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zumindest ein seitliches, fir die Messstrahlung einer Analytkonzentration in der ausgewahlten
durchlassiges Messfenster (202) aufweist, weist Kovette (201) proportionalen Messsignals.

folgende Komponenten auf:
zumindest ein stationares Kivettenarray (200), in
welchem die Kiivetten (201) zur Aufnahme fllissiger
Medien angeordnet sind,
zumindest einen, entlang des Kivettenarrays (200)
verfahrbaren und in Richtung der Filléffnung (207)
einer ausgewahlten Kivette (201) absenkbaren
Haltearm (420) mit zumindest einer, in Richtung
Boden (204) der Kivette (201) absenkbaren
Absaugnadel (423), sowie mit zumindest einem,
Ober oder in der jeweiligen Fllloffnung (207)
positionierbaren Dispensor (424a bis 424d) zur
Abgabe der flissigen Medien in die Klvette (201),
wobei zumindest ein Dispensor (424a, 424b) zur
Abgabe einer Waschlosung flir die magnetischen
Partikel (411) ausgebildet ist,
zumindest eine, entlang des Kivettenarrays (200)
verfahrbare, auf den Inhalt der ausgewéhlten
Klvette (201) wirkende Magnetanordnung (430) zur
Separation der magnetischen Partikel (411) an
einer Innenflache der Klvette (201), sowie
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ZUSAMMENFASSUNG

Eine Vorrichtung (410) zur DurchfiUhrung von heterogenen Immunoassays mit Hilfe
magnetischer Partikel (411) in aneinandergereihten Kuvetten (201), wobei jede
Klvette (201) eine Fulléffnung (207) und zumindest ein seitliches, fur die
Messstrahlung durchldssiges Messfenster (202) aufweist, weist folgende

Komponenten auf:

zumindest ein stationadres Klvettenarray (200), in welchem die Kuvetten (201)

zur Aufnahme flissiger Medien angeordnet sind,

zumindest einen, entlang des Kivettenarrays (200) verfahrbaren und in
Richtung der Full6ffnung (207) einer ausgewahlten Kivette (201) absenkbaren
Haltearm (420) mit zumindest einer, in Richtung Boden (204) der Klvette
(201) absenkbaren Absaugnadel (423), sowie mit zumindest einem, Uber oder
in der jeweiligen Full6ffnung (207) positionierbaren Dispensor (424a bis 424d)
zur Abgabe der flissigen Medien in die Klvette (201), wobei zumindest ein
Dispensor (424a, 424b) zur Abgabe einer Waschldsung flr die magnetischen
Partikel (411) ausgebildet ist,

zumindest eine, entlang des Klvettenarrays (200) verfahrbare, auf den Inhalt
der ausgewahlten Kivette (201) wirkende Magnetanordnung (430) zur
Separation der magnetischen Partikel (411) an einer Innenflache der Kivette
(201), sowie

zumindest eine, entlang des Klvettenarrays (200) verfahrbare, und auf das
Messfenster (202) der ausgewahlten Kuvette (201) ausrichtbare, optische
Detektionseinrichtung (435) zur Aufnahme eines einer Analytkonzentration in

der ausgewahlten Kuvette (201) proportionalen Messsignals.

Fig. 2
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Durchfihrung von
heterogenen Immunoassays mit Hilfe magnetischer Partikel in aneinandergereihten
Klvetten eines Analysators, wobei jede Kuvette eine Flll6ffnung und zumindest ein

seitliches, flr die Messstrahlung durchlassiges Messfenster aufweist.

Heterogene Immunoassays werden routinemafig, beispielsweise in der klinischen
Diagnostik, der Analytik und der Mikrobiologie, verwendet, wobei die Notwendigkeit
besteht, verschiedene Eigenschaften und Inhaltsstoffe von flissigen Proben vor

allem mit optischen Verfahren schnell, exakt und reproduzierbar zu bestimmen.

