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(57) Abstract

The invention relates to a method for analyzing a liquid test sample,
especially of a body fluid by means of an electro-chemoluminescence
bond reaction method in which a reaction sequence is carried out.
The reaction sequence includes at least one specific biochemical bond
reaction and leads to the formation of a complex which contains a
chemoluminescence marker and which is characteristic for the analysis.
Said reaction sequence also leads to the bonding of the complex to a
magnetic microparticle. A detection cycle is carried out in a measuring
cell having a collector in order to determine the concentration of the
marked microparticle. The detection cycle includes a purification step
(20), a conditioning step (22), a recovery step (23) and a measuring
step (21), whereby a specified potential profile is applied to the collector
during these steps. Between the conditioning step (22) and the recovery
step (23), an additional potential pulse (DIP) with an oxidizing or
reducing potential is inserted into the voltage shape of the detection cycle ” »
in order to improve the deposit of the microparticle, whereby before the
collector contacts (instant tp) the test sample, the additional potential pulse (DIP) is restored to a neutral potential which is neither oxidant
nor reductant.




(57) Zusammenfassung

Verfahren zur Analyse einer fliissigen Probe, insbesondere einer Korperfliissigkeit mittels eines Elektrochemolumi-
neszenz-Bindungsreaktion-Verfahrens, bei dem eine Reaktionsfolge ablduft, die mindestens eine spezifische biochemische
Bindungsreaktion einschlieBt und zur Bildung eines eine chemolumineszierende Markersubstanz enthaltenden fiir die Analyse
charakteristischen Komplexes und Bindung des Komplexes an magnetische Mikropartikel filhrt. In einer MefBzelle mit einer
Arbeitselektrode liuft zur Bestimmung der Konzentration der markierten Mikropartikel ein Detektionszyklus ab, der einen Reinigungsschritt
(20), einen Konditionierungsschritt (22), einen Abfangschritt (23) und einen Mefschritt einschliefit, wobei wihrend dieser Schritte ein |
bestimmter Potentialverlauf an die Arbeitselektrode angelegt wird. Zur Verbesserung der Ablagerung der Mikropartikel ist zwischen dem
Konditionierungsschritt (22) und dem Abfangschritt (23) ein zusitzlicher Potentialpuls (DIP) mit einem oxidierenden oder reduzierenden
Potential in den Spannungsverlauf des Detektionszyklus eingefiigt, wobei der zusatzliche Potentialpuls (DIP) vor der Kontaktierung
(Zeitpunkt t) der Arbeitselektrode mit der Probe auf ein neutrales, weder oxidierendes noch reduzierendes, Potential zurtickgefiihrt wird.
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Verfahren zur Analyse einer Probe mittels eines

Elektrochemolumineszenz-Bindungsreaktion-Tests

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Analyse einer

Probe bezliglich einer darin befindlichen Substanz.

Bei der Analyse einer fllssigen Probe geht es in der Re-
gel darum, die Konzentration einer darin enthaltenen Sub-
stanz (Analyt) zu bestimmen (quantitative Analyse). In
manchen F&llen genligt auch eine Aussage, ob der Analyt
(in einer oberhalb eines Grenzwerts liegenden Konzentra-
tion) in der Probe enthaltenen ist (qualitative Analyse).
Auf medizinischem Gebiet, auf das sich die Erfindung ins-
besondere bezieht, spielt die Analyse von Kérperflissig-
keiten (vor allem Blut, Blutserum und Urin) auf darin
enthaltene Analyten wie zum Beispiel Hormone, Antikdrper,

Antigene oder Medikamente eine groffe Rolle.

Die Erfindung befaRt sich mit der Verbesserung eines be-
stimmten Typs von Analyseverfahren, den man zusammenfas-
send als Elektrochemolumineszenz-Bindungsreaktion-Analyse
(nachfolgend als "ECL-BBA" flUr electrochemoluminescence
biochemical binding analysis bezeichnet) bezeichnen kann.
Ein solches Verfahren weist folgende charakteristische
Merkmale auf.
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Grundlage der analytischen Selektivitat ist eine spe-
zifische biochemische Bindungsreaktion unter Beteili-
gung biochemischer Substanzen, die nur miteinander
selektiv bindungsfdhig sind. Hierzu gehdren vor allem
immunchemische Bindungsreaktionen zwischen Antikdxr-
pern und Antigenen oder Haptenen, mit denen die Anti-
kérper spezifisch binden. Andere biochemische Bin-
dungsreaktionen sind Proteinbindungen, insbesondere
zwischen Avidin und Biotin, die Lektin-Kohlenhydrat-
Bindung, die Bindung zwischen Rezeptoren und Liganden

und die Hybridisierung von Nukleinsduren.

Solche spezifischen biochemischen Bindungsreaktionen
werden seit langem fur analytische Zwecke verwendet.
Es gibt zahlreiche unterschiedliche ein- oder mehr-
stufige Reaktionsablaufe ("Testprotokolle"), die
letztlich unter Beteiligung des Analyten und minde-
stens einer in dem Reagenzsystem enthaltenen spezi-
fisch bindenden Substanz ("Bindungsreagenz") zur Bil-
dung eines fur die Analyse charakteristischen Komple-
xes flhren. Dieser Komplex enthdlt in der Regel (je-

doch nicht notwendigerweise) den Analyten.

