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(57) Zusammenfassung: Zur automatisierten DNA- oder Protein-Analyse wird eine Cartridge (Karte) mit einem System von Mi-
krokanélen und/oder Mikrokavititen verwendet, wobei die Mikrokanile bzw. die Mikrokavititen geometrische Strukturen zur Auf-
nahme von Trockenreagenzien aufweisen. Zwecks industrieller Herstellung wird die Cartridge aus einem flachen Kartenkorper
hergestellt, beispielsweise durch Spritzgusstechnik, in die offenen Kanile die Reagenzien gespottet und getrocknet und anschlies-
send werden die Kanile durch eine Folie verschlossen. Es kann somit eine fertig konfektionierte Cartridge mit einer Messprobe
versehen werden und durch Einbringen in ein Auslesegerit der vollautomatisierte Messablauf gestartet werden.
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Beschreibung

Anordnung zur integrierten und automatisierten DNA- oder Pro-
tein-Analyse in einer einmal verwendbaren Cartridge, Herstel-
lungsverfahren fiir eine solche Cartridge und Betriebsverfah-

ren der DNA- oder Protein-Analyse unter Verwendung einer sol-

chen Cartridge

Die Erfindung bezieht sich auf eine Anordnung zur integrier-—
ten und automatisierten DNA- oder Protein-Analyse in einer
einmal verwendbaren Cartridge. Als Cartridge wird dabei eine
flache Karte im Scheckkartenformat bezeichnet. Daneben be-
zieht sich die Erfindung auf die Herstellung einer solchen
Cartridge. SchlieRlich bezieht sich die Erfindung auch auf
ein Betriebsverfahren flir eine DNA- oder Protein-Analyse un-

ter Verwendung einer solchen Cartridge.

Zur Nukleinsdureanalytik, beispielsweise zur Analytik von
weiBen Blutzellen aus Vollblut, zwecks Beantwortung von hu-
mangenomischen Fragestellungen miissen zundchst in einer ers-—
ten Station als Probenvorbereitungsschritt die Zellen auf-
gebrochen und anschlieBend die dabei freigesetzte DNA iso-—
liert werden. In einer zweiten Station erfolgt eine PCR (Po-
lymerase Chain Reaction = Polymerase-Ketten—-Reaktion) zur se-
lektiven DNA-Vervielfdltigung (Amplifikation), um die Kon-—
zentration der nachzuweisenden DNA soweit zu erhdhen, dass

diese in einer dritten Station nachgewiesen werden kann.

Im Labor werden letztere Teilprozesse separat nach bekanntem
Stand der Technik durchgefiihrt. Die vorstehend erlduterten
drei Stationen beinhalten jeweils mehrere Arbeitsschritte und
werden voneinander unabhdngig mit unterschiedlichen Gerdten
durchgefiihrt. Die einzelnen Arbeitsschritte erfolgen weitge-—

hend manuell.

Die Realisierung dieser Schritte ist wvom Vorhandensein wvon
Laborgerdten — wie einer Zellaufschluss—-Apparatur, einem PCR-

Gerdt (sog. Thermocycler), evtl. einem PCR-Gerat, das fiir
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quantitative PCR geeignet ist, einer Elektrophorese-Appara-—
tur, einer Hybridisierungsstation, einem optischen Reader,
sog. Eppendorf-Tubes, mehreren Pipettier-Gerdten sowie einem
Kiihlbehdlter filir Reagenzien - abhdngig und muss von geschul-
tem Personal unter Einhaltung von Sicherheitsvorschriften be-
zliglich Infektionsgefahr, Abfallentsorgung od. dgl. durchge-
fihrt werden. Insbesondere missen mehrere volumetrische, d.h.
genaue, Dosierungen (Pipettieren) von Reagenzldsungen durch-
gefihrt werden. Solche Arbeitsschritte sind zeitaufwendig und

kostenintensiv.

Vom Stand der Technik sind Einrichtungen zur biochemischen
Analyse bekannt, die entsprechend der WO 02/073153 Al Verwen-—
dung von insbesondere siliziumbasierten Messmodulen machen,
welche in eine Chipkarte integriert werden kdnnen. Dabei wer-
den entsprechend der WO 02/072262 Al bereits die zur Analyse
verwendeten Reagenzien in trockengelagerter Form in das Ana-—

lysemodul integriert.

Davon ausgehend ist Aufgabe der Erfindung die Realisierung
eines preisglinstigen, einfach handhabbaren, kompletten DNA-
oder Protein—-Analyse-Vorganges in einer miniaturisierten
Cartridge. Insbesondere sollen folgende Verbesserungen im
Vergleich zur Labormethode realisiert werden:

— Eine vollstdndige Integration aller Stoffe (evtl. auber
Wasser) in einer geschlossenen einmal verwendbaren Cartrid-
ge;

— eine Bevorratung der Reagenzien in einer bei Raumtemperatur
lagerstabilen Form;

— eine automatische Durchfiihrung aller Prozesse in der Cart-
ridge;

— keine manuellen Arbeitsschritte, aubBer Injektion der zu
analysierenden Probe, z.B. Blut;

— Kein direkter Kontakt mit gesundheitsgefd&hrdenden Stoffen
(Blut und Reagenzien—-Abfall verbleiben in der Cartridge);

— Cartridge—-Geometrie erlaubt eine effiziente und schnelle
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Thermozyklisierung;

— alle Detektionsvorgdnge sollen elektrisch ablaufen und ein-
fach auszulesen sein;

— die verwendete Cartridge ist klein und kostenglinstig herzu-

stellen.