Bei den bekannten Vorrichtungen zur Durchfihrung von heterogenen
Immunoassays kommen unterschiedliche Messprinzipien zur Anwendung. Zum
einen werden Gerate mit einer stationdaren Detektionseinheit, beispielsweise einem
stationdren Fotomultiplier, sowie einer Férdereinrichtung zur Bewegung von
Klvetten zur Aufnahme der zu vermessenden Reaktionsgemische aus Proben und
Reagenzien, wie beispielsweise einem Férderband oder einem Karussell verwendet.
Die Klvetten werden sukzessive an der Detektionseinheit vorbeigefiihrt und
durchgemessen. Demzufolge muss die Férdereinrichtung jedes Mal anhalten, wenn
eine neue Probe oder ein Reagenz in eine Klivette eingebracht wird oder die
Klvette getauscht oder gewaschen und fur einen neuen Test bereitgestellt werden
soll. Mit den konzeptionell starr vorgegebenen Zykluszeiten geht eine deutliche

EffizienzeinbuBBe einher.

Zum besseren Verstédndnis der Erfindung werden einige wesentliche, in der

gegenstandlichen Anmeldung verwendete, technische Begriffe naher definiert:

Analyt/Antigen: Als Analyt - im Fall von Immunassays auch als Antigen bezeichnet -

wird hier ein, in einer Probe qualitativ und/oder quantitativ zu bestimmender
Inhaltsstoff bezeichnet. Der Analyt liegt bei Immunassays in einer flissigen Phase
vor, meist geldst in einem Puffer, in verdinnten Kérperflissigkeiten oder anderen
ProbenflUssigkeiten. Darluber hinaus kann der Analyt auch eine, in einer Suspension
vorliegende, durch Immunoassays nachweisbare partikulare Struktur mit antigenen
Oberflachenmerkmalen, wie zum Beispiel Bakterien, Viren, Zellen oder

Materialpartikel sein.
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Lumineszenz/Chemilumineszenz: Bei der Lumineszenz (z.B. Fluoreszenz,

Phosphoreszenz, Chemolumineszenz) wird das von Molekilen emittierte Licht
gemessen. Im Fall der Chemolumineszenz erfolgt die Lichtemission infolge einer
chemischen Reaktion. Luminometrische Methoden sind sehr empfindlich und daher
gut fur die Detektion von Markern in Immunoassays geeignet.

Immunoassay: Als Immunoassay (deutsch auch.: Immunassay) werden

zusammenfassend eine Reihe von Methoden in der Bioanalytik bezeichnet, deren
gemeinsames Grundprinzip die Erkennung und damit der Nachweis eines Analyten
(Antigen) in einer flissigen Phase durch die Bindung eines Antigens an einen
Antikdrper ist. Immunoassays werden beispielsweise in der Labormedizin flr die
Bestimmung einer Vielzahl von Analyten in verschiedenen Kérperflissigkeiten wie
Blut, Serum, Urin oder Liquor verwendet. Dabei dienen sie der Vorhersage, der
Diagnose und der Verlaufskontrolle von Krankheiten ebenso wie dem Nachweis von
Giftstoffen oder der Uberwachung von Arzneistoffen im Kdrper.

Kompetitiver Immunoassay: Ein kompetitiver Immunoassay wird zur Bestimmung

eines Antigens genutzt, wenn flr dieses entweder nur ein einzelner spezifischer
Antikdrper zur Verfigung steht oder wenn das Antigen nicht Uber ausreichende
Bindungsstellen fur die ungehinderte Bindung von zwei Antikérpern verfugt. Dabei
wird beispielsweise als Erkennungskomponente ein Antikdérper (Fangerantikérper)

und als kompetitive Komponente ein markiertes Antigen verwendet.

Sandwich-Assay: Flur den Nachweis eines Antigens mittels eines auch als Sandwich-

Assay bezeichneten, nicht-kompetitiven Assays werden zwei verschiedene
Antikdérper bendétigt, die das Antigen erkennen und sich dabei nicht in ihrer Bindung
an das Antigen gegenseitig behindern. Von Vorteil beim Vergleich mit dem
kompetitiven Immunoassay ist insbesondere die bei den meisten Anwendungen

héhere Sensitivitat.

