei insbe-
sondere um eine Nukleinsaure, ein Protein, ein Pep-
tid, eine niedermolekulare organische Verbindung,
ein Kohlenhydrat oder eine Kombination hieraus han-
deln.

[0022] Die Kopplung des Biomarkers zu einem
Komplex kann alternativ mit dem Reporterenzym
oder Reportersubstrat erfolgen. Als besonders glins-
tig hat sich die Kopplung des Biomarkers mit dem Re-
porterenzym zu dem Komplex erwiesen, da hierbei
zur Behinderung der enzymatischen Umsetzung des
Substrates sowohl sterische als auch allosterische
Effekte genutzt werden kdénnen. Als geeignete Re-
porterenzyme sind beispielsweise alkalische Phos-
phatase, Peroxidase, Glucose-Oxidase, B-Galactosi-
dase, Maltatdehydrogenase, Glucose-6-Phosphat-
dehydrogenase oder Lysozym geeignet. Je nach
konkreter Wahl des Reporterenzyms hat der Fach-
mann als Reportersubstrat das fir das jeweilige En-
zym "passende" Substrat zu wahlen.

[0023] Bei einer besonderen Variante des erfin-
dungsgemalien Tests ist das Reporterenzym aus we-
nigstens zwei Untereinheiten aufgebaut, die einzeln
enzymatisch nicht aktiv sind, und die auf dem trocke-
nen, porésen Trager getrennt vorliegen. Wenigstens
eine Untereinheit ist dabei nicht mit dem Biomarker
komplexiert. Eine Bindung des selektiven Binders mit
dem komplexierten Biomarker behindert bei dieser
Ausfihrungsform die enzymatische Umsetzungsre-
aktion indirekt, indem ein Binden der Enzym-Unterei-
nheiten zu einem aktiven Reporterenzym behindert
wird. Diese Ausfihrungsform ist insbesondere im
Hinblick auf eine einfache Herstellung des erfin-
dungsgemalien Tests vorteilhaft, wie weiter unten
detailliert erlautert werden soll.

[0024] Giinstigerweise wird die Kopplung der kom-
plexierten Reaktionskomponenten untereinander,
d.h. des Biomarkers mit dem komplexierten Repor-
terpartner, durch eine kovalente Bindung realisiert.
Die kovalente Bindung hat zum einen den Vorteil gro-
Rer Stabilitat, insbesondere auch wahrend des Kon-
taktes des Komplexes mit der Probenflissigkeit; zum
anderen stellt eine kovalente Bindung eine enge
Nachbarschaft der komplexierten Komponenten si-
cher, was insbesondere eine sterische Inhibition der
enzymatischen Reaktion durch den selektiven Binder
begtinstigt. Alternativ kdnnen jedoch auch andere
Komplexbildungsmechanismen angewandt werden.

[0025] Als selektiver Binder sind insbesondere ein
monoklonaler oder polyklonaler Antikérper, ein prote-
inogener Binder oder ein auf Nukleinsduren basie-
render Binder, insbesondere ein so genanntes Apta-
mer, geeignet. Die GroRRe des selektiven Binders ist
dabei nicht auf die zum Eingehen der selektiven Bin-
dung mit dem Biomarker bzw. dem Analyten erforder-
liche Struktur beschrankt; vielmehr kann der selekti-
ve Binder ein grof3volumiges Molekl sein oder mit ei-
nem grofRvolumigen Molekul gekoppelt sein, welches
mit dem Biomarker/Reporterpartner-Komplex in einer
die enzymatische Reaktion behindernder Weise
wechselwirkt.

[0026] Gunstigerweise liegt der selektive Binder auf
dem trockenen, porésen Trager in mit dem Biomarker
gebundener Form vor. Dies ist, wie weiter unten er-
ldutert werden soll, fir die Herstellung der erfin-
dungsgemalien Testvorrichtung besonders vorteil-
haft. Aus biochemischer Sicht kann dies jedoch nach-
teilig sein, da sich die Einstellung eines Gleichge-
wichts zwischen dem Analyten und dem komplexier-
ten Biomarker in Bezug auf die Bindung mit selekti-
ven Binder verzégern kann, was die Testdauer nach-
teilig verlangern wirde. In dieser Hinsicht gunstiger
kann es daher sein, wenn der selektive Binder auf
dem trockenen, porésen Trager separat von dem
komplexierten Biomarker vorliegt. Bei dieser Variante
starten der Biomarker und der Analyt ihre Konkurrenz
um Bindungsstellen des selektiven Binders aus der
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gleichen Ausgangssituation. Ein Gleichgewicht kann
sich daher schneller einstellen. Dies trifft insbesonde-
re zu, wenn zwischen dem selektiven Binder und
dem Analyten bzw. dem Biomarker eine stabile oder
gar irreversible Bindung etabliert wird.

[0027] Bei einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform der vorliegenden Erfindung ist vorgese-
hen, dass ein Reaktionselement der Gruppe aus se-
lektivem Binder, Komplex und zweitem Reporterpart-
ner auf dem pordsen Trager oder einem auf dem po-
rosen Trager festgelegten Zwischentrager immobili-
siert ist, so dass es auch im feuchten Zustand des po-
rosen Tragers in der Reaktionszone raumlich fixiert
ist. Diese Variante der erfindungsgeméaflen Testvor-
richtung bietet zwei Vorteile. Zum einen wird ein
"Ausbluten" der Komponenten aus der Reaktionszo-
ne vermieden. Zum anderen hat sich herausgestellt,
dass, insbesondere wenn der selektive Binder das
immobilisierte Reaktionselement ist, die Behinderung
der enzymatischen Umsetzung des Reportersubstra-
tes deutlich effizienter erfolgt als in dem Fall, in dem
samtliche Reaktionselemente im porésen Trager frei
beweglich sind. Als Grund hierfiir wird die Einschran-
kung der raumlichen Freiheitsgrade durch die Immo-
bilisierung angenommen durch welche die Reporter-
partner in ihren Moglichkeiten einer z.B. sterischen
Inhibition auszuweichen, eingeschrankt werden. Es
hat sich erwiesen, dass eine Immobilisierung, insbe-
sondere des selektiven Binders auf einem Zwischen-
trager, z.B. einem Glas-, Latex- oder Kunststoff-Be-
ad, zu einem ahnlichen Effekt fiihrt, wie die Immobili-
sierung auf der Oberflache des pordésen Tragers
selbst. Die Verwendung eines Zwischentragers kann
in Bezug auf das Herstellungsverfahren ginstig sein,
da die Herstellung z.B. von Antikérpern auf Beads all-
gemein bekannt ist und eine mechanische Fixierung
der Beads auf dem pordsen Trager keine techni-
schen Schwierigkeiten darstellt.

[0028] Vorzugsweise ist das immobilisierte Reakti-
onselement durch eine kovalente Bindung auf dem
porosen Trager oder dem Zwischentrager fixiert. Dies
fuhrt zu einer besonders stabilen Immobilisierung.
Dabei kann die kovalente Bindung zwischen dem Re-
aktionselement und einer reaktiven Gruppe auf der
Oberflache des pordsen Tragers oder des Zwischen-
tragers ausgebildet sein. Als reaktive Gruppen sind
insbesondere ein Saureester, ein Sdureanhydrid, ein
Saurehalogenid, ein Imid, ein Imidylester, ein Carbo-
xyl, ein Halogencarbonamid, ein Sulfonylhalogenid,
ein Isothiocyanat, ein Thiol, ein Pyrimidylsulfid, ein
Halogenacetyl, ein Hydroxyl, ein Halogenalkyl, ein
Phosphoramidit, ein Amin, ein Hydrazid, ein Azid, ein
Aryldiazo, ein Nitren, ein Aldehyd und/oder ein Keton
geeignet.

