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(57) Analysegerat mit einer Probenbehélterein-
heit (1) aus einem Probenbehélter zur Auf-
nahme einer im Wesentlichen fllissigen
Probe und Markierung der in der Probe
enthaltenen Partikel, mit einem Deckel zum
flissigkeitsdichten VerschlieRen des Pro-
benbehélters ; einer Messzelleneinheit (4),
welche mit dem Probenbehadlter lber einen
Abfluss in Fluidverbindung steht, welche
Messzelleneinheit einen fliissigkeitsleiten-
den Kanal aufweist, wobei mindestens eine
Kanalwand zumindest teilweise transparent
ausgebildet ist; einer Trégereinheit (10),

welche Mittel zum kontaktlosen Transport

und/oder Aufkonzentrierung von in der &
Probenfliissigkeit enthaltenen markierten —Atp %,
Partikeln aufweist; sowie mit einer opti- il Z“)j W s \ /4
schen Einheit (20) zur spektroskopischen o

und/oder mikroskopischen Erfassung der 20/' 26

markierten Partikel, mit mindestens einer [—I 22

Lichtquelle (19, 21) zum Anregen der mar-
kierten Partikel in der Probe.
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Zusammenfassung:

Analysegerat mit einer Probenbehaltereinheit (1) aus einem
Probenbehilter zur Aufnahme einer im Wesentlichen fllissigen
Probe und Markierung der in der Probe enthaltenen Partikel,
mit einem Deckel zum flUssigkeitsdichten Verschlieffen des Pro-
benbehalters; einer Messzelleneinheit (4), welche mit dem Pro-
benbehilter tber einen Abfluss in Fluidverbindung steht, wel-
che Messzelleneinheit einen flussigkeitsleitenden Kanal auf-
weist, wobei mindestens eine Kanalwand zumindest teilweise
transparent ausgebildet ist; einer Tragereinheit (10), welche
Mittel =zum kontaktlosen Transport und/oder Aufkonzentrierung
von in der Probenfliissigkeit enthaltenen markierten Partikeln
aufweist; sowie mit einer optischen Einheit (20) zur spektro-
skopischen und/oder mikroskopischen Erfassung der markierten
Partikel, mit mindestens einer Lichtquelle (19, 21) zum Anre-

gen der markierten Partikel in der Probe.

(Fig. 5)
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Die Erfindung betrifft ein Analysegerat zur guantitativen
und/oder qualitativen Analyse. von Partikeln in einer im We-
sentlichen flussigen Probe sowie ein Verfahren zur Durchfuh-
rung der Analyse unter Verwendung des zuvor genannten Gerates.

Es ist bekannt, Partikel, wie beispielsweise Zellen, in
Flussigkeiten fluoreszenzspektroskopisch zu analysieren. Im
Folgenden umfasst der Begriff Partikel biologische Zellen ver-
schiedener Herkunft oder gegebenenfalls Feststoffe oder Mole-
kiile. Fur die Analyse werden flissige Proben mit einem Farb-
stoff, z.B. mit einzelnen proteomischen Markern, versetzt, die
sich an den Partikeln in der Probe anlagern. Es ist auch be-
kannt, mit diesen Verfahren die Erkennung und Quantifizierung
von Tumorzellen in verschiedenen Korperfliussigkeiten, z.B. in

Harn, vorzunehmen. Die Dbekannten Verfahren besitzen die

Nachteile, dass sie langer als 50 Minuten dauern, bis ein auf-
bereitetes Probenpraparat vorliegt und viele einzelne Arbeits-
schritte bendtigt werden, die nur vom Fachpersonal durchge-
fuhrt werden kénnen. Ferner ist dabei der Einsatz unterschied-
lichster Gerate erforderlich, deren Bedienung ebenfalls beson-

ders geschultes Personal erfordert.




Die Erfindung zielt darauf ab, ein Analysegerat sowie ein
verfahren zu schaffen, welche es ermdglichen, die Analysezeit
zum quantitativen und qualitativen Erkennen vorbestimmter Par-
tikel in einer Fliussigkeit gegenlber bekannten Verfahren zu
verkirzen und somit wirtschaftlicher zu machen. Ein weiteres
7iel besteht darin, die Analyse einfach und zuverl3ssig aus-
fihrbar und das Ergebnis visuell erfahrbar zu machen.

Diese Ziele werden durch ein erfindungsgemifes Analysege-
rat mit einer Probenbehiltereinheit aus einem Probenbehalter
sur Aufnahme einer flussigen Probe und Markierung der in der
Probe enthaltenen Partikel, mit einem Deckel zum flussigkeits-
dichten VerschlieRen des Probenbehalters; einer Messzellenein-
heit, welche mit dem probenbehalter Uber einen Abfluss in Flu-
idverbindung steht, welche Messzelleneinheit einen flussig-
keitsleitenden Kanal aufweist, wobei mindestens eine Kanalwand
zumindest teilweise als transparentes Fenster ausgebildet ist;
einer Tragereinheit, welche Mittel zum kontaktlosen Transport
und/oder Aufkonzentrierung von in der Probenflussigkeit ent-
haltenen markierten Partikeln aufweist; sowie mit einer opti-
schen Einheit zur spektroskopischen und/oder mikroskopischen
Erfassung der markierten Partikel, mit mindestens einer Licht-

quelle zum Anregen der markierten Partikel in der Probe, er-

reicht.
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Das erfindungsgemafe Verfahren zum Analysieren einer im
Wesentlichen fllissigen Probe mit darin enthaltenen frei beweg-
lichen Partikeln umfasst die Schritte a) Markierung der Parti-
kel mit einem Farbstoff und/oder magnetischen Agenzien, b)
raumliche Biindelung der markierten Partikel, gegebenenfalls
unter Erzeugung eines Magnetfeldes zur raumlichen Bundelung
magnetisch sensitiver Partikel und/oder Sedimentation, und c)
Durchfithrung einer spektroskopischen und/oder mikroskopischen
Analyse der in der Probe enthaltenen Partikel.