Um den Komplex, dessen Konzentration ein Maf fdar das
gesuchte analytische Resultat bildet, detektierbar zu
machen, wird in der Regel eine Markersubstanz
("Label") eingesetzt, die an ein Bindungsreagenz des
Reagenzsystems, beispielsweise einen Antikdrper, ge-
koppelt wird. Die Einheit aus Markersubstanz und Bin-

dungsreagenz wird als Konjugat bezeichnet.
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Die Erfindung bezieht sich auf Verfahren, bei denen
die Markersubstanz zu einer ECL-Reaktion fahig ist.
Wenn eine solche Substanz an einer voltametrischen
Elektrode einem geeigneten elektrischen Potential
ausgesetzt wird, sendet sie Licht aus, das photome-
trisch gemessen werden kann. In der Regel ist an die-
ser Reaktion eine zweite elektrochemisch aktive Sub-
stanz beteiligt, die als "Precursor" bezeichnet wird.
In der Praxis wird als ECL-Label vor allem ein Ruthe-
niumkomplex (Ruthenium-tris[bipyridyll), in Kombina-
tion mit TPA (Tripropylamin) als Precursor, verwen-
det. Die beiden‘elektrochemisch aktiven Substanzen
reagieren an der Elektrode jeweils unter Abgabe eines
Elektrons zu einer stark reduzierenden bzw. oxidie-
renden Spezies. Die nachfolgende Redoxreaktion bringt
das ECL-Label in einen angeregten Zustand, von dem es
unter Aussendung eines Photons in den Grundzustand
zuriickfallt. Die Reaktion des ECL-Labels ist vorzugs-
weise eine Kreisreaktion, so daf ein einziges Label-
Molekiil nach Anlegen einer Spannung an die Elektrode
eine Vielzahl von Photonen aussendet.

Bei den Verfahren, auf die sich die Erfindung be-
zieht, werden die ECL-markierten flr die Analyse cha-
rakteristischen Komplex-Molekile an magnetische Mi-
kropartikel ("Beads") fixiert. In der Praxis werden
magnetisierte Polystyrolkigelchen mit einem Durchmes-
ser von typischerweise etwa 2 bis 3 pm verwendet. Die
Fixierung erfolgt mittels eines Paares spezifischer
biochemischer Bindungspartner, wobei sich insbeson-
dere das Paar Streptavidin-Biotin bewdhrt hat. Die
Beads sind mit Streptavidin-PolYmer beschichtet. An
die Komplex-Molekile ist Biotin gebunden.
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Die Beads mit dem daran gebundenen markierten Komplex
werden in die Mefzelle eines Meflgerdtes gebracht, das
die erforderlichen Elektroden (in der Regel eine Ar-
beitselektrode, eine Gegenelektrode und, insbesondere
im Fall eines potentiometrischen Mefiprinzips, eine
Referenzelektrode) zur Erzeugung des zum Triggern der
ECL-Reaktion erforderlichen elektrischen Feldes auf-
weist. Im magnetischen Feld eines unter der Arbeits-
elektrode angeordneten Magneten werden die Beads an
die Oberflache der Arbeitselektrode gezogen. Da dies
tiblicherweise in Durchflufzellen bei kontinuierlich
stromender Probenflissigkeit stattfindet, wird die
magnetisch bewirkte Ablagerung der Beads als
"Abfangen" bezeichnet.

Nach dem Abfangschritt wird in der Regel ein Wasch-
schritt durchgefithrt, bei dem eine Waschflissigkeit
an der Arbeitselektrode vorbeistrémt und stdrende
Komponenten entfernt. Danach wird ein zum Triggern
der ECL-Reaktion erforderliches elektrisches Poten-
tial an die Arbeitselektrode angelegt und das resul-
tierende Lumineszenz-Licht mittels eines geeigneten
Fotoempfangers gemessen. Die Intensitat des Lumines-
zenzlichts ist ein Maf flir die Konzentration der mar-
kierten Beads an der Oberfliche der Arbeitselektrode
und diese wiederum ist ein Maf® fir die Konzentration
des Analyten in der Probe. Zur Berechnung der gesuch-
ten Konzentration aus dem gemessenen Lumineszenz-

signal dient eine Kalibration.

Es werden zahlreiche unterschiedliche Varianten derar-

tiger ECL-BBA-Verfahren diskutiert und in der Literatur

beschrieben, wobei sich die Abwandlungen auf jeden der

genannten Teilaspekte beziehen kdnnen.
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Hinsichtlich des Teilaspektes a) unterscheiden sich die
Tests durch verschiedene Testprotokolle (beispielsweise
Sandwich-Tests und kompetitive Tests, jeweils in einer
Vielzahl méglicher Untervarianten). Ein grundsatzlicher
Unterschied besteht zwischen homogenen Tests, die keine
Trennung zwischen den gebildeten Komplex-Molekilen und
unkomplexiertem Konjugat erfordern und heterogenen Tests,
bei denen eine solche bound/free-Trennung notwendig ist.
Die vorliegende Erfindung ist flir die unterschiedlichsten
Testprotokolle anwendbar, soweit in irgendeiner Weise
eine Reaktionsfoige ablauft, die mindestens eine spezifi-
sche biochemische Bindungsreaktion einschliefit und zur
Bildung eines flr die Analyse charakteristischen Kom-

plexes fihrt, der mit einem ECL-Label markiert ist.

Auch hinsichtlich des Teilaspektes b) ist die Erfindung
universell, d.h. unabhdngig von dem verwendeten ECL-Label
und eventuellen weiteren Komponenten der ECL-Reaktion,
einsetzbar. Sie hat sich insbesondere flr Tests bewahrt,
bei denen der erwidhnte Rutheniumkomplex in Verbindung mit
TPA verwendet wird.