[0029] Dabei kdnnen zwischen dem immobilisierten
Reaktionselement und der reaktiven Gruppe eine
oder mehrere Linkerverbindungen geschaltet sein.

Als Linkerverbindungen sind u.a. insbesondere eine
Polyoxyalkyleinheit, eine aliphatische, eine cykloali-
phatische und/oder eine aromatische Einheit, jeweils
substituiert oder nicht substituiert, geeignet.

[0030] Alternativ zur kovalenten Bindung kann vor-
gesehen sein, dass das immobilisierte Reaktionsele-
ment durch eine nicht-kovalente Wechselwirkung
zwischen Paaren von Bricksubstanzen auf dem po-
résen Trager oder einem auf dem pordsen Trager
festgelegten Zwischentrager fixiert ist. Als Briicken-
substanzen sind beispielsweise komplementare Nu-
kleinsaurestrange, Streptavidin/Biotin, Avidin/Biotin,
Streptavidin/Streptag, MBP/Maltose, Protei-
nA-IgG/Antikdrper, Hexa-His-Tag/NTA, He-
xa-His-Tag/Anti-His-Antikdrper, Digoxigenin/Anti-Di-
goxogenin-Antikdrper und/oder GST/Glutathion ge-
eignet.

[0031] Auch bei dieser Variante kann die Verwen-
dung einer oder mehrerer Linkerverbindungen vorge-
sehen sein, die vorzugsweise zwischen dem pordsen
Trager oder dem Zwischentrager und den mit ihm ge-
koppelten Partner des Paares von Briickensubstan-
zen geschaltet sind. Als Linkerverbindungen sind u.a.
die bereits oben im Zusammenhang mit der kovalen-
ten Bindung des immobilisierten Reaktionselementes
genannten geeignet.

[0032] Vorzugsweise besteht der pordse Trager aus
Kunststoff wie etwa Polystyrol oder Polyester, Papier
oder einem anderen Zellulosederivat, Glas, Metall,
Silizium, Keramik oder einem Verbundmaterial hier-
aus.

[0033] Der pordse Trager ist vorzugsweise flachig
ausgebildet, kann jedoch auch als dreidimensionaler,
insbesondere spharischer Trager ausgebildet sein.
Bei beiden Varianten kann der Trager in einer vorteil-
haften Ausfuhrungsform an einer stabférmigen Halte-
vorrichtung angebracht sein. Mit einer solchen Vor-
richtung ist es moglich, zur Applikation der Proben-
flissigkeit in der Reaktionszone den Trager selbst in
die Probenflissigkeit zu tauchen.

[0034] Wie nachfolgend im Zusammenhang mit
dem erfindungsgemalen Herstellungsverfahren ein-
gehender erlautert werden soll, kann die Gefahr be-
stehen, dass einige Reaktionselemente vorzeitig mit-
einander reagieren. Bei einer vorteilhaften Weiterbil-
dung der Erfindung ist daher vorgesehen, dass we-
nigstens ein Reaktionselement der Gruppe aus se-
lektivem Binder, Komplex und zweitem Reporterpart-
ner gekapselt auf dem pordsen Trager vorliegt. Das
gekapselte Reaktionselement kann beispielsweise in
Kapseln aus Dextran oder aus Gelatine und/oder in
Liposom-Vesikeln eingeschlossen sein. Kapseln aus
Dextran oder Gelatine bieten sich insbesondere bei
Einrichtungen des erfindungsgemalfen Tests zur Un-
tersuchung wassriger Probenflissigkeiten an. Bei
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Kontakt mit der wassrigen Probenflissigkeit [6sen
sich solche Kapseln namlich auf und geben das ge-
kapselte Reaktionselement frei. Analoges gilt fur
Kapselung in Liposom-Vesikeln, wenn die Proben-
flissigkeit auf organischen Lésungsmitteln basiert.

[0035] Als zu kapselndes Reaktionselement kom-
men insbesondere der selektive Binder und/oder der
Komplex in Frage. In einem solchen Fall wird eine
vorzeitige Bindung zwischen selektivem Binder und
komplexiertem Biomarker zuverlassig verhindert.

[0036] Bei einer vorteilhaften Ausfiihrungsform der
Erfindung ist die gemeinsame Reaktionszone in eine
Mehrzahl benachbarter Subzonen aufgeteilt, von de-
nen jede ein oder mehrere Reaktionselemente der
Gruppe aus selektivem Binder, Komplex und zwei-
tem Reporterpartner tragt. Eine einzelne Subzone
kann dabei als eine das zugeordnete Reaktionsele-
ment bzw. mehrere zugeordnete Reaktionselemente
einschlieRende Gelatineschicht ausgebildet sein. Die
Gelatineschichten kdnnen Uber- oder nebeneinander
in der gemeinsamen Reaktionszone angeordnet
sein. Der dieser Ausfihrungsform zugrunde liegende
Gedanke ist wiederum eine Verhinderung einer vor-
zeitigen Reaktion mehrerer Reaktionselemente un-
tereinander. Dabei wird es als besonders glinstig an-
gesehen, den selektiven Binder und den Komplex in
unterschiedlichen Subzonen anzuordnen. Alternativ
zur Verwendung einer wasserldslichen Gelatine-
schicht kbnnen Subzonen auch als das zugeordnete
Reaktionselement bzw. die zugeordneten Reaktions-
elemente einschlieBende, flissigkeitspermeable Fil-
me ausgebildet sein. Solche Filme I6sen sich bei
Kontakt mit der Probenfliissigkeit nicht auf; die erlau-
ben jedoch ein Ausschwemmen der in ihnen enthal-
tenen Reaktionselemente, so dass diese gemeinsam
reagieren konnen. Alternativ kénnen die Subzonen
auch als Papierschichten ausgebildet sein, die mit
dem bzw. den zugeordneten Reaktionselement(en)
impragniert sind.

[0037] Zur Herstellung einer erfindungsgemalien
Testvorrichtung ist vorgesehen, zunachst, wie aus
dem eingangs erlauterten Nachweisverfahen nach
dem Stand der Technik bekannt, alle Reaktionsele-
mente, d.h. den selektiven Binder, den Komplex aus
Biomarker und erstem Reporterpartner sowie den
zweiten Reporterpartner bereitzustellen. Anstatt die-
se Reaktionselemente jedoch in LOsung vorzuhalten
und bei Bedarf in vorgeschriebenen Mengen und vor-
geschriebener Reihenfolge zu pipettieren, ist erfin-
dungsgemal’ vorgesehen, diese auf einem trocke-
nen, porésen Trager in einer gemeinsamen Reakti-
onszone auszubringen, so dass sie im trockenen Zu-
stand des Tragers auf diesem fixiert und wenigstens
zwei der Reaktionselemente im durch Aufbringen der
flissigen Probe feuchten Zustand des porésen Tra-
gers in diesem frei beweglich sind. Eine Aufbringung
von Reaktionselementen auf einem pordsen Trager,

so dass sie dort entweder dauerhaft immobilisiert
oder lediglich im trockenen Zustand fixiert und im
feuchten Zustand des Tragers frei beweglich sind, ist
technisch auf verschiedene, dem Fachmann teils be-
kannte, teils jedoch auch neuartige Weise machbar.
Allerdings wurde eine entsprechende Aufbringung
bislang nicht realisiert, weil Vorurteile der Fachwelt in
Bezug auf eine unvermeidbare, vorzeitige Reaktion
einzelner Komponenten miteinander dem entgegen-
standen. Insbesondere muss eine vorzeitige Umset-
zung des Reportersubstrates durch das Reporteren-
zym verhindert werden. Auch ist es bei manchen An-
wendungen erforderlich, den selektiven Binder und
den komplexierten Biomarker getrennt zu halten, um
bei Anwendung des Tests eine gleichberechtigte
Konkurrenzsituation zwischen dem Analyten und
dem komplexierten Biomarker zu schaffen, was im
Hinblick auf die Testdauer vorteilhaft sein kann.