Die vorliegende Erfindung ermdglicht bei kurzer Inkubati-
onsdauer von 5 bis 10 Minuten eine hohe Treffsicherheit, d.h.
eine Sensitivitat und Selektivitat > 95 %, insbesondere auch
bei einer Erkrankung im Friihstadium.

Das erfindungsgemife Analysegerat weist einen kompakten
Aufbau mit kurzen Fluidkanalen auf, sodass nur geringe Volumi-
na von Agenzien und Probefliissigkeiten bendétigt werden, Wwo-
durch u.a. die Analysekosten gesenkt werden kdénnen.

Das erfindungsgemdfe Analysegerat und das mit diesem Ana-
lysegerat durchgefihrte Verfahren ermdglichen insbesondere ei-
ne rasche und objektivierte computerunterstiitzte Erkennung von
krankhaft veranderten Partikel, insbesondere in K&rperflussig-
keiten, wie Harn oder Sputum, aber auch von Partikel in Blut
und aus Zellsuspensionen von Geweben. Das erfindungsgeméafie
Analysegerat sowie das erfindungsgemife Verfahren kann zur

zytologischen Erkennung von Krebserkrankungen, bei Dopingkon-




trollen oder zur Zahlung von Partikel und Bakterien in vor-
teilhafter Weise angewandt werden.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform zeichnet sich dadurch aus,
dass der Deckel des Probenbehdlters aus einem aufschraubbaren
suReren Deckelteil und einen Uber eine Sollbruchstelle damit
verbundenen mittleren Deckelteil gebildet ist, wobei der Au-
Rendurchmesser des mittleren Deckelteils nadherungsweise dem
Innendurchmesser des Probenbehdlters entspricht, sodass der
mittlere Deckelteil formschliissig in den Probenbehalter ab-
senkbar ist.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass der mittlere Deckelteil einen in den mittleren
Deckelteil hinein bewegbaren inneren Deckelteil umfasst und
zwischen der Unterseite des inneren Deckelteils und einer sich
zwischen der Unterkante des mittleren Deckelteils erstrecken-
den Folie ein Hohlraum zur Aufnahme der Agenzien zur Markie-
rung der Partikel in der Probe ausgebildet ist.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass in dem Hohlraum zusatzlich vorgespannte Ele-
mente vorgesehen sind, welche im ausgeldsten Zustand vorzugs-
weise in die Probe eintauchen.

Eine weitere bevorzugte Ausflhrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass Ventile am Eingang und am Ausgang des flissig-

keitsleitenden Kanals angeordnet sind.
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Eine weitere bevorzugte Ausfithrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass zwischen dem Eingang des fllissigkeitsleitenden
Kanals und der spektroskopischen und/oder mikroskopischen Beo-
bachtungskammer eine Mischkammer angeordnet ist.

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass abflussseitig der spektroskopischen und/oder
mikroskopischen Beobachtungskammer im flissigkeitsleitenden
Kanal ein Filter angeordnet ist.

Eine weitere bevorzugte Ausfithrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass der Probenbehdltereinheit und die Tragerein-
heit 1l&sbar miteinander verbunden sind.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform zeichnet gsich da-
durch aus, dass die Probenbehaltereinheit durch Formelemente
ausrichtungsselektiv mit der Tragereinheit verbunden werden
kann, wobei die Tragereinheit gegenstiickige Mittel aufweist.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass die Formelemente als ein Satz von mindestens
swei Ldchern mit unterschiedlichen Innendurchmessern ausgebil-
det sind.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass die Lichtquelle durch mindestens eine mono-
chromatische LED gebildet ist und dass das Licht mittels eines
in der Tragereinheit integrierten Lichtwellenleiters zur spek-
troskopischen und/oder mikroskopischen Beobachtungskammer ge-

leitet wird.




Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass die Tragereinheit mindestens ein Spulensystem
zur Erzeugung von Magnetfeldern aufweist, durch welche magne-
tisch sensitive Partikel in der Probe r&umlich bundelbar oder
verteilbar sind.

Eine weitere bevorzugte Ausfithrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dass die Trigereinheit ferner wenigstens einen Tem-
peratursensor und zumindest ein Heizelement zum Erhitzen der
Probe vor und/oder nach dem Analyseort aufweist.

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform zeichnet sich da-
durch aus, dadurch gekennzeichnet, dass die Tragereinheit ei-
nen fliissigkeitsleitenden Kanal aufweist.