Hinsichtlich des Teilaspektes c) richtet sich die Exfin-
dung ausschlieRlich auf Tests, bei denen der flr die Ana-
lyse charakteristische Komplex an magnetische Mikroparti-
kel gebunden wird und diese Mikropartikel im Magnetfeld

eines Magneten auf der Oberflache einer Arbeitselektrode
abgelagert werden. Im Ubrigen ist die Erfindung auch von
Variationen des Teilaspekts c) unabhangig und beispiels-
weise mit unterschiedlichen Bead-Materialien und -Grdfen
sowie mit unterschiedlichen Methoden zur Fixierung der

Komplexe an den Beads verwendbar.
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Nahere Informationen Uber ECL-BBA-Verfahren kénnen der
einschlagigen Literatur entnommen werden. Hierzu wird
insbesondere auf folgende Publikationen verwiesen, deren
Inhalt durch Bezugnahme zum Bestandteil der vorliegenden

Beschreibung gemacht wird:

1) G.F. Blackburn et al. "Electrochemiluminescence
Detection for Development of Immunoassays and DNA
Probe Assays for Clinical Diagnostics",
Clin.Chem. 37 (1991), 1534 - 1539

2) J.K. Leland und M.J Powell: "Electrogenerated
Chemiluminescence: An Oxidative-Reduction Type ECL
Reaction Sequence Using Tripropyl Amine",

J. Electrochem. Soc., 137 (1990), 3127 - 3131

3) J.H. Kenten et al.: "Improved
Electrochemiluminescent Label for DNA Probe
Assays: Rapid Quantitative Assays of HIV-1
Polymerase Chain Reaction Products",
Cclin.Chem. 38 (1992), 873 - 879

4) N.R. Hoyle: "The Application of
Electrochemiluminescence to Immunoassay-based
Analyte Measurement" in "Bioluminescence and
Chemiluminescence"; Proceedings of the 8th
International Symposium on Bioluminescence and
Chemiluminescence, Cambridge, September 1994, A.K.
Campbell et al. (edit.), John Wiley & Sons

5) WO 89/10551

6) WO 90/11511

Wie erwahnt findet die Messung des ECL-Lichtes Ublicher-
weise in einer DurchflufmeRfzelle statt. Sie enth&lt einen
engen Strdmungskanal flur die Probenflliissigkeit, wobei die
Arbeitselektrode an einer der Wande, die den Strdmungs-
kanal begrenzen, angeordnet ist. an dessen Wand die Ar-
beitselektrode angeordnet ist. Um mit der gleichen Mef-

" zelle nacheinander unterschiedliche Proben messen zu kén-
nen, mufl die Zelle, und insbesondere die Arbeitselek-

trode, zwischen den Messungen von den darauf abgelagerten
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Beads und sonstigen Verunreinigungen gereinigt werden.
Dieser Reinigungsvorgang muf schnell und effizient sein,
um eine hohe Durchsatzleistung des Analysegerats und eine

gute Analysegenauigkeit sicherzustellen.

Die Reinigung erfolgt deswegen nicht nur physikalisch
(Durchleiten von Luftblasen) und chemisch (Durchleiten
einer Reinigungsflissigkeit, die unter anderem Detergen-
zien enthalt), sondern auch elektrochemisch durch Anlegen
eines stark oxidierenden und/oder reduzierenden Potenti-
als an die Arbgitselektrode. Das Potential ist in der
Regel so hoch, daR an der Oberflache der Arbeitselektrode
Gasblasen entstehen. Dadurch wird die Reinigung wirksam
unterstiitzt, das elektrochemische Gleichgewicht der Elek-
trodenoberfliche jedoch so stark gestdrt, daf® im Anschluf
an den Reinigungsschritt ein Konditionierungsschritt er-
forderlich ist, bei dem eine Sequenz von Pulsen an die
Arbeitselektrode angelegt wird, die den gesamten Poten-
tialarbeitsbereich des jeweiligen Elektrodenmaterials
abdecken.

In der Zelle wird demzufolge ein Detektionszyklus durch-
gefiihrt, der nacheinander einen Reinigungsschritt, einen
Konditionierungsschritt, einen Abfangschritt und einen
MeRschritt umfaRt. Wahrend des Reinigungsschritts und des
Konditionierungsschritts befindet sich eine Reinigungs-
bzw. Konditionierungsflussigkeit in der Zelle. Die Pro-
benfliissigkeit mit den Beads wird erst zu Beginn des Ab-
fangschritts in die DurchflufmeRzelle eingeleitet. Bei
heterogenen Tests ist zwischen Abfangschritt und Mef3-
schritt ein zusatzlicher Waschschritt eingefigt. Der
Detektionszyklus wird in den Zitaten 1) bis 6), vor allem
in der WO 89/10551, naher erlautert.
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Das ECL-BBA-Verfahren zeichnet sich im Vergleich zu ande-
ren Analyseverfahren, die auf der spezifischen Bindung
biochemischer Bindungspartner beruhen, durch einfache
Handhabung, hohe Empfindlichkeit, einen groffen dynami-
schen Bereich mefbarer Konzentrationen, eine kostengin-
stige Analyse und gute Automatisierbarkeit (mit entspre-
chenden Analysegeraten) aus.

Um bei einem ECL-BBA-Verfahren der vorstehend erlauterten
Art eine weitere Erhdhung der Analysegenauigkeit zu er-
reichen, wird erfindungsgemaf vorgeschlagen, dafs zur Ver-
besserung der Ablagerung der Mikropartikel zwischen dem
Konditionierungsschritt und dem Abfangschritt ein zusatz-
licher Potentialpuls mit einem oxidierenden und/oder re-
duzierenden Potential in den Spannungsverlauf des Detek-
tionszyklus eingefiihrt ist, wobei der zusatzliche Poten-
tialpuls vor der Kontaktierung der Arbeitselektrode mit
der Probe auf ein neutrales (weder oxidierendes noch re-

duzierendes) Potential zurlckgeflhrt wird.