[0038] Bei einer glinstigen Variante des erfindungs-
gemalen Herstellungsverfahrens ist vorgesehen,
dass der Schritt des Aufbringens mehrere Teilschritte
des Benetzens des pordsen Tragers mit Loésungen,
die jeweils ein oder mehrere in Losungsmittel geldste
Reaktionselemente enthalten, sowie wenigstens ei-
nen nachfolgenden Teilschritt des Trocknens um-
fasst. Dabei ist vorgesehen, dass in einem zeitlich
frGheren Teilschritt eine das Reporterenzym enthal-
tende, starker polare Lésung und in einem zeitlich
spateren Teilschritt eine das Reportersubstrat enthal-
tende, schwacher polare Losung verwendet wird. Die
Benetzung des pordsen Tragers kann beispielsweise
durch Tranken, Aufsprihen oder Aufdrucken erfol-
gen. Die Benetzungsschritte erfolgen somit sukzessi-
ve und mit absteigender Polaritat. Dies hat zur Folge,
dass zunachst das in wassriger Umgebung aktive
und gut I6sliche Enzym auf den porésen Trager auf-
gebracht wird.

[0039] Vorzugsweise erfolgt unmittelbar nach der
Aufbringung ein Trockenschritt, so dass das Enzym
z.B. durch Adhasionskrafte an den pordsen Trager
gekoppelt wird.

[0040] Wird in einem nachfolgenden Schritt das Re-
portersubstrat in wenig oder unpolarer Lésung, z.B.
Toluol, aufgebracht, kann das nur in wassriger Lo6-
sung aktive Reporterenzym das Reportersubstrat
nicht umsetzen. In einem anschlielenden Trock-
nungsschritt wird dann auch das Reportersubstrat
beispielsweise durch Adhasionskrafte am pordsen
Trager fixiert.

[0041] In &hnlicher Weise kann mit dem selektiven
Binder verfahren werden, sofern dieser nicht zusam-
men mit dem Komplex, ggf. bereits an diesen gebun-
den, aufgebracht wird.

[0042] Bei einer besonders vorteilhaften Wahl der
Reaktionselemente, bei der die enzymatische Um-
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setzung des Reportersubstrats durch die Bindung
des selektiven Binders mit dem Komplex aus Biomar-
ker und erstem Reporterpartner vollstandig oder na-
hezu vollstandig unterbunden wird, ist auch ein ein-
stufiges Herstellungsverfahren méglich, bei dem eine
alle Reaktionselemente enthaltende Lésung in der
Reaktionszone, z.B. durch Tranken, Aufspriihen oder
Aufdrucken aufgetragen wird.

[0043] Die Fixierung der Reaktionselemente durch
reine Trocknung wird in der Regel dazu fiihren, dass
die so fixierten Reaktionselemente im feuchten Zu-
stand des pordsen Tragers in diesem frei beweglich
sind. Da es sich jedoch, wie zuvor bereits erlautert,
als vorteilhaft erwiesen hat, insbesondere den selek-
tiven Binder fest an einer Matrix zu immobilisieren, so
dass er auch im feuchten Zustand des pordsen Tra-
gers raumlich fixiert bleibt, ist bei einer besonderen
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Herstel-
lungsverfahrens vorgesehen, dass die Immobilisie-
rung durch Ausbildung einer kovalenten Bindung zwi-
schen dem immobilisierten Reaktionselement und
dem pordsen Trager oder einem Zwischentrager er-
folgt. Dies kann direkt oder indirekt Uber reaktive
Gruppen auf der Oberflache des porésen Tragers so-
wie mit oder ohne Schaltung einer oder mehrerer Lin-
kerverbindungen zwischen dem immobilisierten Re-
aktionselement und der reaktiven Gruppe erfolgen.
Zur gunstigen Wahl reaktiver Gruppen bzw. Linker-
verbindungen wird auf die obige Erlauterung der er-
findungsgemafien Vorrichtung verwiesen.

[0044] Alternativ zur Immobilisierung durch kova-
lente Bindung kann vorgesehen sein, dass die Immo-
bilisierung durch eine nicht-kovalente Wechselwir-
kung zwischen Paaren von Brlickensubstanzen er-
folgt, wobei jeweils ein Partner des Paares von Bri-
ckensubstanzen mit dem Reaktionselement und der
andere Partner mit dem pordsen Trager oder Zwi-
schentrager gekoppelt wird. Auch hier kann die
Schaltung einer oder mehrerer Linkerverbindungen,
insbesondere zwischen dem porésen Trager oder
dem Zwischentrager und dem mit ihm gekoppelten
Partner des Paares von Briickensubstanzen vorge-
sehen sein. Bezlglich der glnstigen Wahl von Bru-
ckensubstanzen bzw. Linkerverbindungen wird auf
die obige Erlduterung der erfindungsgeméafien Vor-
richtung verwiesen.

[0045] Alternativ oder zusatzlich zu der Aufbringung
durch Benetzungsschritte mit Ldsungen abnehmen-
der Polaritat kann bei einer Weiterbildung des erfin-
dungsgemalien Herstellungsverfahrens vorgesehen
sein, dass vor dem Schritt des Aufbringens wenigs-
tens eines der Reaktionselemente gekapselt wird.
Hierzu kann das bzw. die zu kapselnden Reaktionse-
lemente in Kapseln aus Dextran oder Gelatine
und/oder in Liposom-Vesikeln eingeschlossen wer-
den. Hierdurch kann ebenfalls eine vorzeitige, uner-
wilnschte Reaktion einzelner Reaktionselemente

miteinander verhindert werden. Je nach Wahl des
Kapselmaterials wird der Fachmann selbstverstand-
lich darauf zu achten haben, dass bei der Aufbrin-
gung der Reaktionselemente auf den porésen Trager
das verwendete Ldsungsmittel die Verkapselung
nicht angreift.

[0046] Alternativ oder zusatzlich zu der Verkapse-
lung einzelner Reaktionselemente kann vorgesehen
sein, dass der Schritt des Aufbringens das Auftragen
einer Mehrzahl von Schichten in der gemeinsamen
Reaktionszone umfasst, wobei jede Schicht ein oder
mehrere Reaktionselemente enthalt. Insbesondere
die Einschlieung des Reportersubstrates und des
Reporterenzyms in unterschiedlichen Schichten ist
glunstig, um eine vorzeitige enzymatische Umset-
zung und damit eine Signalerzeugung bereits bei der
Herstellung zu verhindern. Auch die Aufbringung des
selektiven Binders in einer eigenen Schicht kann im
Hinblick auf die Schaffung einer gleichwertigen Aus-
gangssituation fur die Konkurrenz zwischen Analyt
und komplexiertem Biomarker um Bindungen mit
dem selektiven Binder winschenswert sein. Die
Schichten kénnen Uber und/oder nebeneinander in
der Reaktionszone angeordnet sein.

