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Beschreibung

[0001] Die Erfindung befasst sich mit der gezielten Er-
héhung der Treffer bzw. Trefferwahrscheinlichkeit zwi-
schen miteinander bindungsféhigen Reaktionspartnern,
wodurch einerseits die Menge an Bindungsprodukten er-
héht und anderseits die Reaktionszeit wesentlich ver-
kirzt wird.

[0002] Sie ist insbesondere darauf gerichtet, dass die
erforderlichen Hybridisierungszeiten in Bioanalyse-Ar-
rays, wie in z.B. in DNA/RNA-, Protein- oder Immuno-
Mikroarrays, bei dadurch gleichzeitig erreichbarer Stei-
gerung der auswertbaren Fluoreszenzsignale verkurzt
wird. Dies wird durch Agitation der Hybridisierungs-L6-
sung mit Hilfe magnetischer Mikro- oder Nanopartikel,
welche in kontrollierter Weise durch die Hybridisierungs-
I6sung bewegt werden und die Target Molekile zu den
einzelnen Spots, also Bindungsstellen transportieren, er-
reicht. Der Wirkungsbereich der einzelnen Spots, wel-
cher in herkdmmlichen Analyseverfahren diffusions-limi-
tiert ist, wird somit wesentlich vergréRert bzw. erweitert.
[0003] Die Erfindung hat den weiteren Vorteil, dass sie
in einfacher Weise mit schon vorhandenen Bioanalyse-
Array-Systemen kombiniert werden kann, dass sie also
ein Nachristen schon bestehender Reaktionssysteme,
also insbesondere schon vorhandener Bioanalyse-Sy-
steme, ermdglicht.

[0004] Als neue Werkzeuge der Molekularbiologie
stellen beispielsweise DNA-Microarrays einen echten
Technologiesprung beim Nachweis von Genen und Gen-
defekten, bei der Genexpressions-Analyse und bei der
Vertiefung des Versténdnisses von Genfunktionen dar.
[0005] Ein Mikrobio-Array oder Biochip besteht (bli-
cherweise aus einem, in spezieller Weise chemisch be-
schichteten, Glas-Objekttrager, der bis zu einige Tau-
send mikroskopisch kleine, unterschiedlich funktionali-
sierte Punkte, so genannte Spots, enthalt. Im Falle der
DNA-Microarrays oder DNA-Chips besteht jeder einzel-
ne dieser Spots aus zahlreichen Kopien eines eindeutig
bestimmten DNA-Abschnitts bzw. Gens, die als "Fanger-
molekile" oder Sonden fiir entsprechende, in einer zu
analysierenden Probe vorhandene, spezifische DNA
oder mRNA-Molekiile, also Targets, fungieren. Die Tar-
getmolekile werden zuvor mit Fluoreszenzpartikeln mar-
kiert, um sie nach erfolgter Bindung an die entsprechen-
den Chip-Sonden mittels Fluoreszenzscanner detektie-
ren zu kénnen.

[0006] Die Faktoren Spezifizitdt und Sensitivitat spie-
len in der Bio- bzw. Mikroarrayanalyse eine groe Rolle.
Wahrend die Spezifizitat im Wesentlichen von der Aus-
wahl bzw. Sequenzabfolge der DNA-Sonden am Chip
abhangig ist und jenen Bedingungen, unter denen man
den Andockprozess bzw. Hybridisierung zwischen Tar-
gets und Sonden ablaufen lasst, also z.B. die Salzkon-
zentration des Hybridisierungspuffers und die Reaktions-
temperatur, hangt die Sensitivitdt im Wesentlichen von
der vorhandenen Menge des jeweiligen Targets, von der
Effizienz der Fluoreszenzmarkierung der Targets, bis zu
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einem gewissen Grad auch von der Menge der am Chip
vorhandenen DNA-Sonde sowie von der Effizienz der
Bindung zwischen Target und Sonde ab.

[0007] Im klassischen Chip-Experiment ist der Trans-
port der Targets zu den Sonden im wassrigen Milieu al-
lein durch die Diffusion gesteuert. In der Praxis wird eine
wassrige Pufferldsung mit den fluoreszenz-markierten
Targetmolekilen auf den Chip mit den DNA-Sonden auf-
gebrachtund danach wird eindlinnes Glasplattchen bzw.
Deckglaschen dariber gelegt. Dadurch wird ein diinner
Flissigkeitsflim zwischen Chip und Deckglaschen aus-
gebildet, innerhalb dessen sich die Targetmolekile
durch freie Diffusion bewegen.

[0008] Bisher wurden unterschiedliche Versuche zur
Steigerung der auswertbaren Signale in DNA-Microar-
rays mit unterschiedlichen Misch- oder Pumpvorrichtun-
gen unternommen, welche sich in folgende 3 Gruppen
einteilen lassen.

- Mechanische Mischung durch Schitteln und/oder
Rotieren des Chips auf einer dafiir vorgesehene Ein-
richtung

- Durchpumpen und Rezirkulieren der Hybridisie-
rungs-Lésung am Chip mittels eines externen Flui-
diksystems

- Mischung der Flussigkeit am Chip selbst

[0009] Nachfolgend werden Beispiele zu den genann-
ten, dem Stand der Technik entsprechenden Verfahren
beschrieben, um Unterscheidungsmerkmale zur vorlie-
genden Erfindung herausarbeiten zu kénnen.

[0010] Surface Acoustic Waves bzw. akustische Ober-
flachenwellen werden in einem bereits kommerziell er-
haltlichen Produkt, mit der Bezeichnung SlideBooster
der Firma Advalytix AG, Eugen-Séanger-Stralle 53.0. D-
85649 Brunnthal, www.advalytix.de, SildeBooster
SB400, zur Durchmischung von dinnen Flussigkeitsfil-
men eingesetzt.