Der Zusammenhang zwischen einem wahrend des Detektionszy-
klus an der Arbeitselektrode anliegenden Spannungsverlauf
und der Qualitat der Analyse wird in der WO 89/10551
(zitat 5) diskutiert. Danach soll zur Verbesserung der
Reproduzierbarkeit des Analyseergebnisses am Ende des
KonditionierungsSéhritts ein konstanter Potentialwert
eingestellt werden, der als "preoperative potential" be-
zeichnet wird. Dieses "preoperative potential" soll kon-
stant bleiben, bis die Arbeitselektrode mit der Proben-
flussigkeit kontaktiert und die ECL-Messung durchgefihrt
wird. Das "preoperative potential" soll in Abhangigkeit
von dem Material der Arbeitselektrode und in Abhangigkeit
von dem verwendeten Elektrolyten entweder ein oxidieren-

des oder ein reduzierendes Potential sein.
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Im Rahmen der Erfindung wurde festgestellt, daf im Gegen-
satz zu der Lehre des Zitats 5) eine wesentliche Verbes-
serung der gleichmafigen Ablagerung der Beads auf der
Oberfléache der Arbeitselektrode und damit eine Verbesse-
rung der Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der Analyse
erreicht werden kann, wenn in den Spannungsverlauf des
Detektionszyklus der zusdtzliche Potentialpuls eingefigt
ist. Wesentlich ist, daR dieser einerseits ein oxidieren-
des oder reduzierendes Potential erreicht und anderer-
seits auf ein neutrales (weder oxidierendes noch reduzie-
rendes) Potential zurlickgefiihrt wird, bevor die Probe in
die MeRzelle eingeleitet und somit in Kontakt zu der Ar-
beitselektrode gebracht wird.

Wahrend durch das "preoperative potential" der

WO 89/10551 die fiir die Erzeugung des ECL-Signals ent-
scheidenden Komponenten der Probe beeinflufit werden sol-
len, wird erfindungsgemif eine erhebliche Verbesserung
durch eine zusatzliche elektrochemische Vorbehandlung der
Elektrode erreicht. Daf daraus eine Verbesserung der Ab-
lagerung der Beads resultiert, ist unerwartet, weil ange-
nommen werden muRte, daR die Bead-Verteilung von den Ei-
genschaften des magnetischen Feldes abh&ngt, wadhrend die
elektrochemischen Mafnahmen der Konditionierung und Rei-
nigung dem Zweck dienten, die Signalerzeugung zu verbes-

sern.

Ein Potentialpuls in diesem Sinne ist eine kurzzeitige
Anderung der an der Arbeitselektrode anliegenden Span-
nung, wahrend der ein oxidierender bzw. reduzierender Po-
tentialwert erreicht wird, wobei sich die elektrische
Spannung vor und nach dem Potentialpuls im neutralen Be-
reich befindet. Auf die Form des Potentialverlaufs im
einzelnen kommt es nicht an. Es ist also insbesondere

nicht erforderlich, daR der Spannungsverlauf eine geome-
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trisch definierte Form (z.B. Rechteck, Dreieck oder Trep-
penfunktion) hat.

Als oxidierendes Potential wird ein elektrisches Poten-
tial der Arbeitselektrode bezeichnet, bei dem deren Ober-
flache in Kontakt mit der Konditionierungsflissigkeit
oxidiert wird. Entsprechend ist ein Potential reduzie-
rend, wenn es eine elektrochemische Reduktion der Metall-
oberflache der Arbeitselektrode in Kontakt mit der Kondi-
tionierungsfliissigkeit bewirkt. Neutral ist ein Poten-
tial, bei dem auf einer blanken Metalloberfléche prak-
tisch keine Oxid- oder Hydrid-Schicht gebildet wird. Die-
ser Zustand wird auch als Doppelschichtbereich des jewei-
ligen Metalles bezeichnet.

Allgemein gliltige Zahlenwerte fir das maximale Potential
des zusatzlichen Pulses und fir den Potentialwert, auf
den dessen Potential zurlickgefihrt wird, kénnen nicht an-
gegeben werden, weil diese Potentialwerte von dem Mate- -
rial der Arbeitselektrode, von der Referenzelektrode, auf
die sich das Potential bezieht und (in geringerem Umfang)
von der Zusammensetzung der Konditionierungsflissigkeit
abhangig sind. Der Fachmann kann hierzu néhere Informati-
onen aus verdffentlichten Daten, insbesondere aus Cyclo-
voltamogrammen des verwendeten Elektrodenmaterials, ent-
nehmen. In je&em Fall lassen sich die Werte eines oxidie-
renden, reduzierenden oder neutralen Potentials experi-

mentell bestimmen.

Die Erfindung wird im folgenden anhand eines in den Figu-
ren schematisch dargestellten Ausfiihrungsbeispiels ndher
erlautert. Es zeigen:

Fig. 1 eine schematische Darstellung der Detektions-
einheit eines ECL-BBA-Analysegerats,
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Fig. 2 eine graphische Darstellung des Potentialver-
laufs an der Arbeitselektrode wahrend eines De-
tektionszyklus,

Fig. 3 ein Cyclovoltamogramm einer Platinelektrode.

Die in Fig. 1 dargestellte Detektionseinheit 1 bildet
denjenigen Teil eines Analysegerats, der den Detektions-
zyklus automatisch durchfihrt. Daneben weist ein solches
Analyseger&dt Einheiten zur Durchflhrung der Reaktions-
folge auf, die zur Bildung eines mit einem ECL-Label mar-
kierten Komplexes (dessen Konzentration flr die Analyse
charakteristisch ist) und zu dessen Bindung an magneti-
sche Mikropartikel fihrt. Diese Teile sind in Fig. 1
nicht dargestellt.

Herzstlick der Detektionseinheit 1 ist eine elektrochemi-
sche DurchfluRzelle 2, in der an einem engen Durchflufka-
nal 3 eine Arbeitselektrode 4 und eine Gegenelektrode 5
derartig angeordnet sind, daf sie von einer durch den
DurchfluRkanal 3 strdémenden FlUssigkeit kontaktiert wer-
den. Die Gegenelektrode 5 ist bevorzugt, wie dargestellt,
gegenliber der Arbeitselektrode 4 (d.h. auf der gegeniiber-
liegenden Seite des Durchflufkanals 3) positioniert. Eine
Referenzelektrode 7 ist, in der Regel auRerhalb des
DurchfluRkanals 3, an der insgesamt mit 8 bezeichneten
Fliissigkeitsleitung der Detektionseinheit 1 angeordhet.
Zum Ansaugen der Flussigkeit wird Ublicherweise eine Pra-
zisions-Kolbenhubpumpe 9 eingesetzt, die stromabwarts von
der DurchflufRzelle in die Flussigkeitsleitung 8 eingebaut
ist.