Die Aufgabe ist erfindungsgemdl durch eine Anordnung mit ei-
ner Cartridge gemdB Patentanspruch 1 gel®dst. Die Herstellung
einer solchen Cartridge ist Gegenstand des Patentanspruches
34. Betriebsverfahren mit solchen Cartridges sind Gegenstand
der nebengeordneten Patentanspriiche 38 und 42. Dabei ist An-
spruch 38 auf die DNA-Analyse und Anspruch 42 auf die Prote-—
in-Analyse gerichtet. Weiterbildungen der Anordnung, des Her-
stellungsverfahrens und der Betriebsweise bei der Analyse

sind in den Jjeweiligen Unteranspriichen angegeben.

Die Erfindung geht insbesondere von der WO 02/072262 Al und
dem dort genannten weiteren Stand der Technik aus. Dort wird
eine Analyseeinrichtung mit in Fluidkandlen trockengelager-—
ten, bei Raumtemperatur stabilen Reagenzien beschrieben, die
durch Zufiihren von Wasser kurz vor ihrer bestimmungsgemdlBen
Verwendung in L&sung gebracht werden. Die Erfindung geht wei-
terhin von der nicht vorverdffentlichten DE 10 2004 021780 Al
und der nicht vorverdffentlichten DE 10 2004 021822 Al aus.
Daneben ist es auch bekannt, speziell elektrisch auslesbare

Detektionsmodule zu verwenden.

Demgegentiiber ist Gegenstand der Erfindung eine solche einmal
verwendbare Cartridge mit einem System aus Mikrokandlen
und/oder Mikrokavitdten flir einen vorgegebenen Prozessablauf
nach der Probenaufnahme, wobei die Cartridge Strukturen zur
Aufnahme der Trockenreagenzien aufweist und diesen Strukturen
Mittel zur Durchfihrung sowohl des Zellaufschlusses einer-
seits und der PCR andererseits, aber auch der elektrochemi-
schen Detektion zugeordnet sind. Insbesondere haben dabei die
Kandle unterschiedliche, problemangepasste Strukturen. Spe-
ziell der Aufschlusskanal hat vorteilhafterweise gestufte

Querschnitte zur optimalen Benetzung mit dem Trockenreagenz,
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wadhrend die PCR-Kammer und die Elisa—-Reagenzkandle topfchen-—

férmige Vertiefungen aufweisen.

Es kann somit erreicht werden, dass in einem Verfahrensab-
lauf die Zufiihrung und Aufbereitung der Probe, die DNA-
Amplifikation und die eigentliche Detektion der DNA mdglich

ist.

Durch das erfindungsgemdbBe System der geometrischen Struktu-
ren in den Mikrokandlen bzw. Mikrokavitdten zur Aufnahme wvon
Trockenreagenzien ergeben sich geeignete Randbedingungen fir
die DNA-Analyse einerseits und die Protein—Analyse anderer-—
seits. Folgende Merkmale und MaBnahmen sind wesentlich:

— Die im Mikrokanal bzw. in der Mikrokavitdt eingebrachten
Reagenzien sind trockenbare Substanzen mit vernachlds-
sigbarem Dampfdruck. Durch die beil Raumtemperatur stabi-
len Substanzen bleiben deren Eigenschaften fir Zellauf-
schluss und/oder PCR und/oder Detektion erhalten. Dabei
kdénnen Gemische aus den Substanzen mit Hilfsstoffen
Dinnfilme bilden und kdnnen die Gemische mit dinnen Pa-

raffinschichten wasserdicht abgedeckt sein.

Beil der Erfindung werden die Reagenzien und Hilfsstoffe be-
reits bei der Herstellung der Cartridge als Trockensubstanzen
in Vertiefungen der Cartridgekandled4d eingebracht. Daraus er-
geben sich folgende Vorteile:
— einfache und prdzise Applikation der Reagenzien bei der
Herstellung der Cartridge
— Schutz der Reagenzien beim Beflillen der Reagenzkandle,
d.h. die Reagenzien werden durch einen sog. Wasserflow
nicht weggespilt, sondern bleiben beim Fillen des gesam-—
ten Kanals erhalten. Erst nach dem Befiillen des Kanals
16sen sich die Reagenz—-Spots lber Diffusionsvorgdnge auf

und es entsteht eine homogene Reagenzldsung.

In einer weiteren besonderen Ausfilhrungsform sind die Vertie-
fungen in vordefinierten Abstdnden entlang des Reagenzkanals

lokalisiert. Dabei k&nnen die Abstdnde dquidistant sein oder
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besonders vorteilhaft in variablen Abstandsmustern angeordnet

sein.

Die Vertiefungen konnen vorteilhafterweise mit variablen Tro-
ckenreagenzmengen befillt sein. Durch die Kombination von
verschiedenen Trockenreagenzmengen und Abstandsmustern der
Vertiefungen koénnen die gewilinschten Konzentrationsprofile der

fertigen Reagenzldsungen eingestellt werden.

Fir bestimmte Funktionen wie z.B. Zellaufschluss in Gegenwart
von Magnet—-Beads und Lyse—-Reagenzien ist eine gleichmédBige
Verteilung der unloéslichen Komponenten, d.h. der Beads, im
Trockenreagenz erforderlich. Dazu werden die Magnet-Beads als
Suspension in den Lyse—-Kanal dispensiert. Beim Verdampfen des
Losungsmittels wird beobachtet, dass sich die Beads in die
Randbereiche des Lyse—-Kanals zurickziehen und eine gleichma-
Rige Verteilung dadurch nicht gegeben ist. Durch stufenartige
Strukturierung des Lyse-Kanal-Querschnittes verteilen sich
die Magnet-Beads iUber die Stufen und eine gleichmdBige Ver-—

teilung wird erreicht.