SchlieRlich zeichnet sich eine weitere bevorzugte Ausfih-
rungsform dadurch aus, dass die Tragereinheit Sensoren zur Er-
mittlung weiterer Probenparameter aufweist.

Eine bevorzugte Ausfihrungsform des Verfahrens zeichnet
sich dadurch aus, dass es nach der Analyse der Probe den
Schritt umfasst: Zurlckspllen des partikuldren Anteils wie
auch der Probenflissigkeit gefolgt von einer Reinigungsldsung
in den Probenbehalter und/oder Desinfizieren der Tragerein-
heit.

Die Erfindung wird nachstehend anhand von in den Zeichnun-
gen dargestellten Ausflihrungsbeispielen ndher erlautert. Es
zeigen: Fig. la bis 1f einen Langsschnitt durch eine Probenbe-

haltereinheit aus einem Probenbehdlter mit einem Deckel und
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einer Messzelleneinheit in verschiedenen Stadien des Analyse-
verfahrens, Fig. 2 eine schematische Querschnittsansicht einer
Messzelleneinheit, Fig. 3 eine schematische Ansicht einer Kom-
bination aus einer Tragereinheit und einer optischen Einheit,
Fig. 4a bis 4e eine schematische Darstellung einer Steckver-
bindung und Fig. 5 eine schematische Darstellung des Analyse-
gerates.

Einen ersten Funktionsteil des Analysegeréats stellt die in
Fig. la dargestellte Probenbehdltereinheit 1 dar, welche im
Wesentlichen aus drei Funktionsgruppen: einem Probenbehalter
2, einem Deckel 3 und der mit dem Beh&lterboden z.B. durch
Aufstecken verbindbaren, getrennt dargestellten Messzellenein-
heit 4 besteht.

Die Funktion des Probenbehdlters 2 ist die Aufnahme der zu
untersuchenden, im Wesentlichen flUssigen Probe, insbesondere
wihrend der Markierung der darin enthaltenen Partikel. Der
Probenbehalter weist in seinem Boden einen Abfluss 43 auf,
durch den die Probe zur Analyse aus dem Probenbehadlter 2 in
die Messzelleneinheit 4 gelangt.

Entsprechend der gewlnschten Analysenaufgabe koénnen im De-
ckel 3 des Probenbehdlters 2, gegebenenfalls in sektoral von
einander getrennten Kammern, gewiinschtenfalls versiegelt, die
fur die Analyse erforderlichen Agenzien 5, zum Beispiel ein
Farbstoff, und/oder magnetische Beads, gegen Umwelteinflisse

und Alterung geschutzt, eingelagert sein. In den Probenbehal-




ter koénnen formschliissig Einsatzelemente eingelegt werden
(nicht gezeigt), die beispielsweise einer Vorfilterung zur
Vermeidung von Verstopfungen des Abflusses 43 zur Messzellen-
einheit 4 durch grobe Verunreinigungen (Nierensteinfragmente,
Gewebeverschorfungen von OPs) und oder als Depot fir zusatzli-
che Agenzien dienen. Alternativ zu den Einsatzelementen kénnen
Steckelemente (nicht gezeigt) gleicher Funktionalitat uber die
Verbindungsstifte 6 formschlissig, nicht 1oésbar und flussig-
keitsdicht &aufRerlich mit dem Behilterboden verbunden werden.
Diese Steckelemente verfliigen an ihrer Unterseite Anschlussmog-
lichkeiten flir die Messzelleneinheit 4. Als Ubersetzungssticke
(Adapter) kd&énnen diese Steckelemente eine Verbindung zwischen
modifizierten Bauformen der Messzelleneinheit 4 mit dem Pro-
benbeh&lter ermdglichen.

Die in Fig. 2 gezeigte Messzelleneinheit 4 wird Uber Ver-
bindungsstifte 6 mit dem Probenbehilterboden Uber Lécher 53
mit zwei Einrastpositionen verbunden, wobei eine Fluidverbin-
dung zwischen dem Abfluss 43 und einem in der Messzellenein-
heit vorgesehenen flﬁssigkeitéleitenden Kanal 49 hergestellt
wird, und enthdlt entsprechend der Analysenaufgabe funktionel-
le Komponenten zur Zellanalyse, die entlang des flussigkeits-
leitenden Kanals 49 angeordnet sind. Diese Komponenten sind
u.a. eine Mischkammer 7, eine spektroskopische und/oder mikro-
skopische Beobachtungskammer 8, welche gegebenenfalls zur Se-

dimentation dient, und ein Filter 9 zum Filtern von Partikeln.




Die Messzelleneinheit 4 weist zudem Ventile 42 und 44 auf, um
den Fluss der Probe wahrend der Analyse zu steuern. Am Boden
der Beobachtungskammer 8 befindet sich ein transparentes Fens-
ter 45, um die Probe spektroskopisch und/oder mikroskopisch,
bevorzugt fluoreszenzspektroskopisch und/oder fluoreszenzmik-
roskopisch untersuchen zu kdénnen.

Die Probenbehaltereinheit 1 ist vorzugsweise als Kunst-
stoff-Einwegteil ausgefilhrt. Jede Probe erfordert in diesem
Fall eine eigene Probenbehdltereinheit. Ihre Teilkomponenten
erfiillen mikrofluidische Funktionen zur Abtrennung der in der
Flussigkeit vorhandenen Partikel, enthalten aber vorzugsweise
keine Sensoren. Der partikuldre Anteil der Probe verbleibt
vor, wahrend und auch nach der Analyse immer innerhalb der
Messzelleneinheit 4 der Probenbehdltereinheit 1 und kann mit
dieser nach der erfolgten Analyse fachgerecht entsorgt werden.