[0011] Eine aktive Durchmischung von Flissigkeiten
wurde von R. H. Liu et al. Bubble-induced acoustic mi-
cromixing. Lab Chip, 2002, 2, 151-157 vorgestellt. Zur
Realisierung der Wischwirkung werden durch Blaschen
induzierte, akustische Mikrostromungen verwendet,
welche mittels eines piezoelekirischen Schallgebers
erzeugt werden. Zur Steigerung der Effizienz sind in der
Mischungskammer mikroskopisch kleine, mechanisch
gefertigte, Taschen eingebaut, an denen sich Gas-
blaschen bilden. Diese Modifikation der Mischungskam-
mer stellt einen beachtlichen Mehraufwand bei der Fer-
tigung von Bio-Chips dar und ist hinsichtlich Wiederver-
wendbarkeit aus Griinden der Kontamination fragwdardig.
[0012] Weiters ist eine Mischvorrichtung fiir Bio-Sen-
soren, bei der mittels Rihrer durch eine mechanische
Welle von aufenin einer Kammer eine Homogenisierung
der Probe bewirkt wird, in der WO 94/26396 beschrieben.
Dabei wird vom Rihrer eine wechselseitige Bewegung
normal zur Oberflaiche des Sensors wahrend der Mes-
sung der Signale durchgefihrt



3 EP 2 004 317 B1 4

[0013] Eine weitere Patentschrift ndmlich GB 876 070
beschreibt ganz allgemein die Durchmischung von Flis-
sigkeiten mittels rotierender Gitter.

[0014] Das granzflachennahe Mischen einer zu unter-
suchenden Flussigkeit in Sensor-Vorrichtungen wird in
der WO 00/09991 A1 beschrieben. Hier erfolgt das
Durchmischen mittels Bewegung von magnetischen K-
gelchen oder mittels beweglicher Netze, wobei im erste-
ren Fall die magnetischen Kiigelchen in einer Flissigkeit
abwechseind zwischen zwei Elektromagneten nach
oben und nach unten gezogen werden.

[0015] Speziell die Durchmischung von diinnen Flis-
sigkeitsschichten, welche eine Suspension beweglicher
magnetischer Partikel beinhalten, wird in der EP 0 240
8a2 A1 beschrieben. Die Vorrichtung umfasst ebenfalls
Magnetsysteme. Die dort beschriebene Anordnung stellt
einen Spalt fur die Aufnahme des Fllssigkeitsfilms mit
den permanentmagnetischen Partikeln zur Verfiigung.
[0016] In einem weiteren Patent, namlich WO
97/02357 A1 ist eine Mischvorrichtung fir den Einsatz
bei DNA Chips in Erwagung gezogen. Dort werden eine
akustische Mischung und eine magnetische Mischung,
welche durch Wechselstréme in Elektromagneten be-
wirkt wird, erwahnt.

[0017] AusderUS 6,806,050 B2 ist ein elektromagne-
tischer Chip bzw. Bio-Chip bekannt, welcher eine Matrix
von individuell anspeisbaren Micro-Elektromagnetein-
heiten umfasst und an dessen Oberflache Sonder-Mo-
lekile immobilisiert sind. Mittels der Magneteinheiten
werden an kleine Magnetpartikel gebundene Molekile
im Wesentlichen In der Ebene des Bio-Chips bewegt und
es wird auf diese Weise eine Erhéhung der Zahl der Bin-
dungen erreicht.

[0018] Dokument EP-A- 1327 473 offenbart eine Vor-
richtung gemal dem Oberbegriff des Anspruchs 1.
[0019] Die neu entwickelte Vorrichtung geman der Er-
findung beruht auf der VergréRerung des Wirkungsbe-
reichs der einzelnen Bindungsstellen, also z.B. DNA-
Spots, durch Beimengung magnetischer Mikro- oder Na-
nopartikel zur Hybridisierungs-Ldsung, welche mittels ei-
nes extern erzeugten Magnetfeldes bewegt werden und
wobei z.B. die DNA Targets an die Sonden der einzelnen
Spots wesentlich gezielter heranfiihrbar sind. Es werden
von den bzw. mittels der magnetischen Partikel die DNA-
Targets in einer Mikrostrémung mitgefiihrt und auf diese
Weise transportiert.

[0020] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ei-
ne Vorrichtung zur Steigerung der Kontaktfrequenz bzw.
-haufigkeit zwischen zwei miteinander zur Bindung be-
fahigten Reaktionspartnern, vorzugsweise zwischen
Analysator-Molekul bzw. -Molekiilteil und Analyt-Molekdl
bzw. -Molekiilteil, insbesondere zur Steigerung der Bin-
dungseffektivitdt und zur Reduktion der fiir einen Nach-
weis erforderlichen Bindungszeiten in Bioanalyse-Arrays
gemal dem Oberbegriff des Anspruchs 1, welche die
im kennzeichnenden Teil dieses Anspruches genann-
ten Merkmale aufweist.

[0021] Insbesondere die Kombination der matrixférmi-
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gen Anordnung der Mikro- bzw. Milli-Magnetspulen mit
nur einer gegeniberliegenden zentralen Magnetspule
gestattet eine gezielte, prézise Bewegung der magneti-
schen Partikel innerhalb der Reaktionsfllssigkeit, also
insbesondere des Hybridisierungs-Flissigkeftsfiims und
somit im Konkreten ein kontrolliertes Heranfiihren von
Target-DNA an die immobilisierten Sonden auf dem
DNA-Bio-Chip.

[0022] Die spezielle Anordnung der Mikro- bzw. Milli-
Spulen und die "Muster" zu deren Anspeisung mit Ma-
gnetisierungsstrom verhindern ein Anhaufen der magne-
tischen Partikel und stellt somit einen wesentlichen Vor-
teil gegeniiber den bisher bekannten, oben genannten,
auf der Bewegung magnetischer Partikel beruhender,
Mischvorrichtungen dar. Die Verwendung magnetischer
Felder ermdglicht auRerdem die einfache Kombination
mit einer Probenkammer, in welcher die Feuchte und
Temperatur kontrolliert wird, so dass ein hoher Grad an
Systemintegration ermdglicht wird.

[0023] Die matrix-artige bzw. array-férmige Anord-
nung der Milli-Magnetspulen mit oder ohne Magnetkerne
(n), z.B. unterhalb des DNA-Chips und nur einer Magnet-
Spule oberhalb des DNA-Chips erméglicht eine ganz ge-
zielte Bewegung der magnetischen Partikel.