Damit mit der erfindungsgemdBen Cartridge gleichermalen ein
Zellaufschluss, eine PCR und ein so genannter DNA-/Protein-
ELISA-Test durchgefiihrt werden kann, ist es vorteilhaft, dass
in den Mikrokandlen bzw. Mikrokavitdten Substrate mit DNA-
bindenden Eigenschaften, insbesondere die DNA-bindenden Mag-—
net—-Beads, vorhanden sind. Dabei kdnnen die Lyse—Reagenzien
und die Magnet-Beads zusammen in einer einzigen Trockenmatrix
enthalten sein. Weiterhin sind in der Karte auch die Reagen-
zien fir einen ELISA-Assay vorhanden. Im Einzelnen werden fiir
das ELISA-Assay zwel Reagenzien bendtigt, d.h. als erstes Re-
agenz ein Label-Enzym und als

zweltes Reagenz ein Enzym-—Substrat.

Insbesondere ist in der Cartridge ein Detektionsmodul zur e-—
lektrischen Detektion der Hybridisierungsvorgdnge angeordnet.
Das Detektionsmodul besteht vorteilhafterweise aus einem E-

delmetall/Plastik—Verbund oder einem halbleiterprozessierten



10

15

20

25

30

35

WO 2006/042838 PCT/EP2005/055303

Siliziumchip mit Edelmetallelektroden. Fir eine elektrische
Detektion geeignet sind dabei insbesondere elektrochemische,

magnetische oder piezoelektrische Messverfahren.

Zur Anwendung der Erfindung der erfindungsgemdlen Cartridge
ist insbesondere ein Eingabeport filir eine Vollblutprobe vor-
handen. Weiterhin sind Mittel zur Zufuhr von Wasser vorhan-
den, beispielsweise Zufluss—-Ports zum Anschluss an eine ex-—
terne Wasserzufuhr oder ein integriertes Wasserreservoir. In
den Mikrokandlen bzw. Mikrokavitdten haben trockene Puffer-

substanzen definierte Ionenstdrke nach der Wasserzufuhr.

Bei Anwendung der Erfindung zur Analytik von weiBen Blutzel-
len aus Vollblut sind vorteilhafterweise Mittel zum Mischen
einer Vollblutprobe mit Wasser bzw. einer Pufferldsung vor-—
handen. Dabei sind Mittel zum Durchstr&men des mit Lyse-—
/Bead/Reagenz beschichteten Mikrokanals bzw. Mikrokavitdt mit

Blut bzw. Blut/Wasser—- oder Blut/Puffer-Gemische vorhanden.

Fir die in der erfindungsgemalen Cartridge bei Anwendung spe-—
ziell zur DNA-Analyse durchzufilhrende PCR sind weiterhin Mit-
tel zum Generieren eines Magnetfeldes zum Fixieren des DNA-
/Magnetbead-Komplexes in einer PCR-Kavitdt vorhanden. Flr
diesen Zweck muss die PCR-Kavitdt geeignet verschlossen wer-
den kdnnen und missen Mittel zur Thermozyklisierung vorhanden

sein.

SchlieBRlich ist es bei der erfindungsgemdlen Cartridge we-
sentlich, dass Mittel zum Lagern von verbrauchtem Probenmate-
rial und verbrauchten Reagenzien vorhanden sind, die Abfall-
Reservoirs bilden. Dabei miissen die Mittel zur keimdichten,
zell- bzw. partikelfreien Entliiftung von mindestens einem Ab-
fallreservoir geeignet sein. Zum Auslesen der Cartridge in
einem Auslesegerdt, das nicht Gegenstand der Erfindung ist,
missen schlieRlich Mittel zur Fixierung der Cartridge vorhan-

den sein.

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung ergeben sich
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aus der nachfolgenden Figurenbeschreibung von Ausfihrungsbei-
spielen anhand der Zeichnung in Verbindung mit den Patentan-—

sprichen. Es zeigen in jeweils schematischer Darstellung

Figur 1 eine Cartridge mit einer Ubersicht iiber einzelne
Mikrokanal—-/ Kavitdten-Systeme mit den zugehdrigen
Funktionsbezeichnungen,

Figur 2 die Draufsicht auf einen Zellaufschlusskanal,

Figur 3 den Querschnitt durch den Zellaufschlusskanal ge-—
mal Figur 5,

Figur 4 zwel Alternativen des Durchflusskanalquerschnittes
in vergridRerter Darstellung,

Figur 5 die Draufsicht auf die PCR-Kammer in Figur 1,

Figuren 6 und 7 den Querschnitt durch die PCR-Kammer gemdl
Figur b5,

Figur 8 die Draufsicht auf einen ELISA-Reagenzkanal in Fi-
gur 1,

Figuren 9, 10 den Querschnitt des ELISA-Reagenzkanals gemdl
Figur 8 sowie die

Figuren 11 bis 23 die Draufsicht auf die Cartridge gemal Fi-
gur 1 in verschiedenen Verfahrenszustdnden wahrend

einer automatisierten Auswertung.

In den Figuren haben gleiche bzw. gleichwirkende Elemente
gleiche Bezugszeichen. Insbesondere die Figuren 1 bis 10 ei-
nerseits und die Figuren 11 bis 23 andererseits werden ge-—

meinsam beschrieben.