Stromaufwarts von der Durchflufzelle 2 sind an die Lei-
tung 8 mehrere Flissigkeitsbehadlter angeschlossen, aus
denen Flissigkeit wahlweise, gesteuert beispielsweise

durch ein Mehrwegventil 10, in die Durchflufizelle 2 ge-
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saugt werden kann. Im dargestellten Fall sind dies ein
Behdlter 12 mit Reinigungsfllssigkeit, ein Beh&lter 13
mit Konditionierungsfllissigkeit und ein Behalter 14 mit
Probenfliissigkeit. Der Probenfllssigkeitsbehdlter 14 ist
Ublicherweise als Testrdhrchen (reaction tube) ausgebil-
det und sitzt in einem Bearbeitungsrotor 15, in dem auch
die erforderlichen Schritte zur Durchfihrung der Bin-
dungsreaktionen stattfinden. Von den in dem Bearbeitungs-
rotor 15 sitzenden Testrdhrchen ist der Ubersichtlichkeit
halber nur eines dargestellt.

In der DurchfluBmefizelle 2 ist auf der von dem Durchfluf-
kanal 3 abgewandten Seite der Arbeitselektrode 4 ein Ma-
gnet 17 angeordnet. Im dargestellten Fall handelt es sich
um einen Permanentmagnet, der mittels einer Bewegungsme-
chanik 18 von der dargestellten Abfangposition (bei der
mindestens einer seiner Pole mdglichst nah bei der Ar-
beitselektrode 4 ist) in eine von der Arbeitselektrode 4
entfernte Ruheposition beweglich ist. Alternativ kann
auch ein ein- und ausschaltbarer Elektromagnet verwendet

werden.

Auf der der Abfangflache 4a gegeniiberliegenden Seite des
DurchfluRkanals 3 ist als Lichtdetektor 19 ein Photo-
multiplier so positioniert, daR seine lichtempfindliche
Flache paréllel zu der als Ablagerungsfléache 4a bezeich-
neten, dem Durchflufkanal 3 zugewandten (und von dem Ma-
gneten 17 abgewandten) Oberfléche der Arbeitselektrode 4
verlauft.

Zur Steuerung des Gerites und Verarbeitung der Signale
des Lichtdetektors 19 ist eine Elektronikeinheit 16 vor-
gesehen, an die die Elemente der Detektionseinheit 1 an-
geschlossén sind (Anschlufleitungen nur teilweise darge-
stellt).
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Fir die Funktion der Detektionseinheit 1 ist wesentlich,
daf® wdhrend der einzelnen Verfahrensschritte eines Detek-
tionszyklus der an der Arbeitselektrode 4 (bezogen auf
die jeweils mit dieser in Kontakt stehende Flussigkeit
und somit bezogen auf die Referenzelektrode) anliegende
Potentialverlauf bestimmte Merkmale aufweist, die nach-
folgend anhand der graphischen Darstellung eines solchen
Potentialverlaufes in Figur 2 nédher erlautert werden. Die
Figur bezieht sich auf eine Ausfihrungsform mit einer
Platin-Arbeitselektrode. Die auf der Ordinate angegebenen
Werte der Spannung U sind gegen eine Ag/AgCl-Referenz-
elektrode gemessen und gegen die Zeit t in Sekunden auf-
getragen. Der Detektionszyklus wird fir jede Analyse in
gleicher Weise wiederholt. Die nachfolgende Beschreibung

beginnt mit dem Reinigungsschritt.

Ein Reinigungsschritt 20 wird jeweils nach der vorausge-
henden Messung durchgefihrt, um die Ablagerungsflache 4a
der Arbeitselektrode 4 von darauf haftenden Beads und
sonstigen Verunreinigungen oder Veranderungen der Elek-
trodenoberfliache zu befreien. Dabei wird zur elektroche-
mischen Unterstliitzung des Reinigungsvorganges ein stark
oxidierendes und/oder reduzierendes Potential ClO bzw.
ClR an die Arbeitselektrode angelegt, dessen Potential-
wert in der Regel hdher ist als jedes andere (oxidierende
bzw. reduzierende) Potential des Detektionszyklus. Bevor-
zugt ist - wie dargestellt - ein oxidierendes Potential
Clo, dessen Wert hdher ist als das ebenfalls oxidierende
Potential des vorausgehenden Meflschrittes 21. Im darge-
stellten Fall enth&lt der Reinigungsschritt zwei kleinere
reduzierende Pulse ClR1 und ClR2. Dies ist jedoch nicht
zwingend. Die Erfindung ist flir jeden Detektionszyklus
geeignet, bei dem wahrend des Reinigungsschrittes ein

oxidierendes oder reduzierendes Potential an die Arbeits-
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elektrode angelegt wird, das so stark ist, daff nachfol-
gend zur Wiederherstellung des elektrochemischen Gleich-
gewichtes ein Konditionierungsschritt notwendig ist. W&h-
rend des gesamten Reinigungsschrittes wird mittels der
Pumpe 9 Reinigungsflissigkeit aus dem Behalter 12 durch
die Leitung 8 und somit auch durch den Durchfluffkanal 3
geleitet.

Der nachfolgende Konditionierungsschritt 22 dient dazu,
nach dem Reinigungsschritt 20 das erforderliche elektro-
chemische Gleichgewicht an der Elektrodenoberflache wie-
derherzustellen. Zu diesem Zweck wird eine Sequenz von
abwechselnd reduzierenden und oxidierenden Potentialpul-
sen an die Arbeitselektrode angelegt, die in Figur 2 mit
COl, CR1l, CO2, CR2, CO3 und CR3 bezeichnet sind.

Vorzugsweise besteht die Sequenz der Konditionierungs-
pulse - wie dargestellt - aus einer abwechselnden Folge
oxidierender und reduzierende Potentialpulse, wobeil eine
gerade Gesamtzahl der reduzierenden und oxidierenden Po-
tentialpulse besonders bevorzugt ist. Die Dauer jedes
Konditionierungspulses liegt in der Praxis bei weniger
als einer Sekunde, wobei Werte von weniger als

0,7 Sekunden und mehr als 0,1 Sekunden bevorzugt sind und
sich der Bereich zwischen etwa 0,3 Sekunden und etwa

0,5 Sekunden besonders bewahrt hat.