heterogener Immunoassay: Bei einem heterogenen Immunoassay der

gegenstandlichen Erfindung findet — im Gegensatz zum homogenen Immunoassay -
im Verlauf des Prozesses ein Wechsel der flissigen Phase statt. Bei Verwendung
magnetischer Partikel mit daran gebundenen Fangerantikdrpern zur selektiven
Bindung des Antigens kann dies z.B. dadurch erreicht werden, dass die Partikel
durch ein Magnetfeld an die GefaBwand abgeschieden werden, die erste Flissigkeit

durch eine zweite Fllissigkeit ersetzt wird, und die Partikel in der zweiten FlUssigkeit
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resuspendiert werden. Nach dem Entfernen der ersten Flissigkeit kdnnen an den
Partikeln beliebige Waschschritte mit der zweiten FlUssigkeit oder einer speziellen
Waschfllssigkeit erfolgen. Die Waschschritte erméglichen die Entfernung von
unspezifisch an den Partikeln gebundenen Substanzen sowie von, in der ersten
Flissigkeit vorhandenen stérenden Substanzen, wobei durch die Entfernung
stérender Substanzen der Assay wesentlich empfindlicher wird und niedrige
Nachweisgrenzen und Konzentrationsbereiche fir das zu bestimmende Antigen

erzielt werden.

magnetische Partikel (magnetic Beads): Dabei handelt es sich um typischerweise

wenige um groB3e, in einer wassrigen Pufferldsung suspendierte Magnetpartikel, die
fur immunchemische Tests mit dem Fangerantikérper beschichtet sind.

Fangerantikérper ("capure Antibody"): Das sind Antikdrper, die an zumindest ein

Epitop des Analyten binden und an der festen Phase, — im Fall der gegenstandlichen
Erfindung — an der Oberflache fester magnetischer Partikel gebunden sind.

Tracer-Antikérper (labeled Antibody, Konjugat): Dabei handelt es sich um einen

zweiten Antikdrper, an den chemisch ein Markermolekul (Label) gebunden ist und
beim Assay durch Antigen-Antikdérper Wechselwirkungen selektiv an Analytmolekdile
bindet, oder mit diesem um Bindungsstellen an einem Antigen konkurriert
(kompetitiver Assay). Das Markermolekll kann ein Farbstoff sein, der durch Zugabe
ein oder mehrerer chemischer Substanzen Licht aussendet (Chemilumineszenz).
Weiters kann der Farbstoff auch durch Anlegen einer Spannung
(Elektrolumineszenz), oder durch Einstrahlen von Licht (z.B. Fluoreszenz) zur
Emission angeregt werden. Das Markermolekll kann auch eine Nachweisreaktion
katalysieren, dessen Reaktionsprodukte detektierbar sind, wie beispielsweise im Fall

einer enzymatischen Umsetzung (enzymatischer Immunoassay).

Bound/Free-Waschen, bzw. (B/F) — Waschen: Ein Prozessschritt eines heterogenen

Immunoassays, bei dem der nicht gebundene Rest der im Uberschuss zugegebenen
markierten Tracer-Antikérper (labeled antibody) durch Waschen von der Oberflache

der magnetischen Partikel entfernt wird.

Pipettor: ein zum FlUssigkeitstransfer zwischen einem ersten und zweiten Gefal3

geeignete Vorrichtung zur Aspiration und anschlieBendem Ausstol3 einer zu
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transferierenden FlUssigkeit, die verschiedene Bereiche der Proben- und

Reagenzienlager, sowie die Klvetten anfahren kann.

Dispensor (bzw. Injektor): Ein Dispensor dient zur Abgabe definierter

Flussigkeitsmengen aus einem Vorratsgefal3 Uber eine Versorgungsleitung die in
einer Dise, Abgabedffnung oder Dispensornadel endet, in ein Gefal3, beispielsweise

in eine Klvette.

Stand der Technik:

Aus der US 6,333,008 B1 ist eine Messanordnung bekannt, die zur Durchflihrung
luminometrischer Reihenanalysen an Flissigproben dient, in denen nachzuweisende
Zielsubstanzen und mit diesen in einer immunchemischen Nachweisreaktion
verbindbare Markiersubstanzen ("labeling substances")sowie magnetisierbare
Tragerpartikel enthalten sind. Wie in Fig. 1a der gegenstandlichen Anmeldung
dargestellt, werden die Fllissigproben 89 in Vertiefungen einer Mehrfachklvette 90
entlang einer Férderstrecke (siehe Pfeil 91) zu einer optischen Messstation 92
transportiert, wobei wahrend des Transports als drehbare Doppelmagnete 93
ausgebildete Dauermagnete und Trennstationen, die zur Abtrennung
Uberschissiger Markiersubstanz bestimmt sind, auf die Mehrfachkivette 90
einwirken. In den einzelnen Trennstationen findet mit Hilfe eines Injektors 94 und
einer Saugnadel 95 jeweils ein (B/F) — Waschschritt statt. In der Messstation 92
wird die Lumineszenzstrahlung durch einen Fotodetektor 88 erfasst. Nachteilig bei
der bekannten Messanordnung ist die Notwendigkeit, die Flissigproben wahrend
des Analyseprozesses zu verschiedenen, an einem Prozesspfad ortsfest verteilten
Automatenkomponenten beférdern zu missen. Weiters missen bestimmte
Komponenten, wie als drehbare Doppelmagnete 93 ausgebildete Dauermagneten
und Trennstationen mit Injektoren 94 und Saugnadeln 95 mehrfach ausgebildet