[0047] Beispielsweise kdnnen die Schichten als Ge-
latineschichten aufgetragen werden, die jeweils das
bzw. die zugeordneten Reaktionselemente einschlie-
Ren. Diese Variante ist besonders glinstig, da dabei
wahrend des gesamten Herstellungsverfahrens auf
wassriger Basis gearbeitet werden kann.

[0048] Alternativ kénnen die Schichten auch als
flissigkeitspermeable Filme aufgetragen werden.
Solche Filme I8sen sich bei Kontakt mit der Proben-
flissigkeit nicht notwendig auf, gestatten jedoch die
Durchmischung der Reaktionselemente bei Benet-
zung mit der Probenflussigkeit.

[0049] Zur Aufbringung solcher Filme, aber auch
von Schichten aus Gelatine oder anderen Matrixma-
terialien kénnen aus der Fotoindustrie zur Herstel-
lung von Colorfilmen bekannte Kaskadengussma-
schinen verwendet werden. Solche Maschinen er-
zeugen in einem einstufigen Arbeitsschritt mehr-
schichtige Strukturen, wobei die einzelnen Schichten
als hochviskose Gele aufgetragen werden, die unter-
schiedliche Fullstoffe — hier die unterschiedlichen Re-
aktionselemente — enthalten, wobei eine Durchmi-
schung der Schichten aufgrund ihrer Viskositat unter-
bleibt. Optional kann die Schichtenstruktur einem
nachfolgenden Trocknungsschritt unterworfen wer-
den.

[0050] Alternativ kdnnen auch unterschiedliche Pa-
pierschichten in der Reaktionszone aufgetragen wer-
den, die jeweils einzeln mit einem oder mehreren zu-
geordneten Reaktionselementen impragniert sind.
Bei dieser Variante des erfindungsgemalen Herstel-
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lungsverfahrens ist zwar eine grofere Anzahl von Ar-
beitsschritten erforderlich; diese sind jedoch jeweils
besonders einfach gestaltet, so dass insgesamt ein
sehr kostengtinstiges und technisch wenig aufwendi-
ges Herstellungsverfahren realisiert wird.

[0051] AufRer dem gleichen Aufbau aller Subzonen
ist auch eine Kombination von Subzonen unter-
schiedlicher Natur moglich. Eine besonders vorteil-
hafte Ausfuhrungsform des erfindungsgemafen Ver-
fahrens, die zu einer besonders vorteilhaften Ausfiih-
rungsform der erfindungsgemafen Vorrichtung fihrt
geht aus von einer Papierschicht, die mit einem ers-
ten Reaktionselement impragniert ist. Die Impragnie-
rung kann z.B. durch Tranken, Aufsprihen oder Auf-
drucken einer das erste Reaktionselement enthalten-
den Lésung erfolgen. Vorzugsweise nach Trocknung
der Papierschicht wird auf deren Oberseite eine ein
zweites Reaktionselement enthaltende Schicht, z.B.
eine Gelatineschicht oder ein flissigkeitspermeabler
Film, aufgetragen. AnschlieRend kann auf der Unter-
seite der Papierschicht eine weitere Schicht aufgetra-
gen werden, die ein drittes Reaktionselement enthalt.
In besonderen Fallen kann das dritte Reaktionsele-
ment auch mit dem zweiten Reaktionselement iden-
tisch sein. Naturlich ist es auch méglich, die Obersei-
te und die Unterseite der Papierschicht simultan zu
beschichten.

[0052] Die vorliegende Erfindung ermdglicht ein
neues und besonders vorteilhaftes Testverfahren
zum Nachweis eines Analyten in einer flissigen Pro-
be. Dieses Testverfahren umfasst das Bereitstellen
einer erfindungsgemafien Testvorrichtung, das Be-
feuchten der Reaktionszone mit der fllissigen Probe
und, nach Ablauf einer vorgegebenen Reaktionszeit,
das Detektieren des Vorliegens oder Nichtvorliegens
einer durch die Umsetzungsreaktion der Reporter-
partner erzeugten optischen Signals in der Reakti-
onszone. Dabei kann das Verfahren sowohl quantita-
tiv als auch nicht-quantitativ angewendet werden,
wobei zur quantitativen Bestimmung einer Analytkon-
zentration in der Probe ein gemessenes optisches Si-
gnal mit geeigneten Kalibrierwerten verglichen wird.

[0053] Die technische Realisierung der Signalde-
tektion hangt von der Natur des erzeugten Signals
ab. Viele Enzym/Substrat-Paare, die zum Nachweis
von Reaktionen verwendet werden, fihren zu einer
Anfarbung im Sinne einer Erhdhung der Absorption
fur Licht eines bestimmten Wellenlangenbereichs. Al-
ternativ kann die enzymatische Umsetzung des Sub-
strats auch zu einer Erzeugung bzw. Verstéarkung
oder zu einer Abschwachung eines Fluoreszenz-
oder Chemilumineszenzsignals fuhren. Je nach Art
des optischen Signals sind dem Fachmann geeigne-
te Detektionsmittel und -verfahren bekannt.

[0054] Weitere Merkmale und Vorteile der vorlie-
genden Erfindung ergeben sich aus der nachfolgen-

den, speziellen Beschreibung und den Zeichnungen.
[0055] Es zeigen

[0056] Fig. 1: eine schematische Darstellung einer
ersten biochemischen Variante der erfindungsgema-
Ren Testvorrichtung.

[0057] Fig. 2: eine schematische Darstellung einer
zweiten biochemischen Variante der erfindungsge-
mafen Testvorrichtung.

[0058] Fig. 3: eine schematische Darstellung einer
dritten biochemischen Variante der erfindungsgema-
Ren Testvorrichtung.

[0059] Fig. 4: eine schematische Darstellung einer
vierten biochemischen Variante der erfindungsgema-
Ren Testvorrichtung.

[0060] Fig. 5: eine erste Variante eines erfindungs-
gemalen Herstellungsverfahrens.

[0061] Fig.6: eine zweite Variante eines erfin-
dungsgemalen Herstellungsverfahrens.

[0062] Fig. 7: eine dritte Variante eines erfindungs-
gemalen Herstellungsverfahrens.

[0063] Fig. 8: eine schematische Schnittdarstellung
einer ersten Ausflihrungsform einer erfindungsgema-
Ren Vorrichtung.

[0064] Fig. 9: eine schematische Schnittdarstellung
einer zweiten Ausflihrungsform einer erfindungsge-
maRen Vorrichtung.

[0065] Fig. 10: eine schematische Schnittdarstel-
lung einer dritten Ausfliihrungsform einer erfindungs-
gemalen Vorrichtung.