[0024] So dient die einzelne Magnetspule oberhalb
des Chips dazu, die magnetischen Partikel zu einer Auf-
wartsbewegung zu veranlassen. Wenn diese Spule
durch Abschalten des Stromes nicht mehr magnetisch
ist, beginnen die Magnetpartikel wieder abzusinken. Ein
Absinken in der gleichen Bahn wie die Anhebungsbahn
wird dadurch verhindert, dass die Mikro-Magnetspulen
der Mikro-Magnet-Matrix unterhalb des Chips, z.B. wel-
lenartig, magnetisiert werden und somit die Magnetpar-
tikel wéhrend ihres Absinkens seitwarts verschoben wer-
den und somit letztlich eine Art Schragstrémung in der
Reaktionsflissigkeit induziert wird, durch welche die Tar-
get-Molekile mehr bewegt und dadurch auch mehr Son-
den-Molekilen zugefihrt werden.

[0025] Es werden also mittels des erfindungsgeman
vorgesehenen Aufbaus die Partikel jeweils lateral in
Richtung des Zentrums der entsprechend beschalteten
Mikro-Magnet-Matrix bewegt. Durch Variation der Dauer
und der relativen Stérke der Impulse von jeweils benach-
barten Mikro-Magnetspulen und der oberhalb des Chips
angeordneten Magnetspule lassen sich nach Belieben
flexible Bewegungsmuster programmieren, um einen ge-
zielten lateralen und vertikalen Transport der in dem Hy-
bridisierungs-Flissigkeitsfilm geldsten Target-Molekiile
zu ermoglichen.

[0026] Dieerfindungsgemal vorgesehene Anordnung
gestattet im Gegensatz zu den eingangs erwahnten An-
ordnungen gemal dem Stand der Technik, welche sich
mit der ungerichteten oder héchstens in einer Richtung
erfolgenden Durchmischung von Flussigkeitsfilmen be-
fassen, eine vorprogrammierte, ganz gezielte Bewegung
der eingesetzten Mikro-Magnetpartikel. Im Gegensatz zu
den erwahnten Patent Veroffentlichungen kann mit der
erfindungsgemalen Einrichtung insbesondere das Ver-
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klumpen und das Ansammeln der Magnetpartikel verhin-
dert werden.

[0027] AuBerdem bietet die Erfindung den Vorteil,
dass sie problemlos mit schon etablierten, bestehenden
Bloanalyse-Arreys kombinierbarist und weitere, dass bei
Integration der Magnetspule in einen entsprechenden
Trager die Temperatur an der Grenzflache zum Bio-Chlp
prazise eingestellt werden kann, was durch einen spater
noch zu erérternden integrierten Kihl/Heizkreislauf er-
moglicht wird.

[0028] Die Vorrichtung gemal der Erfindung unter-
scheidet sich dadurch insbesondere von einer Anord-
nung, welche ausschlieBlich auf mégliche Prozessschrit-
te in einem integrierten Mikrofluidik-Biochip abzielt und
fir eine Nachriistung schon existierender DNA-Mikro-Ar-
rays nicht geeignet ist.

[0029] Zum Nachweis der Wirkungsweise der erfln-
dungsgemafien Vorrichtung wurden Hybridisierungs-
Expenmente auf gleichartigen DNA-Bio-Chips mit Unter-
stltzung durch die erfindungsgemafie Vorrichtung und
parallel dazu auf konventionelle Art durchgefiihrt-Hierbei
waren konstante Temperaturverhaltnisse (65 °C), Hybri-
disierungszeiten (25 min.) und Auswerteverfahren Inden
jeweiligen Experimenten sichergestellt; es zeigten sich
beim Einsatz der erfindungsgemafRen Vorrichtung tiber
samtliche Experimente ein mittlerer Signalgewinn von et-
wa 150 % Signalgewinn =((Vorrichtungssignale-Refe-
ranzsignale)/Referenzsignale).100) gegenliber dem ent-
sprechenden Ergebnissen bei herkémmlicher Hybridi-
sierung.

[0030] Gemal einer vorteilhaften Ausflihrungsform
der Erfindung ist eine AnsteuerungsEinrichtung flr die
Mikro-Magnetspulen einerseits und die Einzel-Magnet-
spule andererseits gemaf Anspruch 2 vorgesehen, mit-
tels welcher jede einzeine Mikro-Magnetspule individuell
ansteuerbar ist und mittels welcher jedes zeitabhangige
Magnetislerungs-Muster auf die Magnet-Matrixflache
aufpragbar ist.

[0031] Insbesondere Im Sinne einer ungestoérten, op-
tischen Kontrolle ist eine Ausfiihrungsform der Einzel-
magnetspule der erfindungsgemafen Vorrichtung ohne
Kern, also mit freigelassener mittlerer Ausnehmung, ge-
mafR Anspruch 3 glnstig, wodurch eine freie Sicht auf
das Reaktionsgeschehen, insbesondere aufden Sioana-
lyse-Chip bzw. -Array ermdglicht ist.

[0032] Zur Erhéhung der Effektivitdt der Anordnung
der Mikro-Magnetspulenin der Magnetspulen-Matrix die-
nen die Merkmale des Anspruchs 4.

[0033] Weiters ist eine Anordnung der Analyse-Vor-
richtung in einer Art klimatisierter Kammer gemafl An-
spruch 5, insbesondere im Hinblick auf genau einzubau-
ende stabile Umgebungsbedingungen bevorzugt.

[0034] Der Anspruch 6 betrifft eine konkrete Anord-
nung der Komponenten der erfindungsgemafen Vorrich-
tung.

[0035] SchlieBlich hatder Anspruch 7 eine bevorzug-

te Ausfiihrungsvariante der Vorrichtung mit einer Auf-
nahmekammer fir das Reaktionsgefal3, insbesondere
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fur den Bio-Analysearray-Mikrochip, zum Gegenstand.

[0036] Anhand der Zeichnung wird die Erfindung na-
her erlautert:
[0037] Es zeigen die Fig. 1 die grundsétzliche Anord-

nung der wesentlichen Komponenten der erfindungsge-
mafen Vorrichtung, die Fig. 2 schematisch die Vorgange
wahrend der Magnetisierung auf dem Objekttrager, die
Fig. 3 schematisch die Steuerung der neuen Vorrichtung,
die Fig. 4 ein Beispiel fur eine reale Ausfiihrungsform der
neuen Vorrichtung, die Fig. 5 schematisch ein Diagramm
des Weges, welchen ein Magnetpartikel innerhalb der
Probeflussigkeit zuriicklegt, die Fig. 6a ein Diagramm,
welches die Signalsteigerung bei Einsatz der neuen Vor-
richtung im Vergleich zeigt und die Fig. 6b ein Diagramm,
in welchem die Signalsteigerung in Abhéngigkeit von der
Hybridisierungszeit ebenfalls im Vergleich zum Stand
der Technik dargestellt ist.