Fir die Erfindung ist charakteristisch, daf im Anschluf
an den Konditionierungsschritt 22 und vor dem in Figur 2
mit tp bezeichneten Zeitpunkt, zu dem die Probe aus dem
Probenbeh&lter 14 Uber das Ventil 10 in den Durchflufdka-
nal 3 gepumpt wird (somit die in der Probenflissigkeit

enthaltenen Beads in Kontakt mit der Arbeitselektrode 4
gebracht werden), ein zusadtzlicher Potentialpuls in den

Spannungsverlauf des Detektionszyklus eingefigt wird, der
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in Figur 2 mit DIP fir "deposition improvement pulse" be-
zeichnet ist. Dieser zusatzliche Potentialpuls ist so
hoch, daf’ er fir eine sehr kurze, jedoch zur elektroche-
mischen Beeinflussung der Elektrodenoberfliche wirksame
Zeitdauer (vorzugsweise mindestens etwa 0,05 Sekunden,
besonders bevorzugt mindestens 0,1 Sekunden) einen oxi-
dierenden oder reduzierenden Potentialwert erreicht. Wei-
ter ist wesentlich, daf das Potential vor dem Zeitpunkt
tp auf einen neutralen (weder oxidierenden noch reduzie-
renden) Potentialwert zurickgeflihrt wird. Besonders be-
vorzugt ist der dargestellte Fall eines oxidierenden DIP,
wobei dieser wiederum vorzugsweise einem vorausgehenden
reduzierenden Potentialpuls CR des Konditionierungs-
schrittes 22 folgt.

Im Rahmen der Erfindung wurde festgestellt, dafl es mit-
tels des DIP mdglich ist, die Oberfléache der Elektrode
optimal fir den Abfangschritt vorzubereiten und gleich-
zeitig auf die Eigenschaften der Beads (z.B. Oberflachen-
eigenschaften, Zeta-Potential, Klebrigkeit etc.) abzu-
stimmen. Durch experimentelle Optimierung des DIP kann
das Depositionsmuster so eingestellt werden, dafl es opti-
mal den Anforderungen eines ECL-Nachweisverfahrens ent-
spricht.

Zu dem Zeitpunkt tp befindet sich der Magnet 17 in der in
Figur 1 dargestellten Abfangposition. Die mit der Proben-
flissigkeit durch den Durchflufkanal 3 strdmenden Mikro-
partikel werden unter Einwirkung seines Magnetfeldes auf
der Oberfliche der Arbeitselektrode abgelagert. Wahrend
des Abfangschrittes 23 und auch wédhrend des nachfolgenden
Waschschrittes 24 befindet sich das Potential der Ar-
beitselektrode bevorzugt - wie dargestellt - im neutralen
Bereich. Bei vorbekannten Verfahren ist die Arbeitselek-
trode wahrend dieser Schritte meist von dem Potentiosta-



WO 99/39206 PCT/DE99/00197

16

ten getrennt, befindet sich also auf keinem definierten
Potential. Gemd&R der WO 89/10551 soll in diesem Abschnitt
des Detektionszyklus das dort beschriebene "preoperative
potential", namlich ein konstantes oxidierendes oder re-

duzierendes Potential, an die Arbeitselektrode 4 angelegt
werden.

Abgesehen von dem Potential der Gegenelektrode werden der
Abfangschritt 23 und der Waschschritt 24 ebenso wie der
nachfolgende Mefschritt 21 in der Ublichen Weise durchge-
fihrt, wobei zu dem Zeitpunkt ty das Mehrwegventil 10
derartig umgeschaltet wird, daff statt der Probenfliissig-
keit die Konditionierungsfllssigkeit aus dem Behalter 13
in die Leitung 8 angesaugt wird, welche zugleich als
Waschfliissigkeit flir die bound/free-Trennung dient.

Statt des einen zusatzlichen Potentialpulses DIP kdénnen
auch mehrere zus&tzliche Potentialpulse zwischen dem Kon-
ditionierungsschritt 22 und dem Abfangschritt 23 in den
Spannungsverlauf des Detektionszyklus eingefigt sein, wo-
bei vorzugsweise alle DIPs entweder oxidierend oder redu-
zierend sind. Die Gesamtdauer der Zeit, in der sich der
eine DIP oder die mehreren DIPs im oxidierenden bzw. re-
duzierenden Bereich befindet, sollte in jedem Detektions-
zyklus mindestens 0,05 Sekunden, vorzugsweise mindestens
0,1 Sekunden und hdéchstens eine Sekunde, bevorzugt hoch-
stens 0,3 Sekunden, betragen.

Figur 3 zeigt ein zyklisches Voltamogramm einer Platin-
elektrode. Derartige Messungen werden Ublicherweise
durchgeftihrt, indem man das an der Elektrode anliegende
Potential gegeniiber einer Referenzelektrode dreieckfdrmig
variiert und dabei die Strom/Spannung-Kurven in der dar-
gestellten Weise registriert. Das hier dargestellte
Cyclovoltamogramm resultiert aus der Messung einer
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Platinelektrode in Kontakt mit einer 1M-Schwefelsdureld-
sung. Die auf der Abszisse angegebenen Spannungswerte be-
ziehen sich auf eine Normal-Wasserstoffelektrode. Auf der
Ordinate ist der Stromfluf I in mA/cm? dargestellt.