Vor dem Einsetzen der Probenbeh&dltereinheit 1 in eine Tra-
gereinheit 10 (Fig. 3 und Fig. 5) bleibt die Fluidverbindung
zwischen dem Probenbehalter 2 und der damit verbundenen Mess-
zelleneinheit 4, z.B. durch ein Siegel, geschlossen.

Einen weiteren Funktionsteil des Analysegeradtes stellt die
in den Fig. 3 und 5 dargestellte Tragereinheit 10 dar, auf
welche die Probenbehiltereinheit 1 aufgesetzt wird. Diese
dient vor allem als Trager von Komponenten, welche im Zusam-
menwirken mit der Messzelleneinheit 4 eine fluoreszenzspektro-

skopische und/oder fluoreszenzmikroskopische Analyse des par-




tikularen Anteils der Probe unterstiitzen, indem sie den Trans-
port, die Aufkonzentrierung und die Umgebungsbedingungen der
2zu bestimmenden Partikel steuern. Dazu kénnen in dieser Tra-
gereinheit je nach Ausfihrungsform Komponenten wie Temperatur-
sensoren 11, Strdbmungssensoren 12 zur Erfassung von Durch-
flussraten, Piezoaktuatoren 13 fur eine Autofocus-Funktion ei-
nes optischen Teils oder auch zur Generierung eines Ultra-
schallfeldes, Spulensysteme 14 2zur Erzeugung magnetischer Fel-
der, elektromechanische oder pneumatische Geber flir Ventile
der Messzelleneinheit 4, Elemente zur Kithlung oder Temperie-
rung der Messzelleneinheit 4 sowie des Spulensystems 14 integ-
riert werden.

Insbesondere fiir die Analyse komplexerer Kdérperflussigkei-
ten, die viele verschiedene Partikel enthalten, ist eine se-
lektive Abtrennung von Zielzellen in der Beobachtungskammer
erforderlich, da in solchen Fallen eine einfache Sedimentation
durch Schwerkraft nicht zielfiihrend ist. Die Zellabscheidung
kann dabei feldinduziert, 2z.B. durch magnetische Felder, be-
wirkt oder unterstutzt werden. Dazu weist die Trégereinheit
bevorzugt steuerbare magnetische Spulensysteme 14 auf. Diese
Spulensysteme 14 kdnnen, in einem Array angeordnet, beliebig
zu- und abgeschaltet werden, womit magnetische Wechselfelder
sur kontrollierten Durchmischung, aber auch Felder zur Immobi-
lisierung von mit magnetischen Beads behafteten Partikeln er-

zeugt werden.




Vorteilhafterweise sind die steuerbaren magnetischen Spu-
lensysteme 14 sowohl oberhalb als auch unterhalb der Messzel-
leneinheit 4 der Probebehdltereinheit 1 angeordnet. Dazu ist
zwischen die Probenbehdltereinheit 1 mit aufgesteckter Mess-
zelleneinheit 4 eine Ausnehmung 41 vorgesehen, welche einen
Steg 18 der Tragereinheit 10, in welchem Spulensysteme 14 vor-
gesehen sind, aufnimmt. Dieser Steg 18 der Tragereinheit 10
kann zur Unterstitzung der Sedimentation der Zellen oder Par-
tikel optional als Modul in das Analysegerat integriert wer-
den.

Die Tragereinheit 10 ist bevorzugt fir den Dauerbetrieb
ausgelegt. Dabei kommt bevorzugt keramische Mehrlagenschal -
tungstechnologie zum Einsatz, welche dem Fachmann bekannt ist.
Dadurch konnen beispielsweise die in den Fig. 3 und 5 gezeig-
ten Spulensysteme 14 integriert hergestellt werden, die mit
Strdmen von bis zu 10 Ampere durchflossen werden, wodurch
starkere magnetische Krafte in der Gréfenordnung von nano-
Newton fiur das Steuern der magnetisch markierten Partikel zur
verfligung stehen. Bevorzugt kéonnen ferritische Folien mit ei-
ner relativen magnetischen Permeabilitat von 100 bis 400 im
linearen Bereich eingesetzt werden, womit das magnetische Feld
gezielt in das Probemedium fokussiert werden kann.

Die Keramik gestattet durch geeignete Anordnung der Kompo-
nenten auch eine Abfihrung der entstehenden Warme. In die Tra-

gereinheit 10 kann auch ein Temperiersystem in Form von Heiz-




elementen 15 mit Temperatursensoren integriert werden, da da-
durch die Aktivitat der Partikel oder Zellen erhalten bleibt
und die Empfindlichkeit des gesamten Analysesystems erhdht
werden kann. Heizelemente 15 kénnen auch in Bereichen von in
der Tragereinheit 10 vorgesehenen fliissigkeitsleitenden Kana-
len 54 zur Weiterleitung oder Ableitung der Probefllssigkeiten
vorgesehen sein, um eine thermische Sterilisierung dieser Ka-
nale zu ermdglichen.