[0038] In der Schragrissdarstellung der Fig. 1 ist der
prinzipielle Aufbau der erfindungsgemafen Vorrichtung
1 flr eine magnet-induzierte Intensivierung der Kontakte
zwischen zwei Reaktions-, insbesondere Bindungspart-
nern, wie z.B. Target-Molekiil und Sonden-Molekdl ge-
zeigt.

[0039] Auf dem Objekttrager 4 aus Glas ist unterhalb
des Deckglaschens 5 der Bioanalyse-Array 6 mit in re-
gelmaRig aufgetragenen feinen Spots mit den Sonden-
Molekilen bzw. der Bio-Chip 6 angeordnet. Zwischen
Objekttrager 4 und Deckgtéschen 5 befindet sich die Re-
aktions-, insbesondere Hybridislerungsflissigkeit mit
den TargetMolekilen und den fir die Agitation der Flus-
sigkeit vorgesehenen Mikro-Magnetpartikel.

[0040] In der Fig. 1 oberhalb dieser Anordnung ist die
hier flachringartige bzw. toriodférmige Einzelmagnetspu-
le 3 ohne Kern, also mit freier zentraler Offnung 36 an-
geordnet, durch welche die Durchsicht auf die Reaktion
auf dem Objekttrager 4 bzw. unterhalb des Deckglas-
chens 5 freigehalten ist.

[0041] Unterhalb des Bio-Chips 6 und seinem Nahbe-
reich ist unterhalb des Objekttragers 4 eine grof3e Anzahl
von individuell mit Magnetisierungsstrom versorgbaren
Mikro-Magnetspulen 2 mit Spulenkernen 21, vorzugs-
weise in einer Sechseck-Matrix 20 angeordnet.

[0042] Die schematische Darstellung der Fig. 2 zeigt
- bei sonst gleichbleibenden Bezugszeichenbedeutun-
gen-wie sich zwischen dem Objekttrager 4 mit den Spots
mit den Sonden-Motekilen 63 des Bio-Chips 6 die Re-
aktionsftiisslgkeit 70 befindet, und wie sich in derselben
- von den vorher erlauterten Elektro-Magneten 2 bzw.
20, 3 und deren variablen Magnetfeldern beaufschlag-
ten, die hier kreisrund dargestellten Magnetpartikel 75
etwa in den durch Pfeile symbolisieren Bewegungsrich-
tungen bewegen und die durch Sternchen symbolisierten
- Fluoreazenztarbstoff 72 beaufschlagten Target-Mole-
kile 73 mit den immobilisierten Sonden-Motekiilen 83 in
Kontakt bringen und dort wesentlich 6fter binden, als dies
z.B. durch Diffusion erreichbar ware.

[0043] Die in der Fig. 3 - bei sonst gleichbleibenden
Bezugszeichenbedeutungen - sehr schematisch darge-



7 EP 2 004 317 B1 8

stellten Steuerungs-Elnrichtung 8 dient zur individuellen
Anspeisung der Mikro-Magnstspulen 2 der Mikro-Ma-
gnetmatrix 20 mit variablen Magnetisierungsstrémen so-
wie zur ebenfalls variablen Anspelsung der Einzel-Ma-
gnetspule 3 mit Strom.

[0044] Die Zentral-Steuerungseinheit (PC-Control) 81
ist mit einer Steuereinheit, z.B. D/A-card 82 verbunden,
welche einerseits mit der Stromversorgungseinheit (Po-
wer-Supply 1) 83 fur die Mikro-Magnetspulen-Matrix 20
und anderseits mit der Stromversorgungseinheit (Power
Supply 2) 84 fur die Einzel-Magnetspule 3 verbunden ist.
[0045] Die Stromversorgungseinheit (Power Supply 1)
83 ist mit einer - selbst direkt mit der D/A-Card 82 ver-
bundenen Relaismatrix-Einheit 85 verbunden, von der
aus die zeitabhangig variable individuelle Stromversor-
gung jeder einzelnen mit derselben verbundenen einzel-
nen Mikromagnetspule 2 der Magnetmatrix 20 geman
einem von der Zentral-Steuereinhelt 81 gelieferten Pro-
gramm erfolgt.

[0046] Vorgesehen ist weiters auch eine Kontrolle der
Temperatur an der Probe. Diese erfolgt mittels einer di-
rekt mit der Zentral-Steuereinheit 81 verbundenen Tem-
peratur-Kontrollenheit (Thermocontrol) 86, welche von
hier nicht gezeigten Thermosensoren, welche im Probe-
bereich bzw. in Nahe der Magnete 2, 20 und 3 angeord-
net sind, mit den aktuellen Temperaturdaten versorgt
werden.

[0047] DieFig. 4 zeigt - bei sonst gleichbleibenden Be-
zugszeichenbedeutungen - jeweils in Schnittansichten
von der Seite und von oben, die reale Konfiguration der
Komponenten in der neuen verbesserten Analyse-Vor-
richtung 1. Es ist hier eine Deckeinheit Il und eine Grund-
blockeinheit 1 gezeigt, zwischen welchen der hier nicht
gezeigte Objekttrager mit der durchzufiihrenden Reakti-
on angeordnet wird.

[0048] Die Grundblockeinheit | besteht - wie aus Fig.
4a ersichtlich - aus einem von Kuhl/Heizmediumskana-
len 22. 22’ durchzogenen Aluminiumblock 21, in wel-
chem mittig die Magnetspulen-Matrix 20 mit den Mikro-
Magnetspulen 2 angeordnet ist. Unterhalb dieser Matrix
20 ist ein weiterer kleiner, ebenfalls von einem Kihl- bzw.
Heizmediumskanal 225 durchzogener Aluminiumblock
25 angeordnet.

[0049] Den Verlauf der Kihl/Heizmediumskanale 22,
22’ im Grundriss erlautert die Fig. 4b, in welcher die Zu-
und Abflusse durch Pfeile gekennzeichnet sind. Durch
die Fertigung der Kanéle Im Block 21 bedingte Offnungen
sind mit Stopfen verschlossen.