Verfolgt man den Strom-Spannungsverlauf ausgehend von dem
Punkt A in Richtung des Pfeiles, so befindet sich das Po-
tential zundchst in einem Bereich, in dem nur ein kaum
meRbarer Strom flieRt, der durch die Aufladung einer Dop-
pelschicht verursacht ist. Dieser Bereich wird in der
englischsprachigen Literatur als "double-layer region"
bezeichnet. In dem Kurvenabschnitt B steigt der Stromfluf
stark an. Hier wird ein im Sinne der vorliegenden Erfin-
dung oxidierender Potentialwert erreicht, d.h. die
Platinoberflidche wird elektrochemisch oxidiert. Die Fla-
che unter der Kurve entspricht der flr die Oxidation ver-

brauchte Ladungsmenge.

Wenn die an der Elektrode anliegende Spannung nach Errei-
chen ihres Maximalwertes (hier etwa 1,5 V) sinkt, ist der
StromfluR zunachst wieder gering, steigt dann jedoch in
dem Bereich, in dem die Oxidschicht abgebaut wird, wieder
an (Kurvenbereich C). Nach Abbau der Oxidschicht fallt
die Stromstarke in dem Doppelschichtbereich wieder nahe
Null ab, bis die Spannung einen Wert erreicht, bei dem
eine Reduktion des (zuvor im wesentlichen reinen) Platin
einsetzt. Dieser Anstieg im Kurvenbereich D markiert
einen reduzierenden Potentialwert im Sinne der vorliegen-
den Erfindung. Der Spannungsbereich zwischen dem oxidie-
renden und dem reduzierenden Potential wird als neutraler
Bereich N bezeichnet. Nach der erneuten Umkehrung des Po-
tentials bei etwa 0,1 V wird die Reduktionsschicht auf

der Platinoberfléche in dem Kurvenbereich E abgebaut.
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Beigpiel:

Mit einem Geradt Elecsys 2010 der Boehringer Mannheim GmbH
wurden Vergleichstests durchgefihrt, um die Ergebnisse
mit und ohne DIP zu vergleichen. Der Detektionszyklus
entsprach dabei Figur 2, wobei bei den Versuchen mit DIP
ein zusatzlicher oxidierender Impuls in Rechteckform mit
einer Impulshdhe von + 0,9 V und einer Impulsdauer von
0,2 sec. eingefligt wurde. Fir einen PSA-Test

(PSA = Prostata-spezifisches Antigen) ergaben sich dabei
ohne DIP folgende Werte.

Tabelle 1:
Nr. Konz. N MW VK
ng/ml %
1 0.00 11 1020.94 2.66
2 0.75 4 4957.80 2.00
3 2.97 2 16698.81 1.75
4 16.20 2 84445.07 2.10
5 75.10 2 398381.77 0.99
6 142.00 2 741512.39 1.62

Mit DIP ergaben sich folgende Werte:
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Tabelle 2:
Nr. Konz. N MW VK

ng/ml %
1 0.00 11 1045.33 1.12
2 0.75 4 5874 .34 0.63
3 2.97 2 20930.29 1.06
4 16.20 2 107626.88 1.26
5 75.10 2 497223.62 0.09
6 142 .00 2 950228.61 0.26-

Darin haben die Spaltenliberschriften folgende Bedeutung:

Konz.: Soll-Konzentration der verwendeten Kalibrations

probe

N: Anzahl der durchgefihrten Messungen

MW : Mittelwert des MeRsignals in willklrlichen Ein
heiten

VK: Variationskoeffizient des Signals in Prozent

Man erkennt, daf der DIP zu einer wesentlichen Verbesse-
rung der Signaldynamik (Quotient aus dem hdchsten und
niedrigsten MW) fihrt. Dieser Wert liegt mit DIP bei 909
und somit um etwa 25% hdher als ohne DIP (726). Auferdem
ist die Prazision, die sich durch die- Hohe des Variati-

onskoeffizient VK ausdrickt, erheblich verbessert.

Durch visuelle Beobachtung und mittels Videoaufzeich-
nungen wahrend des Analysezyklus ist festzustellen, daf
die Beads auRerdem wesentlich stabiler abgelagert werden.
Ohne DIP findet waAhrend des Waschschrittes eine Bewegung
der Beads statt, die flir die Mefgenauigkeit nachteilig
ist, insbesondere weil sie zu Verlusten von bereits abge-

lagerten Beads von der Arbeitselektrode fihrt.
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Anspriche

Verfahren zur Analyse einer flissigen Probe, insbe-
sondere einer Korperfllissigkeit, beziglich einer

darin befindlichen Substanz,

mittels eines Elektrochemolumineszenz-Bindungs-

reaktion-Verfahrens, bei dem

eine Reaktionsfolge ablauft, die mindestens eine spe-.
zifische biochemische Bindungsreaktion einschliefRt
und zur Bildung eines eine chemolumineszierende Mar-
kersubstanz enthaltenden flir die Analyse charakteri-
stischen Komplexes und Bindung des Komplexes an ma-
gnetische Mikropartikel fUhrt

und in einer Mefzelle (2) mit einer Arbeitselektrode
(4) zur Bestimmung der Konzentration der markierten
Mikropartikel ein Detektionszyklus mit einer Sequenz

folgender Schritte ablauft:

- ein Reinigungsschritt (20), bei dem zur elektro-
chemischen Reinigung der Arbeitselektrode (4) ein
stark oxidierendes (Cl0) und/oder reduzierendes

(C1R) Potential an die Arbeitselektrode (4) ange-
legt wird,

- einen Konditionierungsschritt (22), bei dem eine
Sequenz von abwechselnd reduzierenden und oxidie-
renden Potentialpulsen (CO1, CR1, CO2, CR2 ...)
an die Arbeitselektrode angelegt wird,

- ein Abfangschritt (23), bei dem die Probe mit den

Mikropartikeln derartig mit der Arbeitselektrode
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(4) kontaktiert wird, daf® sich die Mikropartikel
unter Einwirkung des Magnetfeldes eines auf der
von der Probe abgewandten Seite der Arbeitselek-
trode (17) positionierten Magneten auf einer der
Probe zugewandten Ablagerungsflache (4a) dexr Ar-
beitselektrode ablagern,