In Figur 1 ist eine Cartridge 100 fir einen ELISA("Enzyme
Linked Immuno Sorbent ASSAY")- Test mit einem Aufriss des
darin vorhandene Mikrokanal- bzw. Kavitdaten—-System darge-—
stellt, wobei der Ubersicht halber die zugehdrigen Funktions-
bezeichnungen zusdtzlich bezeichnet sind. Die Cartridge 100
besteht im Einzelnen aus einem Kunststoff-Grundkdrper 101 mit
dort eingebrachten Fluidik-Strukturen, die von einer
Kunstofffolie abgedeckt sind. Die Strukturen werden anhand

der Figuren 2 bis 10 weiter unten beschrieben.
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Aus der Draufsicht gemdB Figur 1 ist ein Probenport 102 mit
daran anschlieBender Dosierstrecke 105, {iber den definiert
flissige Proben zur insbesondere Nukleinsdureanalytik, bei-
spielsweise zur Analytik von weilRen Blutzellen aus Vollblut,
zwecks Beantwortung von humangenomischen Fragestellungen ein-—
gebracht werden k&nnen, ersichtlich. Es schlieBRt sich ein Ka-
nalbereich 110 flir den Zellaufschluss der Probe und weiterhin
speziell fiir eine der DNA-Analyse ein Bereich 120 flir eine
PCR(Polymerase Chain Reaction = Polymerase—-Ketten—Reaktion)
zur selektiven DNA-Vervielfdltigung (Amplifikation) an, um
die Konzentration der nachzuweisenden DNA soweit zu erho6hen,
dass diese in einer dritten Station nachgewiesen werden kann.
Die eigentliche PCR-Kammer ist durch Ventile 122, 122" ver-
schlieBbar. Die Detektion der so aufbereiteten Probe, insbe-
sondere gemdB dem ELISA-Verfahren, erfolgt dann im Bereich
130.

Aus Figur 1 sind weiterhin Wasserports 103 bis 103''" er-
sichtlich. Dariber ist bei der Aufbereitung einer Probe Was-—
ser als Transport— und LOsungsmittel in die Cartrridge 100
einbringbar. Weiterhin sind Entliftungsports 104 bis 104’ "’

vorhanden.

Wie erwdhnt hat die Cartridge 100 insbesondere einen Eingabe-
Port 102 flir eine Vollblutprobe. Dazu sind Mittel zur Zufuhr
von Wasser vorhanden. Es kann ein Zuflussport zum Anschluss

an eine externe Wasserzufuhr vorhanden sein oder der Zufluss-
port kann an ein integriertes Wasser—Reservoir angeschlossen

werden.

Die Mikrokandle bzw. Mikrokavitdten 101 bis 131 sind im Nor-
malfall mit trockenen Puffersubstanzen gefiillt, die eine de-
finierte Ionenstdrke nach Wasserzufuhr gewdhrleisten. Fir die
Blutanalyse sind Mittel zum Mischen von Vollblutproben und
Wasser bzw. der Pufferldsung und/oder Mittel zum Durchstrdmen
eines mit einem Lyse-Bead-Reagenz beschichteten Mikrokanals
bzw. der Mikrokavitdt mit Blut oder mit Blut-Wasser- bzw.

Blut-Puffer-Gemisch vorhanden.
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Im Kanalsystem sind weite Bereiche 106, 107, 108, 109 als Re-
servoirs fiir die Aufnahme von Abfall ("Waste") vorgesehen.
Daneben ist ein Bereich mit Kandlen 131 bzw. 131" fir die

Aufnahme unterschiedlicher ELISA-Reagenzien vorhanden.

In den Figuren 2 bis 4 kennzeichnen Jjeweils Bezugszeichen 101
wieder den Cartridge—-GrundkOrper. Der Kdrper beinhaltet spe-
ziell fiir einen Zellaufschluss (“Lyse”) einen in besonderer
Weise ausgeformten Durchflusskanal 111 mit durch die Seiten-—
kanten gebildeten stufenfdrmigen Vertiefungen 112 zur Aufnah-
me von Trockenreagenzien. Die Vertiefungen 112 weisen dabei
mehrere Stufen mit Stufenhdhen von 10 bis 500 pm auf und ha-
ben eine Ausdehnung von ca. 1 mm und eine Tiefe von etwa

100 pm.

Speziell in der Darstellung gemdR der Figur 4a ergibt sich
die alternative Mbglichkeit, bei einem Durchflusskanal ohne
Zusatzvertiefungen die Aufnahme der Lyse—-Reagenzien nur im
Bereich 113 der Kanten des Durchflusskanals 111 vorzusehen.
In Figur 4b sind dagegen derartige Reagenzien, die insbeson-—
dere auch Magnet-Beads zur Bindung der freigesetzen DNA ent-
halten, gleichmdBRig zwischen den Stufen 112 iUber den Durch-
flusskanal 111 verteilt. Magnet-Beads haben DNA- und Protein-
bindende Eigenschaften, sofern sie entsprechend

vorbehandelt sind. Sie konnen mit DNA-bindenden Eigenschaften
u. gegebenenfalls auch mit Antikdrpern beschichtet sein. Zum
Einbringen von Trockensubstanzen als Matrix mit Lyse—-Reagenz
und Magnet-Beads wird insbesondere auf die dltere DE 10 2004
021780 Al und die &dltere DE 10 2004 021822 der Anmelderin

verwliesen.

In den Figuren 5 bis 7 ergibt sich die Struktur einer PCR-
Kammer 120 im Cartridge-Grundkdrper 101 mit Strdomungskanal
111. Die Ventilanordnung zum Abschluss der PCR-Kammer bei be-
stimmungsgemdler Anwendung ist hier nicht dargestellt. We-—
sentlich ist, dass in der PCR-Kammer 120 rundzylindrische

Vertiefungen 124, 124’ zur Aufnahme spezifischer Reagenzien
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127, 127", die bei der Durchfihrung der PCR bendtigt werden,
vorhanden sind. Speziell in Figur 7 ist dazu dargestellt,
dass ein trocken lagerbares, bei Raumtemperatur stabiles PCR-
Reagenz 127, 127’ zundchst von einer Paraffinschicht 128,
128" abgedeckt ist.