[0050] Nach oben hin abgedeckt ist der Aluminium-
block 21 mit einer diinnen Folie 23, auf welcher randseitig
umlaufende Gummiringe 26,27 aufliegen, innerhalb wel-
cher sich ein Raum 230 fir die Platzierung der Probe
befindet.

[0051] Die in der Fig. 4c gezeigte Deckeinheit Il um-
fasst einen - hier mit der mittig eine. Ausnehmung 34
aufweisenden Edelstahldeckflache 35 - nach oben hin
begrenzten Aluminiumblock 31, welcher ebenfalls von
Kuhl/Heizmediumskanalen 32 durchzogenistund in wel-
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chem die ringférmige Einzel-Magnetspule 3 unterge-
bracht ist.

[0052] Der Aluminiunblock 31 ist von einer mittigen
Offnung 34’ durchsetzt, durch welche der Blick auf die
Probe freigehalten ist, und nach unten hin mit einer Glas-
platte 33 abgeschlossen.

[0053] Die Temperaturkontrolle erfolgt mittels Ther-
moelementen, welche die aktuellen Temperaturdaten an
die schon oben genannte Thermokontrolleinheit abge-
ben.

[0054] Die Fig. 4d erméglicht eine Ubersicht (iber den
Verlauf der Kiihl/Heizmedlumskanéle 32 im Aluminium-
block 31 der Deckeinheit Il in Draufsicht.

[0055] Die Fig. 5 zeigt bei sonst gleichbleibenden Be-
zugszeichenbedeutungen - schematisch den Weg- bzw.
Bewegungsverlauf der Mikro-Magnetpartikel 75 im Flis-
sigkeitsfilm 70 zwischen Objekttrager 4 bzw. Bio-Chip 6
und Deckglas 5. Bei Aktivieren der oberen Einzel-Ma-
gnetspule 3 wird das einzelne Magnetpartikel 75 entlang
Bahn A etwa senkrecht aufwarts gezogen und durch das
Magnetfeld einer etwas aufRerhalb der Aufstiegs-Bahn A
liegenden jetzt magnetisierten Mikro-Magnetspule 2 und
beim - durch Abschalten der Einzel-Magnetspule 3 erfol-
genden Absinken wird das Magnetpartikel 75 seitlich ab-
gelenkt und folgt dann etwa der Bahn B usw.

[0056] InderFig.6aund 6b sind die mit der erfindungs-
gemalen Vorrichtung erreichten Signalsteigurungen als
Funktion der Konzentration an magnetischen Partikeln
nach der Hybridisierung gezeigt:

[0057] Auf der Ordinate des Diagramms Fig 6a ist die
Intensitat der Floureszenz-Indikation und auf der Abzisse
ist die Konzentration der Magnetparikel M-PVA 13 bead
(5-8 wm) (Chemagen AG, Arnold-Sommerfeld-Ring 2,
D-52499 Baesweiler) in ng/pl aufgetragen.

[0058] Die in Quadratform dargestellten Signalwerte
wurden mit der beschriebenen Vorrichtung erzielt, die
mit Kreuzen dargestellten auf konventionelle Weise. Es
zeigt sich ein hoher mittlerer Signalgewinn. Die Fig. 6a
zeigt weiters in der linken Spalte unten die Referenzsi-
gnale der DNA-Sonde Ec. faecium 2 als kleine Kreuze.
Der entsprechende Mittelwert ist in der rechten Spalte
als kleines rotes Kreuz eingezeichnet. In der mittleren
Spalte sind zu vier unterschiedlichen bead-Konzentra-
tionen die Signale der Sonde Ec. faecium 2 bei Einsatz
der neuen Vorrichtung dargestellt. Jeder der hier gezeig-
ten Datenpunkte (kleine Quadrate) entspricht einem Ex-
periment, die Fehlerbalken ergeben sich dabei durch die
Auswertung von je 6 Replikaten der Sonde Ee. faecium
2 pro Experiment. Die Hybridisierungszeit betrug in den
jeweiligen experimenten 25 min.

[0059] Es zeigte sich bei Einsatz der neuen Vorrich-
tung bei dieser Sonde Uber samtliche Experimente ein
mittlerer Signalgewinn von ca. 150 %, gegenuber einer
herkémmlich durchgefiihrten Hybridisierung. Die Be-
rechnung erfolgte durch arithmetisches Mitteln der Si-
gnale fur die DNA-Sonde Ec. faecium 2 bei unterschied-
lichen bead-Konzentrationen.

[0060] In derFig. 6b sind - bei sonst gleichbleibenden
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Bezugszeichenbedeutungenebenfalls die unter Einsatz
der erfindungsgemafen Vorrichtung erzielten intensita-
ten 1 der Fluoreszenz-Signale den Intensitaten der auf
bisher bekannter Weise erhaltenen Signalen als Funkti-
on der Hybridisierungszeit gegenubergestellt.

[0061]

Hier ist auf der Abzisse die Hybridisierungszeit

in min aufgetragen und die Konzentration an Mikro-Ma-
gnetpartikeln bzw. -beads M-PVA 13 bead 5-8 pm ist mit
[1,8 wg/wl] konstant gehalten.

[0062]

Es zeigt sich schon nach 5 min ein sehr groRer

Signalgewinn bei Einsatz der erfindungsgemafRen Vor-
richtung.

(1) Advalytix AG, Eugen-Sanger-Stralle 53.0, D-
85649 Brunnthal, www.advalytix.de, SlideBooster
SB400

(2) R.H. Liu et. al. Bubble-induced acoustic micro-
mixing, Lab Chip, 2002, 2, 151-157

(3) WO 94/28396

(4) GB 876,070 A

(5) WO 00/09991 A1

(6) EP 0 240 862 A1

(7) WO 97/02357 A1

(8) US 6,806,050 B2

Patentanspriiche

1.