Neben den vorstehend genannten Komponenten der Tragerein-
heit 10 kénnen in einem wahlweisen Analyseabschnitt 16 weitere
Sensoren 17 zur Bestimmung zusatzlicher Parameter, wie bei-
spielsweise der flussigen Anteile der Probe, zur Bestimmung
von deren pH-Wert, Ammoniakgehalt und/oder Proteingehalt in
die Tragereinheit variabel integriert werden.

Einen weiteren Funktionsteil des Analysegerats stellt eine
optische Einheit 20 dar, wie sie in den Fig. 3 und 5 gezeigt
ist. Diese dient =zur Detektion der markierten Zielzellen in
der Messzelleneinheit 4 sowie wahlweise zur Anregung der mar-
kierten Zielzellen. Dazu besteht die optische Einheit 20 in
herkémmlicher Bauweise aus einer LED 21 als Anregungsquelle,
einen Kollimator 22 zur Parallelrichtung der Strahlung, einer
Blende 23, einem Anregungsfilter 24, einem dichroitischen
Strahlteiler 25, welcher Wellen der Anregungsfrequenz reflek-
tiert und Wellen der Emissionsfrequenz in Richtung einer Kame-

ra 26 transmittieren lésst, einem Mikroskopobjektiv 27, einem




|
[
W
|
(XY X

LA L X XX J
[ XXX ]

Emissionsfilter 28, einer plankonvexen Sammellinse 29 und
schlieflich einer geeigneten Kamera 26. Diese optische Funkti-
onsgruppe kann aus Standardkomponenten zusammengesetzt werden.
Die weitere Auswertung kann computergestitzt erfolgen, wozu
ein entsprechendes elektronisches Geradt 55 vorgesehen ist.

Alternativ kann die Anregung jedoch auch durch eine op-
tisch schmalbandig emittierende, bevorzugt monochromatische
LED 19 Uber einen Lichtwellenleiter 30 Uber die Tragereinheit
10 mittels spezieller Brechungsindex gesteuerter Lichtfihrung,
wie ebenfalls in Fig. 3 gezeigt, erfolgen.

Nachstehend wird das Messverfahren unter Verwendung des
erfindungsgemifen Analysegerats ebenfalls unter Bezugnahme auf
die Zeichnungen naher erlautert. 2Zu Beginn liegt, wie in Fig.
1b gezeigt, eine mit der Probe versehene Probebehaltereinheit
1 mit verschlossenem Deckel 3, aufgesteckter Messzelleneinheit
4 vor. Ein Siegel 57 ist noch verschlossen, und die Messzel-
leneinheit durch Federzungen 33 vom Behalterboden beabstandet.
Anschliefend wird gem&® Fig. 1lc ein innerer Deckelteil 36 in
einen mittleren Deckelteil 47 geschraubt, wodurch sich eine
Folie 35 offnet, die Agenzien 5 in die Probe fallen und diese
inkubieren.

Zur Durchfiihrung des Messverfahrens wird die Probenbehal -
tereinheit 1 in verwechslungsfreier bzw. ausrichtungsselekti-
ver Lage gemdfl den Fig. 4a bis 4e und 5 auf gegenstlickige Mit-

tel 31 etwa in Form von tragfadhigen Fihrungsstiften der Tra-
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gereinheit 10 aufgeschoben. In den Fig. 4a bis 4e sind die ge-
genstlickigen Mittel 31 in ihrem Querschnitt dargestellt, die
in entgegengesetzte Formelemente 52 in Form von Ldéchern in den
Probenbehalter 2 wahrend des Aufschiebens eingreifen. Dieses
Aufschieben knickt gem&Rf Fig. 4b Sollknickzonen 32 jener Fe-
derzungen 33, welche als Distanzhalter eine unbeabsichtigte
Fluidverbindung der am Behalterboden aufgesetzten Messzellen-
einheit 4 mit dem Probenbehdlter 2 verhindert. Nach dem Auf-
schieben kann der Probenbehdlter 2 bis zum Ende des Messvor-
gangs gemdRf Fig. 4c und 4d nicht abgezogen werden. Die ge-
genstiickigen Mittel 31 mit keilfdérmiger Aussparung 34 verhin-
dern in Einheit mit den geknickten Federzungen 33 am Behalter-
boden ein L&sen des Probenbehdlters 2, beispielsweise mittels
Widerhaken. Die gegenstiickigen Mittel 31 sind gemdfs Fig. 4e um
ihre Lingsachse drehbar ausgefuhrt.

Nach Einleiten der Inkubation werden die gegenstickigen
Mittel 31, auf welchen der Probenbehdlter 1 arretiert ist, zu-
sammen mit dem oberen Teil der Tragereinheit 10 gemdf Fig. 4c
und 4d abgesenkt. Dadurch wird die Messzelleneinheit 4, welche
als erster Teil der Probenbehdltereinheit 1 fest auf der Tra-
gereinheit 10 aufsitzt, in der Folge gegen die obere Tra-
gereinheit 10 sowie den Behilterboden 1 gedriickt, sodass gemdf3
Fig. 4d das Ubergangsstlick 56 der Messzelleneinheit 4 das Sie-
gel 57 des Behalterbodens durchstosst (siehe auch Fig. 1d).