Die sachgerechte Durchfiihrung der PCR mit ventilgesteuerter
Thermozyklisierung innerhalb einer Cartridge wird im Einzel-
nen in den parallelen Anmeldungen DE 10 2004 050576.4 und DE
10 2004 050510.1 Anmelderin mit gleicher Anmeldeprioritat be-
schrieben, auf die im vorliegenden Zusammenhang ausdricklich
verwiesen wird ("Incorporation by Reference™). Insbesondere
wird darin die Verwendung von Magnet-Beads zur DNA-Bindung
und die Konzentration der Magnet-Beads mit der DNA in der
PCR-Kammer 120 durch steuerbare Magnetfelder beschrieben,

worauf hier nicht mehr im Einzelnen eingegangen wird.

Aus den Figuren 8 bis 10 ergibt sich der Aufbau und die
Struktur der ELISA-Reagenz-Kandle 131 und 131’ aus Figur 1.
Es sind jeweils ndpfchenfdrmige Vertiefungen 132 bis 132%
vorhanden, die zur Aufnahme von vordosierten und vorportio-—
nierten Mengen an Reagenzien flir den ELISA-Prozess entspre-
chend Figur 9 geeignet sind. Dies ist im Einzelnen in der
eingangs bereits als Stand der Technik genannten WO 02/072262
Al beschrieben, auf die im vorliegenden Zusammenhang eben-—
falls ausdricklich verwiesen wird ("Incorporation by Referen-
ce"). In Figur 10 sind die kreiszylindrischen Vertiefungen
132 bis 132° mit Trockenreagenzien 133 bis 133° befiillt dar-
gestellt. Dabei realisiert ein erstes Reagenz ein Markie-—
rungsenzym und ein zweites Reagenz ein Enzymsubstrat, wie es
bekanntermaBen bei der Hybridisierung der gegebenenfalls
durch eine PCR aufbereiteten Probe mit spezifischen Fanger-
sonden bendtigt wird. Im nur schematisch angedeuteten Bereich
130 der Detektion kdnnen sich in einem Modul aus einem Edel-
metall-/Plastik-Verbund unterschiedliche Sensoren zur Erfas-
sung biochemischer Reaktionen befinden. Speziell bei elektro-
chemischen Messungen mit halbleiterprozessierten Chips, d.h.

insbesondere siliziumbasierten Sensoren, konnen die Signale
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elektrisch erfasst und unmittelbar weiterverarbeitet werden.
Neben elektrochemischen sind auch magnetische und/oder piezo-
elektrische Messmethoden mit diesbeziiglichen Sensoren még-—
lich.

In den Figuren 11 bis 23 ist jeweils die Cartridge 100 geméaB
Figur 1 in der Draufsicht dargestellt, wobei der jeweils beim
Analysevorgang aktive Bereich der Cartridge 100 markiert ist:
Dazu wird die Cartridge 100 in ein Analysegerdt, das in den
Figuren nicht im Einzelnen dargestellt ist und nicht Gegens-—

tand vorliegender Patentanmeldung ist, eingeschoben.

Die Auswertung wird nachfolgend anhand elf konkreter Verfah-
rens—-Teilschritte a) bis m) verdeutlicht, nachdem die Cart-
ridge in ein Auswertegerdt mit Mitteln zur Aufnahme der Cart-
ridge eingeschoben und das Auswertegerdt bei darin fixierter
Cartridge aktiviert ist. Unter Bezugnahme auf Figurl ergeben

sich im Einzelnen folgende Teilschritte:

a) Es wird ca. 10 pl Blut als Messprobe eingefiillt. Uber
die Dosierkapillare 105 wird 1 pl automatisch dosiert.

b) Das lberschiissige Blut wird in den Leerraum 106 (Waste
1) gewaschen.

c) AnschlieRend werden 1 pl Blutprobe mit Wasser verdinnt
und in den Zellaufschlusskanal 110 transferiert. Dort
finden der Zellaufschluss (Lyse) der Blutzellen sowie
das Binden der freigesetzten DNA an die Magnet-Beads
statt.

d) AnschlieBend werden die Magnet-Beads in die PCR-Kammer
transferiert und dort gesammelt. Es findet ein Wasch-
vorgang statt, wobei die Waschl&sung im Leerraum 107
(Waste 2) gesammelt wird.

e) Nunmehr ist der Waschvorgang abgeschlossen.

f) AnschlieBend werden die PCR-Kammerventile 122, 122’ ge-
schlossen und die PCR durchgefihrt.

g) Wahrend der PCR wird gleichermalRen der ELISA-Reagenz-—
kanal 131, der das Enzymsubstrat enthdlt, mit Wasser
gefiillt.
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h) GleichermaRen wird wadhrend der PCR der ELISA-Reagenz
kanal 131’, der das Label-Enzym enthdlt, mit Wasser ge-
fillt.

i) Nach der PCR werden die PCR-Kammerventile 122, 122’ ge-
6ffnet und das PCR-Produkt wird Uber das Detektionsmo-—
dul 130 (in den Waste 3, Kanal 108) geleitet, wo die
Hybridisierung mit den spezifischen Fdngersonden er-—
folgt.

j) Der Enzym-Substrat-Kanal wird in den Abfallkanal 108
(Waste 3) entliiftet.

k) Der Label-Enzym-Kanal wird in den Abfallkanal 108
(Waste 3) entliftet.