Vorrichtung zur Steigerung der Kontaktfrequenz
bzw. -haufigkeit zwischen zwei miteinander zur Bin-
dung befahigten Reaktionspartnern, vorzugsweise
zwischen Analysator-Molekil bzw. -Molekdilteil und
Analyt-Molekul bzw. -Molekdilteil, insbesondere zur
Steigerung der Bindungseffektivitat und zur Reduk-
tion der fur einen Nachweis erforderlichen Bindungs-
zeiten in Bioanalyse-Arrays, wie z.B. DNA/RNA-,
Protein- oder Immuno-Mikroarrays mit Hilfe von - mit-
tels beidseitig des Reaktionsvolumens bzw. Reakti-
onsfluidfilms angeordneter, mit verénderlichen Stro-
men anspeisbarer Elektromagneten (3, 2, 20) - ex-
tern generierten Magnetfeldern beriihrungslos im
fluiden Reaktionsmedium, insbesondere mit in der
den Bioanalyse-Array umgebenden Flissigkeit ge-
zielt in Bewegung gesetzten para-, superpara- oder
ferromagnetischen, spharisch oder unregelmafig
geformten, gegebenenfalls mit einem der Reaktions-
partner gecoateten, Mikro- oder Nanopartikeln (75)
dadurch gekennzeichnet,

dass auf einer Seite des Reaktionsgefafles bzw. Re-
aktionsfluidfilms, insbesondere eines Objekttragers
(4) mit - den bzw. die Reaktionspartner (73) und die
Reaktionsflissigkeit (70) und vorzugsweise ein Mi-
kro-Bioanalyse-Array (6) abdeckendem - transpa-
rentem Deckglas (5), in der unmittelbarer Nahe eine
zweidimensional flachige Matrix (20) bzw. ein Array
mit einer Mehrzahl von individuell mit Magnetisier-
strom jeweils vorgegebener, zeitabhangig variabler
Starke und/oder Spannung - einem jeweils ge-
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winschten zeitabhéngig variablen bzw. veranderli-
chen Magnetisierungs- bzw. Feldstarke-Muster ent-
sprechend - anspeisbaren Miniatur- bzw. Milli-Ma-
gnetspulen (2) gegebenenfalls mit oder ohne feld-
verstarkendem Kern (21), angeordnet ist und

dass auf der anderen Seite des Reaktionsgefalies,
insbesondere Objekttrager (4) mit dem Mikro-Bio-
Analysearray (6), in dessen unmittelbarer Nahe nur
eine, ebenfalls mit variablen Magnetisierstrom an-
speisbare Magnetspule (3) positioniertist, deren Ma-
gnetfeld das gesamte Reaktionsgefalt oder wesent-
liche Teile desselben, insbesondere den gesamten
(Mikro)-Bioanalysearray (6), durchsetzt.

Vorrichtung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass sie eine Magneten-Ansteuerungseinrichtung
(8) mit Zentral-Steuereinheit (81) aufweist, mittels
welcher die Einzel-Magnetspule (3) und jede der Mi-
niatur-Magnetspulen (2) der Magnetspulen-Matrix
bzw. des Magnetspulen-Arrays (20) jeweils individu-
ell und unabhangig von den anderen Miniatur-Ma-
gnetspulen, mit insbesondere hinsichtlich Stromart,
wie DC oder AC, mit beliebiger Frequenz, Wellen-
form, Amplitude und/oder

Phasenverschiebung, variablen Magnetisierungs-
strom anspeisbar bzw. bestrombar sind, sodass -
einem jeweils gewahlten Programm entsprechend -
jeweils ortlich, in allen drei Raumrichtungen, ver-
schieden - eine ortsvariable Bewegung der Magnet-
Partikel (75) mit jeweils gewiinschter Bewegungs-
richtung, -bahn und -geschwindigkeit in der Reakti-
onsflissigkeit im Reaktionsfluidfilm bzw. in der den
(Mikro-)Bioanalyse-Array bzw. Bio-Chip (6) umge-
benden Flissigkeit induzierbar ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Einzel-Magnetspule (3) ringférmig und
ohne Kern ausgebildet ist, um die Sicht auf das Re-
aktionsgefal, insbesondere auf den (Mikro-)Bioana-
lyse-Array bzw. Mikro-Biochip (6), freizuhalten.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3,
dadurch gekennzeichnet,

dass die Mikro-Magnetspulen (2) der Mikro-Magnet-
spulen-Matrix (20) mit méglichst kleinen Zwischen-
rdumen zwischen einander mit jeweils kreisformi-
gem, quadratischem oder hexagonalem Querschnitt
ausgebildet und in einer Quadrat-Matrix oder bie-
nenwabenartigen Sechseck-Matrix (20) angeordnet
sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,

dass sie insgesamt in einer Kammer angeordnet ist,
in welcher die Feuchte des das Reagenzgefal3, ins-
besondere den (Mikro-)Bioanalyse-Array (6), umge-
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benden Gases, sowie vorzugsweise die bzw. des-
sen Temperatur und gegebenenfalls Druck kontrol-
lier- und einstellbar ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5
dadurch gekennzeichnet,

- dass die Einzel-Magnetspule (3) in einem
Block (31) aus gut warmeleitfahigem Material,
insbesondere aus Aluminium, angeordnet ist
und dass in demselben ein diese Einzel-Ma-
gnetspule (3) im Nahbereich ihrer dem Reakti-
onsgefal, insbesondere dem (Mikro-)Bioanaly-
se-Array (6), nahen Oberflaiche auRen umrin-
gender und ein vorzugsweise gesonderter,
oberhalb derselben im Nahbereich von deren
Innenrand angeordneten, mit einer Kuhl- oder
Heizflissigkeit durchstrémbarer Fluidmediums-
Kanal (32, 32’) vorgesehen ist.

- dass gegebenenfalls auch die Mikro-Magnet-
spulen-Matrix (20) in einem Aluminiumblock
oder -tisch (21) angeordnet ist und seitlich rund-
um von einem mit einer Kuhl- oder Heizflissig-
keit durchstrémbaren Fluidmediums-Kanal (22,
227 umgeben ist und

- dass gegebenenfalls zusatzlich unterhalb der
Mikro-Magnetspulen-Matrix (20) ein Kiihlkanal-
System (225) in einem gesonderten Metallblock
(25) angeordnet ist.