Dabei rastet die durch die Verbindungsstifte 6 hergestellte
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Verbindung zwischen Probenbehdlter 2 und Messzelleneinheit 4
unlésbar ein. Durch Niederdrlicken der Messzelleneinheit 4 ge-
gen die untere Trigereinheit 10 oder zusatzlich durch Schalten
des Ventils 42 wird gleichzeitig eine Fluidverbindung zwischen
dem Ausgang der Messzelleneinheit 4 wund dem Eingang zur Tra-
gereinheit 10 gedffnet. Beim Einfahren des als Stempel wirken-
den mittleren Deckelteils 48 und des inneren Deckelteils 36
wird die Probeflissigkeit mechanisch in die Messzelleneinheit
4 gepresst.

Der Probenbehialter 2 Ubernimmt wahrend des Messvorganges
die Funktion einer Perfusionskartusche. Der Deckel 3 wirkt ge-
maR Fig. 1d als Stempel. Er ist zu diesem Zweck aus einem aus-
seren Deckelteil 46 und einem mittleren Deckelteil 48 aufge-
baut, die gemadR Fig. 1la bis 1lc {lber eine Sollbruchstelle 47
miteinander verbunden sind. Zundchst wird via Perfusor-Spin-
delantrieb ein innerer Deckelteil 36 bis zum Anschlag einge-
schraubt, was die versiegelnde Folie 35 5ffnet. Im Probenbe-
hialter 2 wird die Probenfllissigkeit mit dem Farbstoff 5 und
erforderlichenfalls mit magnetischen Beads inkubiert. Uber Wi-
derhaken sind ab dieser Phase mittlerer Deckelteil 48 und in-
nerer Deckelteil 36 fliussigkeitsdicht gegen Wiederaufschrauben
gesichert. Ein weiteres Einschrauben lasst die Sollbruchstelle
47 brechen und senkt nun gemaf Fig. 1d den inneren Deckelteil

36 und den mittleren Deckelteil 48 gemeinsam als Stempel ab.
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Die Agenzien 5 sind z.B. in fester Form im Deckel 3 ent-
halten, gegebenenfalls fl&achig auf der Folie 35 aufgebracht
oder liegen als Uberzug von Mischperlen vor. Alternativ im De-
ckelinneren verborgene, vorgespannte Elemente 37, beispiels-
weise aus Kunststoff, entfalten sich beim Brechen der Folie
spontan und unterstitzen die Durchmischung der Agenzien 5 mit
der Probenfllissigkeit. Eine spezielle Geometrie der Deckelin-
nenseite in Form von Schaufel- oder Stérklappen (nicht ge-
zeigt) kann beim weiteren, drehenden Einfahren des Deckels 3
als Stempel die Durchmischung zusdtzlich férdern. Eine allfal-
lige im Behdlter 2 vorhandene Restluft kann durch ein Entlaf-
tungsventil 38 im Deckel 3 entweichen, welches jedoch keinen
Austritt von Flussigkeit zul&sst. Ein optionales Ruckspllen
der Probe in den Probebehdlter 2 nach der Analyse erfolgt
durch Zugbelastung auf den Deckel 3, wie in Fig. 1le darge-
stellt. Das Entluftungsventil 38 sperrt beispielsweise durch
Einrasten eines Ventilstempels oder Schwimmkorpers.

Nach Einschrauben/Einschieben des inneren Deckelteils 36
rastet dieser im mittleren Deckelteil 48 bevorzugt ein, dass
die beiden auch bei Zugbelastung, z.B. wahrend des Ruckspl-
lens, nicht mehr voneinander getrennt werden koénnen.

Die inkubierte Probenfliissigkeit gelangt wadhrend des Mess-
vorganges in die Mischkammer 7 der Messzelleneinheit 4. Hier
kénnen Uber einen gegebenenfalls zweiten zuschaltbaren Einlass

51 in der Messzelleneinheit 4, wie in Fig. 2 gezeigt, weitere
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Agenzien bei Bedarf zugefihrt werden. Die Zuflhrung wird wie-
derum durch ein Ventil 50 gesteuert. Die anschlieflende Mi-
schung erfolgt durch ein kombiniertes Verfahren, einerseits
strémungstechnisch durch in der Mischkammer 7 und/oder der Be-
obachtungskammer 8 integrierte Barrieren oder Blenden (nicht
gezeigt) bei einer abgestimmten Steuerung der Durchflussrate,
oder auch feldinduziert durch steuerbare Spulensysteme 14, die
sich in der unterhalb bzw. oberhalb der Messzelleneinheit po-
sitionierten Tragereinheit 10 befinden.

Die so markierte und durchmischte Probe flief3t zur Beo-
bachtungskammer 8, wo die sowohl farblich und gegebenenfalls
auch magnetisch markierten Partikel sedimentieren oder durch
ein starkes inhomogenes Magnetfeld, hervorgerufen durch bei-
spielsweise Neodymmagnete (nicht gezeigt) oder durch die Spu-
lensysteme 14, gesammelt werden. Nach Abschalten des Magnet-
feldes koénnen die Partikel ebenfalls frei sedimentieren. Al-
ternativ konnen die Partikel bei aufrechtem Feld durch langsa-
mes mechanisch/pneumatisch induziertes Absenken eines Beobach-
tungskammerdeckels 39, aus weichem und in dunkler Farbe gehal-
tenem Kunststoff, welcher stdrende Hintergrundreflexionen un-
terdriickt, konzentriert werden.