[0066] Die Fig. 1-Fig. 4 zeigen unterschiedliche Va-
rianten eines mit der erfindungsgemafRen Testvor-
richtung durchfihrbaren biochemischen Testverfah-
rens. Der Aufbau der Darstellung ist in allen vier Figu-
ren derselbe. Teilbild | zeigt jeweils eine Ausgangssi-
tuation von Reaktionskomponenten, die auf einem
trockenen, pordsen Trager 10 fixiert sind. Teilbild lla
zeigt jeweils die Situation nach Zugabe einer analy-
thaltigen Probenflissigkeit. Teilbild llb zeigt jeweils
die Situation nach Zugabe einer analytfreien Proben-
flissigkeit. Die Reaktionskomponenten sind ein Re-
porterenzym E, welches unter Erzeugung eines op-
tisch detektierbaren Signals ein Reportersubstrat S
enzymatisch umsetzen kann. Eine weitere Reakti-
onskomponente ist ein selektiver Binder 12, der bei-
spielsweise als polyklonaler oder monoklonaler Anti-
korper, insbesondere als Fab-, Fab2-Fragment oder
als ein anderer rekombinanter Antikérper, wie etwa
ein "single chain"-Antikorper scFv ausgebildet sein
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kann. Die Verwendung anderer selektiver Binder, wie
etwa ein Aptamer ist ebenfalls moglich. Auch kann
der selektive Binder 12 mit einem voluminésen Mole-
kil derivatisiert sein, wobei das volumindse Molekdl
gegen die enzymatische Wirkung des Enzyms E inert
ist, jedoch fur die erwiinschte Behinderung der enzy-
matischen Umsetzung des Substrates S hilfreich ist.
Das voluminése Molekll kann beispielsweise ein
synthetisches Polymer, ein Dendrimer, ein Naturstoff,
eine Nukleinsaure, eine Peptidnukleinsdure (PNA),
ein Peptid, ein Protein, ein Lipid oder ein Kohlenhyd-
rat sein.

[0067] Alternativ oder zusatzlich kann auch das Re-
portersubstrat mit einem solchen voluminésen Mole-
kil gekoppelt sein.

[0068] Schliel3lich ist als weitere Reaktionskompo-
nente ein Biomarker B vorgesehen, der bezuglich
seiner Bindungsfahigkeit mit dem selektiven Binder
12 dem Analyten A dquivalent ist. Insbesondere kann
der Biomarker B selbst dem Analyten A entsprechen.

[0069] Die Fig. 1 bis Fiq. 4 stellen jeweils einen ty-
pischen Testablauf dar, wobei in die Reaktionszone
des in Teilbild | gezeigten porésen Tragers 10 eine
Probenflussigkeit, die mutmaRlich den Analyten A
enthalt, appliziert wird. Dies ist in den Zeichnungen
durch "A?" angedeutet.

[0070] Eig.1 zeigt eine Ausfuhrungsform, bei der
der Biomarker B mit dem Substrat S komplexiert ist.
Das heil¥t, es ist eine stabile und enge Bindung zwi-
schen dem Biomarker B und dem Substrat S etab-
liert. Eine weitere Besonderheit der Ausfuhrungsform
von Fig. 1 ist, dass der selektive Binder 12 im trocke-
nen Zustand des porésen Tragers bereits mit dem
komplexierten Biomarker B gebunden ist.

[0071] Bei Vorliegen von Analyt A in der applizierten
Probenflussigkeit konkurrieren Analyt-Molekule mit
Komplex-Molekulen um Bindungsstellen des selekti-
ven Binders 12. Dabei ist es erforderlich, dass die an-
fangliche Bindung des Binders mit dem Biomarker B
reversibel ist. Bei Uberschuss von Analyt A bindet der
Binder 12 den Analyten A in groRem Umfang, wah-
rend er den komplexierten Biomarker B freigibt.
Durch den Flussigkeitseintrag werden das Enzym E
und/oder der Komplex aus Biomarker B und Substrat
S aufgeschwemmt, so dass wenigstens eines dieser
Reaktionselemente im porésen Trager freibeweglich
ist. Dadurch kommt es zu einer enzymatischen Um-
setzung des Substrates S und in der Folge zu einem
optisch detektierbaren Signal.

[0072] Der Fall, dass in der Probenflissigkeit kein
Analyt vorliegt, ist in Teilbild IIb von Eig. 1 dargestellt.
Hier werden zwar das Enzym E und/oder der Kom-
plex durch den Flissigkeitseintrag aufgeschwemmt,
so dass wenigstens eines dieser Elemente im poro-

sen Trager freibeweglich ist; gleichwohl kommt es
nicht zu einer enzymatischen Umsetzung des Subst-
rates S, da eine Wechselwirkung zwischen dem En-
zym E und dem komplexierten Substrat S durch den
an den Biomarker gebundenen Binder 12 behindert
wird. Im schematisch dargestellten Fall ist diese Be-
hinderung eine vollstandige Unterdriickung der enzy-
matischen Wirkung aufgrund einer sterischen Inhibi-
tion. Bei anderen Ausgestaltungen kénnen auch allo-
sterische Effekte benutzt werden. Insbesondere bei
der sterischen Inhibition ist die zuvor erwahnte Deri-
vatisierung des Binders 12 mit einem volumindsen
Molekdl hilfreich.

[0073] Fig. 2 zeigt eine ahnliche Ausgangssituation
wie Fig. 1, jedoch mit dem Unterschied, dass der Bin-
der 12 im trockenen Zustand des pordsen Tragers
separat von dem Biomarker B vorliegt. Dies hat den
Vorteil, dass die kompetitive Reaktion von Analyt A
und komplexiertem Biomarker B um die Bindungs-
stellen des selektiven Binders 12 von einer einheitli-
chen Ausgangssituation starten. Dies kann zu einer
Beschleunigung der Einstellung des Gleichgewichtes
und damit zu einer Verklrzung der Testdauer fihren.
AuBerdem ist diese Variante auch geeignet, wenn die
Bindung zwischen dem Binder 12 und dem Analyten
bzw. dem Biomarker nicht oder nur wenig reversibel
ist.

[0074] Die Eig.3 und Eig. 4 zeigen eine andere
grundlegende Variante der vorliegenden Erfindung,
wobei der Biomarker B nicht mit dem Substrat S son-
dern mit dem Enzym E komplexiert ist. In Eig. 2 ist
der Binder 12 bereits im trockenen Zustand des poro-
sen Tragers mit diesem Komplex gekoppelt, wahrend
er bei der Variante von Fig. 4 im trockenen Zustand
des porésen Tragers separat vorliegt. Im Ubrigen er-
folgt die Reaktion analog zu den oben im Zusammen-
hang mit den Eig. 1 und Fig. 2 erlauterten Reaktio-
nen.