7. Vorrichtung nach Anspruch 6,

dadurch gekennzeichnet,

- dass der Metall-, insbesondere Aluminium-
block (31) mit der Einzelmagnetspule (3) zum
Reaktionsgefal, insbesondere zum Bloanaly-
se-Array (6) bzw. Mikro-Biochip, hin mit einer
Glasplatte (33) abgeschlossen ist,

- dass gegebenenfalls der Metall-, insbesonde-
re Aluminiumblock (21) mit der Mikro-Magnet-
spulen-Matrix (20) mittels Aluminium- oder
Kunststoff-Deckfolie (23) abgeschlossenistund
- dass gegebenenfalls die beiden Metall-, ins-
besondere Alurniniumblécke (21, 31) mittels
mindestens eines randnah angeordneten ge-
schlossenen Gummi-Ringelements (26, 27)
zwischen der oben genannten Glasplatte (33)
und der Deckfolie (23) unter Ausbildung einer
von der Umgebung und deren Einflissen abge-
schotteten Probenkammer (230) voneinander
beabstandet gehalten sind.

Claims

A device for increasing a contact rate or frequency
between first and second reaction partners capable
of bonding with each other, and preferably between
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analyzer molecules or parts of molecules and ana-
lyte molecules or parts of molecules, especially for
increasing a bonding effectiveness and for reducing
bonding times required for detection in bioanalysis-
arrays, such as DNA/RNA, protein or immunomicro-
arrays with magnetic fields that are externally gen-
erated by electromagnets (3, 2, 20) in a contactless
manner in a fluid reaction medium, especially a liquid
surrounding the bioanalysis array for moving in tar-
geted fashion para-, superpara- or ferromagnetic,
spherical or irregularly shaped micro- or nanoparti-
cles (75) that are optionally coated with one of the
reaction partners, the electromagnets being adapted
to be fed variable currents and arranged on both
sides of a reaction volume or reaction fluid film,
characterized in that

a reaction vessel or reaction fluid film, especially an
object carrier (4), is provided and a transparent cover
glass (5) is arranged on a side thereof, the reaction
partner (73) or partners and the reaction fluid (70)
and preferably a micro bioanalyze array (6) being
covered by the cover glass in an immediate vicinity
of a two-dimensional surface matrix (20) or an array
of a plurality of miniature and/or millimagnetic coils
(2), with or without a field enhancing core (21), which
can be supplied with individual magnetizing currents
having preestablished, time-dependent, variable
strengths and/or voltages that correspond to a de-
sired, time-dependent, variable or changeable mag-
netization and/or field strength sample, and

in that only one magnetic coil (3), also adapted to
be fed a variable magnetizing current, is positioned
at another side of the reaction vessel, especially the
object carrier (4) with the micro bioanalyze array (6),
in an immediate vicinity of the object carrier and the
micro bioanalyze array so that a magnetic field of
the only one magnet extends through at least a por-
tion of the reaction vessel or important parts thereof
including particularly the entire micro bioanalysis ar-

ray (6).

A device according to Claim 1, including a magnet
control device (8) with a central control unit (81) for
supplying or feeding the only one magnetic coil (3)
and each of the miniature magnetic coils (2) of the
magnetic coil matrix and/or the magnetic coil array
(20) individually and independently of the other min-
iature magnetic coils with a variable magnetization
current, especially with respect to the type of current,
such as DC or

AC, frequency, wave shape, amplitude and/or phase
shift so that, according to a selected program, a lo-
cally-variable movement of the magnetic particles
(75) in all three spatial directions is induced in the
desired movement direction, path and velocity in the
reaction liquid of the reaction fluid film and/or in the
liquid surrounding the (micro)bioanalysis array or bi-
ochip (6).
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A device according to any one of Claims 1 or 2, char-
acterized in that the only one magnetic coil (3) is
annular and without a core to permit viewing the re-
action vessel, especially of the microbioanalysis ar-
ray or microbiochip (6).

A device according to any one of Claims 1 to 3, char-
acterized in that the micromagnetic coils (2) of the
micromagnetic coil matrix (20) have the smallest
possible intermediate spaces between each other,
have a circular, square or hexagonal cross-section,
and are arranged in a square matrix ora honeycomb-
like hexagonal matrix (20).

A device according to any one of Claims 1 to 4, char-
acterized in that the device is arranged in a cham-
ber in which a moisture of a gas surrounding the
reagent vessel, especially the microbioanalysis ar-
ray (6), and preferably also its temperature and op-
tionally its pressure are controllable and adjustable.

A device according to any one of Claims | to 5,
characterized in that

the only one magnetic spool (3) is positioned in an
aluminum block (31) of a good heat conducting ma-
terial, especially aluminum,

in that a preferably separate fluid medium flow chan-
nel (32, 32’) is provided in the aluminum block which
extends proximate to an outer surface thereof in a
vicinity of the reaction vessel, especially the (micro)
bioanalysis array (6) and above thereofin a proximity
to an inner boundary thereof,

in that the micromagnetic coil matrix (20) is option-
ally arranged in an aluminum block or a table (21)
and is laterally surrounded by another fluid medium
flow channel (22, 22’) through which a cooling or
heating fluid can flow, and

in that a cooling channel system (225) is additionally
optionally arranged in a separate metal block (25)
beneath the micromagnetic coil matrix (20).

A device according to Claim 6, characterized by a
glass plate (33) which seals the metal, especially
aluminum, block (31) with the only one magnetic coil
(3) relative to the reaction vessel, especially the bi-
oanalysis array (6) or microbiochip, by an optional
aluminum or plastic cover film (23) that closes the
metal, especially aluminum, block (21) with the mi-
cromagnetic coil matrix (20), and by at least one
closed rubber ring element (26, 27) arranged near
an edge between the above-mentioned glass plate
33 and the cover film (23) that optionally holds the
two metal, especially aluminum, blocks (21, 31) ata
spacing from each other to form a sample chamber
(230) that is shielded from the surroundings and its
effects.
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Revendications

1.