1) Die Label-Enzym-Ldsung flieRBt iUber das Detektionsmodul
130 zum Labeln in den Abfallbereich 109 (Waste 4).

m) Die Enzym-Substrat-Losung flieBt Uber das Detektionsmo-
dul 130 zur enzymatisch—-elektrochemischen Detektion der
Hybridisierung in den Abfallbereich 109 (Waste 4).

Damit ist das Analyseverfahren abgeschlossen. Insbesondere
bei einer elektrochemischen Detektion kdnnen die anfallenden
Signale elektrisch ausgelesen und prozessorgestiitzt gemal

vorgegebenem Programm ausgewertet werden.

Die anhand der Figur 1 im Einzelnen mit Kandlen und Kavitdten
beschriebene Cartridge wird aus einem Polymermaterial, wie
z.B. Polycarbonat, beispielsweise in Spritzgusstechnik, her-
gestellt. Dabei wird zundchst der Karten—-GrundkoOrper 101 mit
nach oben offenen Strukturen hergestellt und es werden die
Reagenzien in die zundchst offenen Kandle bzw. Kavitdten ge-—
spottet und anschlieBend getrocknet. Das Detektionsmodul wird
in geeigneter Weise in die Cartridge eingebracht, insbesonde-
re eingeklebt. Zum Abschluss werden die Kandle und die Kavi-
tdten z.B. mit einer elastischen Folie als obere Abdeckung
versehen und ist damit fiir den bestimmungsgemdBen Gebrauch

abgeschlossen.

Es ist auch méglich, dass auf den offenen Kartengrundkdrper

101 vor dem abdeckseitigen Abschluss und Fertigstellung der
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Cartridge bestimme Sondereinrichtungen, beispielsweise als
Dichtungsmaterialien und/oder Entliftungsmaterialien, aufge-—

bracht werden.

Das konkrete Messverfahren wurde anhand der Figuren 11 bis 23
fir einen spezifischen Fall der DNA-Analyse einer Probe aus
Vollblut erldutert. Allgemein ist vorgesehen, die beschriebe-
ne Cartridge fir die DNA-Analyse einerseits und/oder die Pro-—
teinanalyse andererseits einzusetzen, wobel - wie vorstehend
bereits erwdhnt - ein entsprechendes Auslesegerat und zugehd-
rige Auswertealgorithmen zu Hilfe genommen werden. Damit er-—
geben sich definierte Betriebsverfahren, welche die anhand
der Beispiele beschriebene Cartridge erst praxistauglich zum
dezentralen Einsatz im Rahmen einer medizinischen "Point of

Care"-Anwendung machen.

AbschlieBend wird speziell fiir die DNA-Analyse nochmals das
integrierte Betriebsverfahren der oben im Einzelnen beschrie-
benen Cartridge als Kombination bzw. in der Abfolge

der einzelnen Teilschritte zusammengefasst:

- Aufgeben der Probe in Cartridge
- Einschieben der Cartridge in Auslesegerat
- Starten des vollautomatischen Assays
— Proben-Dosierung ilber Dosierstrecke
— Waschen der Dosierstrecke
— Verdlnnen der Probe und Einbringen in Lyse—-Kanal
— Verweilen im Lyse—-Kanal
— Sammeln des DNA-Bead-Komplexes durch Beadsammler in
der PCR—-Kammer
— Waschen des DNA-Bead-Komplexes mit Wasser
— VerschlieRen der PCR-Kammer
— Durchfihrung der PCR
— Wahrend der PCR: Fiillen der beiden ELISA-Reagenzkandle
mit Wasser
- Offnen der PCR-Kammer
— Transport des PCR-Produkts in Detektionskammer

— Hybridisierung in der Detektionskammer
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— Entliiften der beiden ELISA-Reagenzkandle

— Fillen und Spiilen der Detektionskammer mit ELISA Rea-
genz 1

— Fillen und Splilen der Detektionskammer mit ELISA-
Reagenz 2

— Durchfihrung der elektrochemischen Messungen.

Bei den elektrochemischen Messungen erfolgt zundchst das
Durchspiilen der Detektionskammer mit einer ein Enzymlabel
tragenden Antikdrperldsung (ELISA-Reagenz 1). Dann erfolgt
das Durchspiilen der Detektionskammer mit Enzymsubstrat
(ELISA-Reagenz 2). Die elektrochemischen Messungen werden in
an sich bekannter Weise bei vorgebbaren, unterschiedlichen
Temperaturen und &nderbarer FlieBgeschwindigkeiten der Enzym-

substrat-Lésung durchgefihrt.

Fiir die Protein-Analyse werden entsprechende Vorgehensweisen
angewandt, wobei in diesem Fall die PCR nicht zum Tragen

kommt .
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Patentanspriiche

1. Anordnung zur integrierten und automatisierten DNA- oder
Protein—-Analyse einer Messprobe in einer mit Trockenreagen-
zien beflillten einmal verwendbaren Cartridge (Karte), mit
folgenden Merkmalen zur automatischen Durchfiihrung aller fir
die Prozessanalytik aus einzelnen Teilprozessen in der Cart-
ridge notwendigen MaBnahmen:

— in der Cartridge (100) ist ein System von Mikrokandlen
und/oder Mikrokavitdten (101 bis 131) flr eine mikrofluidi-
sche Prozesstechnik wvorhanden,

— die Mikrokandle bzw. die Mikrokavitaten (101 bis 131) wei-
sen vorgegebene geometrische Strukturen auf, um Reagenzien
aufzunehmen, wobei

— die Reagenzien an bestimmten Stellen in den Mikrokandlen
bzw. die Mikrokavitdten (101 bis 131) der Cartridge (100)
in einer lagerstabilen Form bevorratet sind,

— es sind Mittel vorhanden, um die trockengelagerten Reagen-
zien fiir den jeweiligen Teilprozess in geeigneter Form,

insbesondere als fliissiges Reagenz, bereit zu stellen.

2. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
die Strukturen zur Aufnahme der trockenen, lagerstabilen Rea-

genzien die Reagenzien Vertiefungen (112, 132) aufweisen.

3. Anordnung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
die Vertiefungen mindestens eine Stufe mit Stufenhdhen von 10

bis 500 um aufweisen.

4. Anordnung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
die Vertiefungen eine Ausdehnung von ca. 1 mm und eine Tiefe

von etwa 100 um haben.

5. Anordnung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass

die Vertiefungen Zylindrisch sind, wobei die Ausdehnung den
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Durchmesser darstellt.

6. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch

gekennzeichnet, dass die in den Mikrokandlen bzw. in den Mik-

rokavitdaten (101 bis 131) eingebrachte Reagenzien folgende

Eigenschaften aufweisen:

— Es sind trockenbare Substanzen mit vernachldssigbarem
Dampfdruck, die bei Raumtemperatur stabil sind, so dass die
Eigenschaften filir einen Zellaufschluss bzw. eine PCR bzw.

zur Detektion biochemischer GrdBen erhalten bleiben.

7. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriliche, dadurch
gekennzeichnet, dass Gemische aus der jeweiligen Substanz mit

Hilfsstoffen diinne Filme bilden, die an den Wandungen haften.

8. Anordnung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet dass in
Teile der Mikrokandle bzw. Mikrokavitdten (101 bis 131) ein-
gebrachten Substanzen bzw. Gemische mit dinnen Paraffin-

schichten wasserdicht abgedeckt sind.

9. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die in Teile der Mikrokandle bzw. Mikro-
kavitdten (101 bis 131) eingebrachten Substanzen DNA- oder

Protein-bindende Eigenschaften aufweisen.

10. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass die in Teile der Mikrokandle bzw.
Mikrokavitdten (101 bis 131) eingebrachten Substanzen Magnet-

Beads mit spezifischen Bindungseigenschaften sind.

11. Anordnung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass

die Magnet—-Beads mit Antikdrpern beschichtet sind.
12. Anordnung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass
die Magnet-Beads mit DNA-bindende Substanzen beschichtet

sind.

13. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei
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gleichermablen Lyse—Reagenzien und Magnet-Beads vorhanden
sind, dadurch gekennzeichnet, dass die Lyse—-Reagenzien und
die Magnet-Beads in einer einzigen Trockenmatrix enthalten

sind.

14. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass ein so genannter DNA-ELISA-Assay
oder Protein-ELISA-Assay (130, 131) durchfiihrbar ist, wobei
als Reagenzien filir das ELISA-Assay (130, 131) ein Label-Enzym

(Reagenz 1) und ein Enzymsubstrat (Reagenz 2) vorhanden sind.

15. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass ein Detektionsmodul (130) zur
elektrischen Detektion der Hybridisierungsvorgdnge vorhanden

ist.

16. Anordnung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass
das Detektionsmodul (130) aus einem Edelmetall/Plastik-
Verbund besteht.

17. Anordnung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass
das Detektionsmodul aus einem halbleiterprozessierten Silizi-
umchip mit Edelmetallelektroden besteht.

18. Anordnung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass
als Mittel fiir die elektrische Detektion elektrochemische,
magnetische und/oder piezoelektrische Messmethoden eingesetzt

werden.

19. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass die Cartridge (100) einen Eingabe-
Port (102) fiir eine Vollblutprobe hat.

20. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass Mittel (103 bis 103’"’") zur Zu
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fuhr von Wasser, insbes. ein Zuflussport, vorhanden ist.

21. Anordnung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass
ein zZuflussport zum Anschluss an eine externe Wasserzufuhr

vorhanden ist.

22 . Anordnung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass
der Zuflussport an ein integriertes Wasser—-Reservoir ange-—

schlossen ist.

23. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass die Mikrokandle bzw. Mikrokavita-
ten (101 bis 131) mit trockenen Puffersubstanzen definierter

Ionenstédrke nach Wasserzufuhr gefiillt sind.

24 . Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass Mittel zum Mischen von Vollblut-

proben und Wasser bzw. der Pufferldsung vorhanden sind.

25. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass Mittel zum Durchstrdmen des mit
Lyse—-Bead—-Reagenz beschichteten Mikrokanals bzw. der Mikroka-
vitdt mit Blut oder mit Blut-Wasser— bzw. Blut-Puffer-Gemisch

vorhanden sind.

26. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass Mittel zum Generieren eines Mag-
netfeldes zwecks Fixierung des DNA-/Magnet—-Bead- oder Prote-—

in-Magnet-Bead Komplexes vorhanden sind.

27. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass Mittel zum Generieren eines Mag-
netfeldes zwecks Fixierung des DNA/Magnet-Bead-Komplexes in

einer PCR-Kavitdt vorhanden sind.

28. Anordnung nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass

Mittel zum VerschlieBen der PCR-Kavitdt vorhanden
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sind.

29. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass Mittel zur Thermozvyklisierung der

Probe wvorhanden sind.

30. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass in der Cartridge (Karte) Mittel
zum Lagern von verbrauchtem Probenmaterial und/oder ver-—

brauchten Reagenzien vorhanden sind.

31. Anordnung nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass
die Mittel zum Lagern von verbrauchtem Probenmaterial und/

oder verbrauchten Reagenzien Abfallreservoirs bilden.

32. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass Mittel zum keimdichten, partikel-
bzw. zellfreien Entliiften der Abfall-Reservoirs vorhanden

sind.