[0075] Fig. 5 zeigt eine erste Ausflihrungsform ei-
nes erfindungsgemalfen Herstellungsverfahrens fir
eine erfindungsgemale Testvorrichtung. Hierzu wird
in einem ersten Schritt ein poréser Trager 10 in einer
wassrigen Losung getrankt, in der das Enzym E vor-
liegt. Anstelle einer Trankung kann die Lésung auch
aufgespriht oder aufgedruckt werden. In einem an-
schliefenden, nicht eigens dargestellten Trocken-
schritt wird das Enzym E an der Oberflache des po-
rosen Tragers durch Adhasionskrafte fixiert. Dies
kann durch geeignete Oberflachenbeschichtung des
porGsen Tragers unterstitzt werden. In einem nach-
folgenden Schritt, der in Fig. 5b dargestellt ist, wird
der porose Trager 10 erneut getrankt, wobei hierzu
eine Toluol-Lésung eines mit dem Biomarker B kom-
plexierten Substrates S verwendet wird. In der unpo-
laren Toluol-Lésung ist das Enzym nicht aktiv, so
dass bei diesem zweiten Verfahrensschritt keine en-
zymatische Umsetzung des Substrates erfolgen
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kann. Ein anschlieRender Trocknungsschritt fixiert
den Komplex auf dem pordsen Trager. In einem wei-
teren, nicht dargestellten Schritt ist noch der selektive
Binder auf dem pordsen Trager zu fixieren. Dies kann
vor, zwischen oder nach den in Fig. 5 dargestellten
Schritten erfolgen, wobei vorzugsweise eine weitere
Polaritatsabstufung des verwendeten Losungsmittels
erfolgt, so dass eine vorzeitige Bindung des Binders
mit dem Biomarker B verhindert wird.

[0076] Fig.6 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform
des erfindungsgemaRen Herstellungsverfahrens.
Hierbei wird der pordse Trager 10 in einer Flissigkeit
getrankt, in der samtliche Reaktionselemente, d.h. im
dargestellten Fall das Enzym E, den Binder 12 und
einen Komplex aus Substrat S und Biomarker B ent-
halt. Zur Verhinderung einer vorzeitigen Reaktion der
einzelnen Elemente untereinander sind bei der dar-
gestellten Ausflhrungsform das Enzym E und der
Binder 12 gekapselt. Beispielhaft fir derartige Kap-
selungen ist bei dem Binder 12 eine Kapselung in Li-
posom-Vesikeln und bei dem Enzym E in einer Gela-
tine- oder Dextrankapsel dargestellt. Bei der prakti-
schen Anwendung werden vorzugsweise flur beide
gekapselten Elemente gleichartige Kapselungen ver-
wendet. Anderenfalls sollte die Auftragung in mehre-
ren Schritten, jeweils mit geeigneten Lésungsmitteln
erfolgen.

[0077] FEig.7 stellt eine weitere Ausflihrungsform
des erfindungsgemafen Herstellungsverfahrens dar.
Dabei werden mit Hilfe einer Kaskadengussmaschi-
ne von der lediglich Extruderelemente 14, 16, 18 dar-
gestellt sind, mehrere hoch viskose Schichten 24, 26,
28 aufgetragen, die jeweils eines der Reaktionsele-
mente (selektiver Binder, Komplex aus Biomarker
und erstem Reporterpartner, zweiter Reporterpart-
ner) einschlie®en. Durch die hohe Viskositat ist ein
Austausch zwischen den Schichten und somit eine
vorzeitige Reaktion der Reaktionselemente ausge-
schlossen. Die Schichten 24, 26, 28 kdénnen so aus-
gestaltet sein, dass sie sich bei Eintrag der Proben-
flissigkeit aufldsen; alternativ kdnnen sie auch als
flissigkeitspermable Filme ausgebildet sein.

[0078] Fig.8 zeigt einen schematischen Quer-
schnitt durch eine erfindungsgemafie Testvorrich-
tung, wie sie beispielsweise mittels eines Herstel-
lungsverfahrens gemaR Fig. 7 erzeugt wird. Auf ei-
nem pordsen Trager 10 sind Ubereinander mehrere
Schichten 24, 26, 28 aufgetragen, die jeweils ein Re-
aktionselement enthalten. Fig. 9 zeigt eine weitere
Ausfuhrungsform einer erfindungsgemafRen Testvor-
richtung, wobei eine Reaktionszone 20 auf einem po-
résen Trager 10 in mehrere Subzonen 20a, 20b und
20c unterteilt ist, die jeweils ein Reaktionselement
enthalten. Bei der Ausfuhrungsform von Eig. 9 sind
die Grenzen zwischen den Subzonen gestrichelt dar-
gestellt, um anzudeuten, dass eine derartige Unter-
teilung der Reaktionszone nicht zwingend erforder-

lich ist. Bei geeigneter Aufbringung der einzelnen Re-
aktionselemente, etwa in gekapselter Form, kann die
Reaktionszone 20 auch einheitlich gestaltet sein.

[0079] SchlieBlich zeigt Fig. 10 eine weitere Aus-
fuhrungsform einer erfindungsgemalfen Testvorrich-
tung, wobei der porése Trager als dreidimensionales
spharisches Gebilde ausgestaltet ist, welches mit ei-
ner stabférmigen Haltevorrichtung 22 verbunden ist.
Die Reaktionszone 20 umschliel3t die gesamt Ober-
flache des spharischen Tragers 10, wobei die gestri-
chelte Linie wiederum andeutet, dass eine Untertei-
lung in Subzonen (hier zwei Subzonen 20a und 20b)
optional ist.

[0080] Naturlich stellen die in der speziellen Be-
schreibung und in den Figuren gezeigten Ausfuh-
rungsformen nur illustrative Beispiele der vorliegen-
den Erfindung dar. Insbesondere hinsichtlich der
raumlichen Gestaltung des pordsen Tragers, der
Wahl der Materialien fur den Trager sowie die Wahl
und Gestaltung der Reagenzien ist dem Fachmann
ein breites Spektrum an Méglichkeiten an Hand ge-
geben. Inshesondere die im Einzelnen zugrunde ge-
legte Biochemie ist an die konkreten Erfordernisse
beim Nachweis eines speziellen Analyten anzupas-
sen.

Patentanspriiche

1. Testvorrichtung zum Nachweis eines in einer
Probenflissigkeit enthaltenen Analyten (A), umfas-
send einen trockenen pordsen Trager (10), auf dem
in einer Reaktionszone angeordnet sind:
ein selektiver Binder (12), der in der Lage ist, nach
Befeuchtung des Tragers (10) mit der Probenflissig-
keit den Analyten (A) selektiv zu binden,
ein Komplex, gebildet aus einem Biomarker (B) und
dem ersten, komplexierten Reporterpartner eines zur
Erzeugung eines optisch detektierbaren Signals
wechselwirkenden Reporterpaares aus Reporteren-
zym (E) und Reportersubstrat (S),
sowie der zweite, freie Reporterpartner des Reporter-
paares,
wobei der Biomarker (B) hinsichtlich der Selektivitat
der Bindungsfahigkeit des selektiven Binders (12)
dem Analyten (A) &quivalent und zu diesem kompeti-
tiv ist,
dadurch gekennzeichnet, dass
eine Bindung des selektiven Binders (12) mit dem
komplexierten Biomarker (B) die Wechselwirkung
zwischen dem komplexierten und dem freien Repor-
terpartner sterisch oder allosterisch behindert.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Biomarker (B) eine Nuklein-
saure, ein Protein, ein Peptid, eine niedermolekulare
organische Verbindung, ein Kohlenhydrat oder eine
Kombination hieraus ist.
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3. Vorrichtung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass der kom-
plexierte Reporterpartner das Reporterenzym (E) ist.

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Reporterenzym (E) aus we-
nigstens zwei Untereinheiten aufgebaut ist, die ein-
zeln enzymatisch nicht aktiv sind und die auf dem tro-
ckenen, porésen Trager (10) getrennt vorliegen und
von denen wenigstens eine nicht mit dem Biomarker
(B) komplexiert ist, wobei eine Bindung des selekti-
ven Binders (12) mit dem komplexierten Biomarker
(B) ein Binden der Untereinheiten zu einem aktiven
Reporterenzym (E) behindert.

5. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der komplexierte Reporterpart-
ner das Reportersubstrat (S) ist.

6. Vorrichtung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass das Re-
porterenzym (E) alkalische Phosphatase, Peroxida-
se, Glucose-Oxidase, B-Galactosidase, Malatdehyd-
rogenase, Glucose-6-Phosphatdehydrogenase oder
Lysozym ist.

7. Vorrichtung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass der selek-
tive Binder (12) ein monoklonaler oder polyklonaler
Antikorper, ein proteinogener Binder (12) oder ein auf
Nukleinsauren basierender Binder (12) ist.

8. Vorrichtung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass der selek-
tive Binder (12) auf dem trockenen, pordsen Trager
(10) in mit dem Biomarker (B) gebundener Form vor-
liegt.

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, dass der selektive Binder
(12) auf dem trockenen, porésen Trager (10) separat
von dem Biomarker (B) vorliegt.

10. Vorrichtung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass ein Reak-
tionselement der Gruppe aus selektivem Binder (12),
Komplex und zweitem Reporterpartner auf dem poré6-
sen Trager (10) oder einem auf dem porésen Trager
(10) festgelegten Zwischentrager immobilisiert ist,
wobei es auch im feuchten Zustand des pordsen Tra-
gers (10) in der Reaktionszone (20) raumlich fixiert
ist.

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das immobilisierte Reaktionsele-
ment durch eine kovalente Bindung auf dem porésen
Trager (10) oder dem Zwischentrager fixiert ist.

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die kovalente Bindung zwischen

dem Reaktionselement und einer reaktiven Gruppe
auf der Oberflache des porésen Tragers (10) oder
des Zwischentragers ausgebildet ist.

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die reaktive Gruppe ein Saurees-
ter, ein Sdureanhydrid, ein Sdurehalogenid, ein Imid,
ein Imidylester, ein Carboxyl, ein Halogencarbona-
mid, ein Sulfonylhalogenid, ein Isothiocyanat, ein Thi-
ol, ein Pyrimidylsulfid, ein Halogenacetyl, ein Hydro-
xyl, ein Halogenalkyl, ein Phosphoramidit, ein Amin,
ein Hydrazid, ein Azid, ein Aryldiazo, ein Nitren, ein
Aldehyd und/oder ein Keton umfasst.

14. Vorrichtung nach einem der Anspriche 12
oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen
dem immobilisierten Reaktionselement und der reak-
tiven Gruppe eine oder mehrere Linkerverbindungen
geschaltet sind.

15. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis
10, dadurch gekennzeichnet, dass das immobilisierte
Reaktionselement durch eine nicht-kovalente Wech-
selwirkung zwischen Paaren von Briickensubstan-
zen auf dem pordsen Trager (10) oder einem auf dem
porésen Trager (10) festgelegten Zwischentrager fi-
xiert ist.

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Paare von Brickensubstan-
zen komplementare Nukleinsaurestrange, Streptavi-
din/Biotin, Avidin/Biotin, Streptavidin/Streptag,
MBP/Maltose, ProteinA-IgG/Antikérper, He-
xa-His-Tag/NTA, Hexa-His-Tag/Anti-His-Antikdrper,
Digoxigenin/Anti-Digoxogenin-Antikdrper  und/oder
GST/Glutathion umfassen.

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15
oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen
dem pordsen Trager (10) oder dem Zwischentrager
und dem mit ihm gekoppelten Partner des Paares
von Briickensubstanzen eine oder mehrere Linker-
verbindungen geschaltet sind.

18. Vorrichtung nach einem der Anspriche 14
oder 17, dadurch gekennzeichnet, dass die eine oder
mehrere Linkerverbindungen eine Polyoxyalkylein-
heit, eine aliphatische, eine cykloaliphatische
und/oder eine aromatische Einheit, jeweils substitu-
iert oder nicht substituiert, umfassen.

19. Vorrichtung nach einem der Anspruche 10 bis
18, dadurch gekennzeichnet, dass als Zwischentra-
ger Glas-, Kunststoff- oder Latex-Beads vorgesehen
sind.

20. Vorrichtung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass der poroé-
se Trager (10) aus Kunststoff, Papier oder anderen
Zellulosederivaten, Glas, Metall, Silizium oder Kera-
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mik oder einem Verbundmaterial hieraus besteht.

21. Vorrichtung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass der poro-
se Trager (10) dreidimensional, insbesondere spha-
risch ausgebildet ist.

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der dreidimensionale Trager (10)
auf einer stabformigen Haltevorrichtung angebracht
ist.

23. Vorrichtung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass wenigs-
tens ein Reaktionselement der Gruppe aus selekti-
vem Binder (12), Komplex und zweitem Reporter-
partner gekapselt auf dem pordsen Trager (10) vor-
liegt.

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das gekapselte Reaktionsele-
ment in Kapseln aus Dextran oder aus Gelatine
und/oder in Liposom-Vesikeln eingeschlossen ist.

25. Vorrichtung nach einem der vorangehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass die ge-
meinsame Reaktionszone (20) in eine Mehrzahl von
benachbarten Subzonen (24, 26, 28; 20a, 20b, 20c)
aufgeteilt ist, von denen jede ein oder mehrere Reak-
tionselemente der Gruppe aus selektivem Binder
(12), Komplex und zweitem Reporterpartner tragt.

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, dadurch ge-
kennzeichnet, dass wenigstens eine Subzone (24,
26, 28) als eine das oder die zugeordnete(n) Reakti-
onselement(e) einschlielende Gelatineschicht aus-
gebildet ist.

27. Vorrichtung nach einem der Anspriche 25
oder 26, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens
eine Subzone (24, 26, 28) als ein das oder die zuge-
ordnete(n) Reaktionselement(e) einschlielender,
flissigkeitspermeabler Film ausgebildet ist.

28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 25 bis
27, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens eine
Subzone (24, 26, 28) als eine mit dem oder den zu-
geordneten Reaktionselement(en) impragnierte Pa-
pierschicht ausgebildet ist.

29. Vorrichtung nach Anspruch 28, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Reaktionszone (20) eine mit
einem ersten Reaktionselement impragnierte Papier-
schicht umfasst, die auf ihrer Oberseite mit einer ein
zweites Reaktionselement enthaltenden Schicht
und/oder auf ihrer Unterseite mit einer ein drittes Re-
aktionselement enthaltenden Schicht beschichtet ist.

30. Verfahren zum Herstellen einer Testvorrich-
tung zum Nachweis eines in einer Probenflissigkeit

enthaltenen Analyten (A), umfassend die Schritte des
Bereitstellens der folgenden Reaktionselemente:

— einen selektiven Binder (12), der in der Lage ist,
den Analyten (A) selektiv zu binden,

— einen Komplex, gebildet aus einem Biomarker (B)
und dem ersten, komplexierten Reporterpartner ei-
nes zur Erzeugung eines optisch detektierbaren Sig-
nals wechselwirkenden Reporterpaares aus Repor-
terenzym (E) und Reportersubstrat (S),

— den zweiten, freien Reporterpartners des Reporter-
paares,

wobei der Biomarker (B) hinsichtlich der Selektivitat
der Bindungsfahigkeit des selektiven Binders (12)
dem Analyten (A) &quivalent und zu diesem kompeti-
tiv ist

und wobei eine Bindung des selektiven Binders (12)
mit dem komplexierten Biomarker (B) die Wechsel-
wirkung zwischen dem komplexierten und dem freien
Reporterpartner sterisch oder allosterisch behindert,
wobei das Verfahren weiter den Schritt des Aufbrin-
gens aller Reaktionselemente in einer gemeinsamen
Reaktionszone (20) auf einem porésen Trager (10)
umfasst,

wobei sie im trockenen Zustand des Tragers (10) auf
diesem fixiert und wenigstens zwei der Reaktionsele-
mente im durch Aufbringen der flissigen Probe
feuchten Zustand des pordsen Tragers (10) in die-
sem frei beweglich sind.