Dispositif d’augmentation de lafréquence de contact
entre deux partenaires de réaction capable a une
liaison'un avec'autre, préférablement entre un mo-
Iécule analyseur ou une part de ce molécule et un
molécule d’analyte ou une part de ce molécule, par-
ticulierement d’augmentation de [lefficacité de
liaison et de réduction des temps de liaison néces-
saire pour la preuve dans des arrays de bicanalyse,
comme par exemple des microarrays d’ADN/ARN,
de protéine ou d'immuno, a I'aide des micro- ou na-
noparticules (75) paramagnétiques, superparama-
gnétiques ou ferromagnétiques, sphériques ou for-
més d’une fagon irréguliére, le cas échéant enrobés
d'un partenaire de réaction, mis en mouvement
d’'une maniére visée sans contact dans le milieu flui-
de deréaction, particulierement par des champs ma-
gnétiques externement générés au moyen des élec-
troaimants (3, 2, 20) disposés aux deux cbtés du
volume de réaction et alimentés des courants varia-
bles dans un liquide entourant I'array de bioanalyse,
caractérisé en ce,

qu’a un c6té du récipient de réaction ou du filme de
fluide de réaction, particulierement d’'un porte-objet
(4) avec un couvre-objet (5) transparent, qui couvre
le ou les parkenaire(s) de réaction (73) et le liquide
de réaction (70), et de préférence un microarray de
bioanalyse (6), en proximité immédiate, une matrice
plane a deux dimensions (20) ou un array avec une
pluralité des millibobines magnétiques miniaturisées
(2), le cas échéant avec ou sans noyau (21), qui
amplifie le champ, a alimenter d’'un courant et/ou une
tension de magnétisation d’une intensité donnée,
d’une intensité variable en fonction du temps, qui
correspond a un dessin de magnétisation ou d’inten-
sité de champ respectivement désiré,

variable ou changeant en fonction du temps est dis-
posée, et

qu’a l'autre c6té du récipient de réaction, particulié-
rement du porte-objet (4) avec I'array de bioanalyse
(6), en proximité immédiate de ceci, seulement une
bobine magnétique (3) a alimenter de méme d’un
courant de magnétisation variable est disposée,
dont le champ magnétique traverse tout le récipient
de réaction ou des parties essentielles de ceci, en
particulier tout le (micro)array de bioanalyse (6).

Dispositif selon la revendication 1,

caractérisé en ce,

qu'il comprend un dispositif de commande d’aimant
(8) avec une unité de commande centrale (81), au
moyen de laquelle la seule bobine magnétique (3)
et chacune des bobines magnétiques miniaturisées
(2) de la matrice de bobines magnétiques ou de I'ar-
ray des bobines magnétiques (20) peuvent étre ali-
mentées en courant chacune individuellement

et indépendamment des autres bobines magnéti-
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ques miniaturisées d’'un courant de magnétisation
variable, en particulier en vue du type de courant,
comme DC ou AC, avec une fréquence, une forme
d’onde, amplitude et/ou opposition de phases dési-
rée, de maniere que, en correspondance avec un
programme respectivement choisi, on peut induire
a la place respective et différent dans les trois direc-
tions de I'espace un mouvement d’une variable po-
sition des particules magnétiques (75) avec une di-
rection, une trajectoire et une vélocité de mouvement
respectivement désirées dans le liquide de réaction
dans le filme de fluide de réaction ou dans le liquide
entourant le (micro)array de bioanalyse ou le biochip

(6).

Dispositif selon une quelconque des revendications
1 0u 2,

caractérisé en ce,

que la seule bobine magnétique (3) est annulaire
est sans noyau pour maintenir libre la vue au réci-
pient de réaction, particulierement a I'array de (mi-
cro)bioanalyse ou au microbiochip (6).

Dispositif selon une quelconque des revendications
1a3,

caractérisé en ce,

que les microbobines magnétiques (2) de la matrice
des microbobines magnétiques (20) sont formé avec
des espaces intermédiaires si petits que possible
entre eux, ayant un coupe en travers respectif an-
nulaire, carré ou hexagonal, est sont disposées dans
une matrice carré ou dans une matrice hexagonale
(20) en forme de nid d’abeilles.

Dispositif selon une quelconque des revendications
1a4,

caractérisé en ce,

qu’il est tout disposé dans une chambre, dans la-
quelle I'humidité du gaz entourant le récipient de
réactif, particulierement de I'array de (micro)bioana-
lyse (6), ainsi que de préférence la température ou
la de ceci et, le cas échéant, la pression peuvent
étre contrOlées et ajustées.

Dispositif selon une quelconque des revendications
1a5,
caractérisé en ce,

- que la seule bobine magnétique (3) est dispo-
sée dans un bloc (31) d’'un matériau d’'un bon
conducteur de chaleur, particulierement d’alu-
minium, et qu’un canal a un milieu fluide (32,
32’) est prévus, dont I'un entoure extérieure-
ment cette seule bobine magnétique (3) dans la
zone proche de sa surface, qui est proche au
récipient de réaction, particulierement a I'array
de (micro)bioanalyse (6), et dont l'autre est pré-
férablement séparé, est au-dessus de celle-ci
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dans la zone proche au bord intérieur, et peut
étre passé a travers d’'un liquide de chauffage
ou de refroidissement.

- que, le cas échéant, la matrice des microbo-
bines magnétiques (20) est disposé dans un
bloc ou table d’aluminium (21), et est entourée
latéralement tout autour d’elle d’un canal a un
milieu fluide (22, 22), qui peut étre passé a tra-
vers d’'un liquide de chauffage ou de refroidis-
sement, et

- que, le cas échéant, additionnellement un sys-
téme de canal de refroidissement (225) est dis-
posé dans un bloc de métal séparé (25) au-des-
sous de la matrice des microbobines magnéti-
ques (20).

Dispositif selon la revendication 6,
caractérisé en ce,

- que le bloc de métal, en particulier d’aluminium
(31), avec la seule bobine magnétique (3) est
fermé vers le récipient de réaction, particuliére-
ment vers I'array de bioanalyse (6) ou le micro-
biochip par une plaque de verre (33),

- que, le cas échéant, le bloc de métal, en par-
ticulier d’aluminium (21), avec la matrice de mi-
crobobines magnétiques (20) est fermé au
moyen d’une feuille couvrante d’aluminium ou
de matiere synthétique (23), et

- que, le cas échéant, les deux blocs de métal,
en particulier d’aluminium (21, 31), sont main-
tenus espacés I'un de l'autre au moyen d’au
moins un élément annulaire fermé de caout-
chouc (26, 27) disposé proche au bord entre la
plaque de verre susmentionnée (33) et la feuille
couvrante (23) en formant une chambre
d’échantillon (230) étanchée vers 'ambiance et
les influences de laquelle.
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