33. Anordnung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, dass Mittel zur Fixierung der Cartridge

in einem Auslesegerdt vorhanden sind.

34. Verfahren zur Herstellung einer bei der Anordnung gemal

Anspruch 1 oder einem der Anspriche 2 bis 33 verwendeten

Cartridge, mit folgenden Verfahrensschritten:

- Ein Cartridge-Grundkdrper mit Kandlen und/oder Kavitdten
wird aus Polymer gefertigt,

— in die offenen Kandle werden Reagenzien gespottet und dort
getrocknet,

— die Kandle und/oder Kavitdten werden durch eine Folie ver-

schlossen.

35. Herstellungsverfahren nach Anspruch 34, dadurch gekenn-

zeichnet, dass der Karten-Grundkdrper durch Spritzgusstech-
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nik hergestellt wird.

36. Herstellungsverfahren nach Anspruch 34, dadurch gekenn-
zeichnet, dass Sondermaterialien, wie beispielsweise Dich-
tungsmembranen, Entliiftungsmembranen od. dgl., auf den Kar-

tenkdrper aufgebracht werden.

37. Herstellungsverfahren nach Anspruch 34, dadurch gekenn-
zeichnet, dass vor dem Abdichten des KartenkOrpers ein Detek-—
tionsmodul mit Messmitteln eingebracht, insbesondere einge-
klebt, wird.

38. Betriebsverfahren fiir eine DNA-Analyse in einer Anordnung
gemdB Anspruch 1 oder einem der Anspriiche 2 bis 33, mit fol-
genden MaBnahmen:

— Aufgeben der Probe in die Cartridge,

— Einschieben der Cartridge in das Auslesegerat,

- Starten des vollautomatischen Assays.

39. Betriebsverfahren nach Anspruch 38, mit folgenden Schrit-

ten beim Betrieb des vollautomatischen Assays:

— Uber eine Dosierstrecke erfolgt eine Probendosierung,

— die Dosierstrecke wird gewaschen,

- die Messprobe wird verdiinnt und in den Lysekanal einge-
bracht,

— durch Verweilen im Lysekanal erfolgt ein Zellaufschluss,

— der gebildete DNA-Bead-Komplex wird durch einen Flissig-
keitsstrom in die PCR-Kammer gebracht und durch einen Bead-
Sammler in die PCR-Kammer gehalten

— es erfolgt ein Waschen des DNA-Bead-Komplexes mit Wasser,

— die PCR-Kammer wird verschlossen,

— die PCR wird durchgefihrt,

— nach Beendigung der PCR wird das PCR-Produkt in die Detek-
tionskammer transportiert

— in der Detektionskammer finden Hybridisierungsvorgange mit
spezifischen Fdngersonden statt,

— es erfolgt das Durchspiilen der Detektionskammer mit Markie-—

rungsenzym
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— es erfolgt das Durchspiilen der Detektionskammer mit Enzym-
substrat

— es erfolgt die Durchfihrung der elektrochemischen Messungen

— die elektrochemischen Messungen werden bei verschiedenen
Temperaturen und verschiedenen FlieBgeschwindigkeiten der

Enzymsubstrat-Losung durchgefiihrt.

40. Betriebsverfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeich-
net, dass wdhrend der PCR die ELISA-Reagenzkandle mit Wasser

geflillt werden.

41. Betriebsverfahren nach Anspruch 39, dadurch gekennzeich-
net, dass nach der Hybridisierung die beiden ELISA-Kandle
entliiftet werden, dass anschlieBend die Detektionskammer zu-—
ndchst mit dem ersten ELISA-Reagenz gasblasenfrei gespiilt und
anschlieRend mit dem zweiten ELISA-Reagenz gasblasenfrei ge-
spilt wird, und dass anschlieBend die elektrochemische Mes-

sung durchgefiihrt wird.

42 . Betriebsverfahren flr eine Protein—Analyse in einer An-
ordnung gemdl Anspruch 1 oder einem der Anspriche 2 bis 33,
mit folgenden MaBnahmen:

— Aufgeben der Probe in die Cartridge,

— Einschieben der Cartridge in das Auslesegerat,

- Starten des vollautomatischen Assays.

43. Betriebsverfahren nach Anspruch 42, mit folgenden Schrit-

ten beim Betrieb des vollautomatischen Assays:

- Uber eine Dosierstrecke erfolgt eine Probendosierung,

— die Dosierstrecke wird gewaschen,

— die Messprobe wird verdinnt und durch einen Flissigkeits-—
strom in die Detektionskammer transportiert

— in der Detektionskammer finden Bindungsvorgdnge zwischen
den Proteinen der Messprobe und spezifischen Fangerantikor-—
pern bzw. Fangerproteinen statt,

- es erfolgt das Durchspiilen der Detektionskammer mit ei
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- ner ein Enzymlabel tragenden AntikOrperldsung (ELISA-Re-
agenz 1),

- — es erfolgt das Durchspiilen der Detektionskammer mit En-—
zymsubstrat (ELISA-Reagenz 2)

— es erfolgt die Durchfiihrung der elektrochemischen Messun-—

gen.

44, Betriebsverfahren nach Anspruch 43, dadurch gekennzeich-
net, dass nach der Hybridisierung die beiden ELISA-Kandle
entliiftet werden, dass anschlieBend die Detektionskammer zu-—
ndchst mit dem ersten ELISA-Reagenz gasblasenfrei gespilt und
anschlieBend mit dem zweiten ELISA-Reagenz gasblasenfrei ge-—
spilt wird, und dass anschlieRend die elektrochemische Mes-—

sung durchgefithrt wird.
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