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Schritt des Aufbringens meh-
rere Teilschritte des Benetzens des pordsen Tragers
(10) mit Lésungen, die jeweils ein oder mehrere in
Lésungsmittel geldste Reaktionselemente enthalten,
sowie wenigstens einen nachfolgenden Teilschritt
des Trocknens umfasst, wobei in einem zeitlich fri-
heren Teilschritt eine das Reporterenzym (E) enthal-
tende, starker polare Lésung und in einem zeitlich
spateren Teilschritt eine das Reportersubstrat (S)
enthaltende, schwacher polare Lésung verwendet
wird.

32. Verfahren nach einem der Ansprtiche 30 oder
31, dadurch gekennzeichnet, dass die Benetzung
des pordsen Tragers (10) durch Tranken, Aufsprihen
oder Aufdrucken erfolgt.

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 30 bis
32, dadurch gekennzeichnet, dass ein Reaktionsele-
ment derart auf dem pordsen Trager (10) oder einem
auf dem pordsen Trager (10) festgelegten Zwischen-
trager immobilisiert wird, dass es auch im feuchten
Zustand des porosen Tragers (10) raumlich fixiert
bleibt.

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Immobilisierung durch Ausbil-
den einer kovalenten Bindung zwischen dem immo-
bilisierten Reaktionselement und dem pordésen Tra-
ger (10) oder Zwischentrager erfolgt.
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35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die kovalente Bindung zwischen
dem Reaktionselement und einer reaktiven Gruppe
auf der Oberflache des pordsen Tragers (10) oder
des Zwischentragers ausgebildet wird.

36. Verfahren nach Anspruch 35, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die reaktive Gruppe ein Saurees-
ter, ein Saureanhydrid, ein Saurehalogenid, ein Imid,
ein Imidylester, ein Carboxyl, ein Halogencarbona-
mid, ein Sulfonylhalogenid, ein Isothiocyanat, ein Thi-
ol, ein Pyrimidylsulfid, ein Halogenacetyl, ein Hydro-
xyl, ein Halogenalkyl, ein Phosphoramidit, ein Amin,
ein Hydrazid, ein Azid, ein Aryldiazo, ein Nitren, ein
Adlehyd und/oder ein Keton umfasst.

37. Verfahren nach einem der Anspriiche 35 oder
36, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen dem im-
mobilisierten Reaktionselement und der reaktiven
Gruppe eine oder mehrere Linkerverbindungen ge-
schaltet werden.

38. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Immobilisierung durch eine
nicht-kovalente Wechselwirkung zwischen Paaren
von Bruckensubstanzen erfolgt, wobei jeweils ein
Partner eines Paares von Briickensubstanzen mit
dem Reaktionselement und der andere Partner mit
dem pordsen Trager (10) oder Zwischentrager ge-
koppelt wird.

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Paare von Briickensubstan-
zen komplementare Nukleinsaurestrange, Streptavi-
din/Biotin,  Avidin/Biotin, Streptavidin/Streptag,
MBP/Maltose, ProteinA-lgG/Antikorper, He-
xa-His-Tag/NTA, Hexa-His-Tag/Anti-His-Antikorper,
Digoxigenin/Anti-Digoxogenin-Antikdrper  und/oder
GST/Glutathion umfassen.

40. Verfahren nach einem der Anspriiche 38 oder
39, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen dem po-
rosen Trager (10) oder dem Zwischentrager und dem
mit ihm gekoppelten Partner des Paares von Bri-
ckensubstanzen eine oder mehrere Linkerverbindun-
gen geschaltet werden.

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 37 oder
40, dadurch gekennzeichnet, dass die eine oder
mehrere Linkerverbindungen eine Polyoxyalkylein-
heit, eine aliphatische, eine cykloaliphatische
und/oder eine aromatische Einheit, jeweils substitu-
iert oder nicht substituiert, umfassen.

42. Verfahren nach einem der Anspriche 30 bis
41, dadurch gekennzeichnet, dass vor dem Schritt
des Aufbringens wenigstens eines der Reaktionsele-
mente gekapselt wird.

43. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch ge-

kennzeichnet, dass das gekapselte Reaktionsele-
ment in Kapseln aus Dextran oder aus Gelatine
und/oder in Liposom-Vesikeln eingeschlossen wird.

44. Verfahren nach einem der Anspriche 30 bis
43, dadurch gekennzeichnet, dass der Schritt des
Aufbringens das Auftragen einer Mehrzahl von
Schichten in der gemeinsamen Reaktionszone (20)
umfasst, wobei jede Schicht ein oder mehrere Reak-
tionselemente enthalt.

45. Verfahren nach Anspruch 49, dadurch ge-
kennzeichnet, dass wenigstens eine der Schichten
als das oder die zugeordnete(n) Reaktionsele-
ment(e) einschlieBende Gelatineschicht aufgetragen
wird.

46. Verfahren nach einem der Anspriche 44 oder
45, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens eine
der Schichten als das oder die zugeordnete(n) Reak-
tionselement(e) einschliefender, flissigkeitsperme-
abler Film aufgetragen wird.

47. Verfahren nach einem der Anspriiche 45 oder
46, dadurch gekennzeichnet, dass die Schichten mit-
tels einer Kaskadengussmaschine aufgetragen wer-
den.

48. Verfahren nach einem der Anspriiche 44 bis
47, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens eine
der Schichten als mit dem oder den zugeordneten
Reaktionselement(en) impragnierte Papierschicht
aufgetragen wird.

49. Verfahren nach Anspruch 48, dadurch ge-
kennzeichnet, dass eine mit einem ersten Reaktions-
element impragnierte Papierschicht auf ihrer Ober-
seite mit einer ein zweites Reaktionselement enthal-
tenden Schicht und/oder auf ihrer Unterseite mit einer
ein drittes Reaktionselement enthaltenden Schicht
beschichtet wird.

50. Testverfahren zum Nachweis eines Analyten
(A) in einer flissigen Probe, umfassend die Schritte:
— Bereitstellen einer Testvorrichtung nach einem der
Anspruche 1 bis 29,

— Befeuchten der Reaktionszone (20) mit der fllssi-
gen Probe,

— nach Ablauf einer vorgegebenen Reaktionszeit,
Detektieren des Vorliegens oder Nichtvorliegens ei-
nes durch die Umsetzungsreaktion der Reporterpart-
ner erzeugten optischen Signals in der Reaktionszo-
ne (20).

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch ge-
kennzeichnet, dass bei Vorliegen des optischen Sig-
nals eine quantitative Bestimmung einer Konzentrati-
on des Anlayten in der Probe durch Vergleich mit Ka-
librierwerten erfolgt.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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