Die Messzelleneinheit 4 enthdlt einen Filter 9 zur Abtren-
nung von weiteren partikel. Ein verfrihtes Verschliefen der
Filtermembran des Filters 9 durch Verstopfung bzw. Okklusion

kann durch einen Druckanstieg in der Messzelleneinheit detek-
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tiert und durch Ruckspiilimpulse einerseits orthognal durch die
Filtermembran hindurch sowie vorfilterseitig tangential ent-
lang der Filtermembran mittels einer zusétzlichen, nicht ge-
zeigten Kanaleinheit mit Ventil unterdriickt werden. Ebenso
kébnnen nach Durchstrdmen des gesamten Probenvolumens jene Par-
tikel, die im Bereich der Filterkammer sedimentieren, durch
einen solchen tangentiellen Gegenstrom in Richtung der Beo-
bachtungskammer zuritickgespult werden. Die Probenflissigkeit
kann gewinschtenfalls weiteren Analysen in einem Analyseab-
schnitt 16 unterzogen werden und wird abschlieffend in einer
Abfalleinheit 40 zur Entsorgung gesammelt. Alternativ kann die
Probenfliissigkeit im Zuge der Geratedesinfektion in den Pro-
benbehilter 2 zurlckgespiilt werden. Um dies zu erreichen, wird
nach der Analyse der partikudre Anteil der Probe wie auch die
Probenfliissigkeit gefolgt von einer Reinigungslésung in den
Probenbehalter zurlickgespilt und die Tragereinheit 10 desinfi-
ziert, wobei nach der Entnahme der geschlossene Probenbehalter
2 gefahrlos fachgerecht entsorgt werden kann. Mechanisch kann
dies beispielsweise gemadf Fig. 4e durch Drehen der als Fih-
rungsstifte ausgebildeten gegenstickigen Mittel 31 und daher
Aufheben der Arretierung erfolgen, und der Probenbehalter 1
kann entfernt werden.

Das Verfahren und die Komponenten der Messzelleneinheit 4,
der Tragereinheit 10 sowie der optischen Einheit 20 werden be-

vorzugt Uber ein elektronisches Gerat 55, wie etwa einen Com-
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puter, gesteuert. Die qualitative und/oder quantitative Analy-
se der markierten Partikel oder Zellen erfolgt bevorzugt eben-
falls computerunterstitzt.

Es versteht sich, dass die geschilderten Ausfihrungsbei -
spiele im Rahmen des Erfindungsgedankens verschiedentlich ab-
wandelbar sind, z.B. hinsichtlich der verwendeten Materialien
sowie der geometrischen Ausflihrung von Kanalen und Steckver-

bindungen, ohne den Rahmen der Erfindung zu verlassen.
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

Bezugszeichenliste

Probenbehdltereinheit
Probenbehalter

Deckel
Messzelleneinheit
Farbstoff / Agenzien
Verbindungsstifte
Mischkammer
Beobachtungskammer
Filter

Tragereinheit
Temperatursensoren
Strdémungssensoren
Piezoaktuatoren
Spulensysteme
Heizelemente
wahlweiser Analyseabschnitt
Sensoren

Steg

monochromatische LED
optische Einheit

LED

Kollimator

Blende
Anregungsfilter
dichroitischer Strahlteiler
Kamera
Mikroskopobjektiv
Emissionsfilter

plankonvexe Sammellinse

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

55
56
57

Lichtwellenleiter
gegenstickiges Mittel
Sollknickzone
Federzungen

keilfdérmige Aussparung
Folie

innerer Deckelteil
vorgespanntes Element
Entltftungsventil
Beobachtungskammerdeckel
Abfalleinheit
Ausnehmung

Ventil

Abfluss

Ventil

transparentes Fenster
duRerer Deckelteil
Sollbruchstelle
mittlerer Deckelteil
flissigkeitsleitender Kanal
Ventil

zweiter Einlass
Formelement

Loch
flissigkeitsleitender Kanal
elektronisches Gerat
Ubergangsstuck

Siegel
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Patentanspruche:
1. Analysegerat mit einer Probenbehaltereinheit (1) aus

einem Probenbehalter (2) zur Aufnahme einer im Wesentlichen
flilssigen Probe und Markierung der in der Probe enthaltenen
Partikel, mit einem Deckel (3) zum flissigkeitsdichten Ver-
schlieRen des Probenbehdlters (2); einer Messzelleneinheit
(4), welche mit dem Probenbehdlter (2) Uber einen Abfluss (43)
in Fluidverbindung steht, welche Messzelleneinheit einen flus-
sigkeitsleitenden Kanal (49) aufweist, wobei mindestens eine
Kanalwand zumindest teilweise transparent ausgebildet ist; ei-
ner Tragereinheit (10), welche Mittel zum kontaktlosen Trans-
port und/oder Aufkonzentrierung von in der Probenflissigkeit
enthaltenen markierten Partikeln aufweist; sowie mit einer op-
tischen Einheit (20) zur spektroskopischen und/oder mikrosko-
pischen Erfassung der markierten Partikel, mit mindestens ei-
ner Lichtquelle (19, 21) zum Anregen der markierten Partikel
in der Probe.