- ein MefRschritt (21), bei dem ein die ECL-Reaktion
triggernder Potentialverlauf an die Arbeitselek-
trode angelegt und das dabei infolge der Elektro-
chemolumineszenz von der Markierungssubstanz aus-
gehende Licht gemessen wird, um die Konzentration
der Markierungssubstanz an der Ablagerungsflache
(4a) der Arbeitselektrode (4) zu bestimmen,

dadurch gekennzeichnet, dafs

zur Verbesserung der Ablagerung der Mikropartikel
zwischen dem Konditionierungsschritt (22) und dem Ab-
fangschritt (23) ein zusatzlicher Potentialpuls (DIP)
mit einem oxidierenden oder reduzierenden Potential
in den Spannungsverlauf des Detektionszyklus einge-
ftigt ist, wobei der zusatzliche Potentialpuls (DIP)
vor der Kontaktierung (Zeitpunkt tp) der Arbeitselek-
trode (4) mit der Probe auf ein neutrales, weder oxi-
dierendes noch reduzierendes, Potential zurlUckgefihrt

wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daf? der dem zusatzlichen Potentialpuls (DIP) voraus-
gehende letzte Potentialpuls des Konditionierungs-
schritts (22) ein reduzierender Potentialpuls (CR3)
ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, daf3 der zusitzliche Potentialpuls

(DIP) ein oxidierender Potentialpuls ist.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprliche,
dadurch gekennzeichnet, daf in dem Konditionierungs-
schritt abwechselnd oxidierende (CO1l, CO2 ...) und
reduzierende (CR1, CR2 ...) Potentialpulse an die Ar-
beitselektrode (4) angelegt werden.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,
daf? die Anzahl der reduzierenden und oxidierenden Po-
tentialpulse gleich grofs ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriliche,
dadurch gekennzeichnet, dafl der zusatzliche Poten-
tialpuls (DIP) die gleiche Polaritdt wie der die ECL-
Reaktion wdhrend des Mefschrittes (21) triggernde Po-
tentialverlauf hat und der hdchste Wert des zusatzli-
chen Potentialpulses (DIP) niedriger als der hdchste
Wert des die ECL-Reaktion triggernden Potentialver-
laufes ist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, daf die Arbeitselektrode eine
Platinelektrode ist und der hdchste Wert des zusatz-
lichen Potentialpulses (DIP) einer Spannung von min-
destens 0,6 V, vorzugsweise mindestens 0,8 V, gegen-
iber einer Ag/AgCl-Referenzelektrode entspricht.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
da® der héchste Wert des zusatzlichen Potentialpulses
(DIP) einer Spannung von héchstens 1,6 V, vorzugs-
weise hodchstens 1,2 V, gegeniiber einer Ag/AgCl-Refe-
renzelektrode entspricht.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,

dadurch gekennzeichnet, daf3 zur Verbesserung der Ab-



WO 99/39206

10.

11.

PCT/DE99/00197

23

lagerung der Mikropartikel mehrere zusAtzliche Poten-
tialpulse zwischen dem Konditionierungsschritt b) und
dem Abfangschritt c¢) in den Spannungsverlauf des De-
tektionszyklus eingefigt sind, wobei der letzte zu-
sadtzliche Potentialpuls vor der Kontaktierung der Ar-
beitselektrode mit der Probe auf ein neutrales, weder
oxidierendes noch reduzierendes, Potential zurickge-
fihrt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daf® die Gesamtdauer der Zeit,
in der sich der mindestens eine zusatzliche Potenti-
alpuls im oxidierenden bzw. reduzierenden Potential-
bereich béfindet, in jedem Detektionszyklus minde-
stens 0,05 Sekunden, bevorzugt mindestens 0,1 Sekun-
den, betragt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, daR die Gesamtdauer der Zeit,
in der sich der mindestens eine zusatzliche Potenti-
alpuls im oxidierenden bzw. reduzierenden Potential-
bereich befindet, in jedem Detektionszyklus h&chstens
eine Sekunde, bevorzugt hdéchstens 0,3 Sekunden, be-
tragt.
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES
IPK 6  GOIN33/543  GOIN33/58 GO1N27/327

Nach der internationalen Patentkiassifikation (IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

Recherchierter Mindestprifstotf (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole )

IPK 6  GOIN

Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff gehérende Verdtfentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

Wihrend der internationalen Racherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendate Suchbegriffe)
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siehe Beispiel 48

A WO 92 14138 A (EISAI CO LTD ;IGEN INC 1
(US)) 20. August 1992
siehe das ganze Dokument

A WO 89 10551 A (IGEN INC) 2. November 1989 1
in der Anmeldung erwdhnt
siehe Zusammenfassung

A WO 90 11511 A (IGEN INC ;HALL LEE O (US); 1
ZOSKI GLENN (US); TYAGI SURENDERA K (US)
4. Oktober 1990

in der Anmeldung erwahnt

siehe Zusammenfassung

Waeitere Versffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu Siehe Anhang Patentfamilie
entnehmen
° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentlichungen  : "T" Spétere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
"A" Veréffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, oder dem Prioritétsdatum verdffentlicht worden ist und mit der
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der
. - . i Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
“E" &lteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen Theorie angegeben ist
Anmeldedatum veréffentiicht worden ist “X" Verdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
“L" Verdffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht als neu oder auf
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden

anderen im Recherchenbericht genannten Veréffentlichung belegt werden wy«ysqrs ; . i .

A ) : ) erdffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindun
soll ode“r die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie kann nicht als guf erfinderischer Ttigkeit t?eruhend bzﬁ'achtet g
o~ ausgefuhrt) . ' o werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen
Q" Versffentlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung, ) Veréftentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maf3nahmen bezieht diese Verbindung tir einen Fachmann naheliegend ist
"P" Veréffentlichung, die vor dem interationalen Anmeldedatum, aber nach

dem beanspruchten Prioritatsdatum verdffentlicht worden ist "&" Veroffentlichung, die Mitglied derseiben Patentfamilie ist
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