2. Analysegerdt nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass der Deckel (3) des Probenbehalters (2) aus einem auf-
schraubbaren auReren Deckelteil (46) und einen Uber eine Soll-
bruchstelle (47) damit verbundenen mittleren Deckelteil (48)
gebildet ist, wobei der AuRendurchmesser des mittleren Deckel-

teils (48) naherungsweise dem Innendurchmesser des Probenbe-
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halters (2) entspricht, so dass der mittlere Deckelteil (48)
formschliissig in den Probenbehalter (2) absenkbar ist.

3. Analysegeridt nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der mittlere Deckelteil (48) einen in den mitt-
leren Deckelteil (48) hinein bewegbaren inneren Deckelteil
(36) umfasst und zwischen der Unterseite des inneren Deckel-
teils (36) und einer sich zwischen der Unterkante des mittle-
ren Deckelteils (48) erstreckenden Folie ein Hohlraum zur Auf-
nahme der Agenzien zur Markierung der Partikel in der Probe
ausgebildet ist.

4. Analysegerat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass in dem Hohlraum =zusatzlich vorgespannte Elemente (37)
vorgesehen sind, welche im ausgeldsten Zustand vorzugsweise in
die Probe eintauchen.

5. Analysegerdt nach einem der Anspriche 1 bis 4, da-
durch gekennzeichnet, dass Ventile (42, 44) am Eingang und am
Ausgang des flissigkeitsleitenden Kanals (49) angeordnet sind.

6. Analysegeridt nach einem der Anspriche 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet, dass zwischen dem Eingang des fliussig-
keitsleitenden Kanals (49) und der spektroskopischen und/oder
mikroskopischen Beobachtungskammer (8) eine Mischkammer (7)
angeordnet ist.

7. Analysegerdt nach einem der Anspriche 1 bis 6, da-

durch gekennzeichnet, dass abflussseitig der spektroskopischen
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und/oder mikroskopischen Beobachtungskammer (8) im fliussig-
keitsleitenden Kanal (49) ein Filter (9) angeordnet ist.

8. Analysegeridt nach einem der Anspruche 1 bis 7, da-
durch gekennzeichnet, dass der Probenbehidltereinheit (1) und
die Tragereinheit (10) l&sbar miteinander verbunden sind.

9. Analysegeridt nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
dass die Probenbehiltereinheit (1) durch Formelemente (52)
ausrichtungsselektiv mit der Tragereinheit (10) verbunden wer-
den kann, wobei die Tragereinheit (10) gegenstickige Mittel
(31) aufweist.

10. Analysegeradt nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
dass die Formelemente (52) als ein Satz von mindestens zweil
Loéchern mit unterschiedlichen Innendurchmessern ausgebildet
sind.

11. Analysegerdt nach einem der Anspruche 1 bis 10, da-
durch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle durch mindestens
eine monochromatische LED (19) gebildet ist und dass das Licht
mittels eines in der Tragereinheit (10) integrierten Lichtwel-
lenleiters (30) zur spektroskopischen und/oder mikroskopischen
Beobachtungskammer (8) geleitet wird.

12. Analysegerdt nach einem der Anspriche 1 bis 11, da-
durch gekennzeichnet, dass die TraAgereinheit (10) mindestens
ein Spulensystem (14) 2zur Erzeugung von Magnetfeldern auf-
weist, durch welche magnetisch sensitive Partikel in der Probe

raumlich bliindelbar oder verteilbar sind.
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13. Analysegerat nach einem der Anspruche 1 bis 12, da-
durch gekennzeichnet, dass die Trégereinheit (10) ferner we-
nigstens einen Temperatursensor (11) und Heizelemente (15) zum
Erhitzen der Probe vor und/oder nach dem Analyseort aufweist.

14. Analysegerat nach einem der Anspruche 1 bis 13, da-
durch gekennzeichnet, dass die Tré&gereinheit (10) einen flUs-
sigkeitsleitenden Kanal (54) aufweist.

15. Analysegerat nach einem der Ansprlche 1 bis 14, da-
durch gekennzeichnet, dass die Tragereinheit 10 Sensoren (17)
zur Ermittlung weiterer Probenparameter aufweist.

16. Verfahren zum Analysieren einer im Wesentlichen flis-
sigen Probe mit darin frei beweglichen Partikeln, dadurch ge-
kennzeichnet, dass es die Schritte umfasst:

a) Markierung der Partikel mit einem Farbstoff und/oder

magnetischen Agenzien,

b) raumliche Blndelung der markierten Partikel, gegebe-

nenfalls strémungsmechanisch durch Barrieren oder
Blenden und/oder gegebenenfalls unter Erzeugung eines
Magnetfeldes zur raumlichen Blndelung magnetisch sen-
sitiver Partikel und/oder Sedimentation,

c) Durchfihrung einer spektroskopischen und/oder mikro-

skopischen Analyse der in der Probe enthaltenen Par-

tikel.




17. Verfahren nach Anspruch 16, das nach der Analyse der
Probe den Schritt umfasst:

Zurticksptulen des partikuldren Anteils wie auch der Proben-
flissigkeit gefolgt von einer Reinigungsldésung in den Proben-

behalter und/oder Desinfizieren der Tragereinheit.
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