werden.

Derartige Vorrichtungen zeichnen sich dadurch aus, dass alle Prozesse durch starre
Taktzyklen des Klvetten-Férdermechanismus vorgegeben sind und in
vorbestimmten Zeitfenstern ablaufen missen. Aktionen wie Dispensieren, Mischen,
Separieren und Messen kénnen nur dann erfolgen, wenn sich die jeweiligen

Klvetten an den Positionen der jeweiligen Geratekomponenten befinden.
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So kann eine Probe (nicht jederzeit, sondern) nur dann in eine leere Kivette
dispensiert werden, wenn die leere Kuvette an der Position des Probenpipettors
vorbeifahrt und der Klvetten-Beférderungsmechanismus an dieser Position stoppt.
Ein Reagenz oder eine Waschflissigkeit kann nur dann in eine die Probe
enthaltende Klvette dispensiert werden, wenn die betreffende Klivette an der
Position des Reagenziendispensors vorbeifahrt und der Klvetten-
Férdermechanismus an dieser Position stoppt. Analoges gilt flir das Rihren von
Reaktionsgemischen aus der Probe und den Reagenzien in den Kuvetten mit
mechanischem Rihren und fir die optische Messung an der Position der optischen

Messeinrichtung.

So kann beispielweise eine bestimmte Kivette auch nicht jederzeit oder nicht
wiederholt in kleinen Zeitintervallen optisch gemessen werden, da erst abgewartet
werden muss, bis sich die betreffende Klvette an der Position der optischen

Messeinheit befindet.

Bei abgeschlossenen Messungen kann eine Klvette in nachteiliger Weise nicht
sofort gewaschen oder gewechselt, und einen neuer Test gestartet werden. Eine
Klvette kann erst dann gewaschen oder gewechselt und somit flr einen neuen Test
bereit gestellt werden, wenn sich die betreffende Kivette an der Position der
Klvettenwaschstation oder des Kuvettenwechslers befindet und zu einem fixen
Zeitpunkt bzw. einer fixen Zeitdauer ab Testbeginn zu dem/der, entsprechend der
konzeptionell starr vorgegebenen Zykluszeiten, an der betreffenden Position ein
Waschstop oder ein Kivettenwechsel erfolgt bzw. vorgesehen ist. Dadurch sind alle
KlUvetten gleich lang "blockiert", unabhangig davon, ob die Messdauer an den

jeweiligen Tests kurz oder lang ist.

Bei Vorrichtungen zur Durchfihrung von heterogenen Immunoassays sind einzelne
Prozessschritte eines Assays in einer einzelnen Klvette wie beispielsweise
Separation der magnetischen Beads (>1 min), B/F-waschen (einige Sekunden) oder
Antigen/Antikérper-Reaktionen bzw. Inkubation (ca. 10-20 min) besonders
zeitintensiv, wahrend beispielsweise eine Lumineszenzmessung an der jeweiligen
Automatenstation vergleichsweise rasch ablauft (einige Sekunden). Wiederholt sich
ein Prozessschritt eines in einer Klvette durchzuflihrenden Assays, so muss die
daflir zustandige Automatenkomponente, entlang des Prozesspfades mehrfach
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vorhanden sein, um nicht einen vollen Bewegungszyklus des Férdermechanismus

abwarten zu mussen.

Herkdmmliche Vorrichtungen mit stationar entlang eines zyklischen
Bewegungspfades von Station zu Station bewegten Klvetten kénnen ein flexibles
Timing von Prozessschritten zur Parallelisierung von Analysen in unterschiedlichen
Klvetten nicht ohne Weiteres leisten, da sich die Klvetten auf einem zyklischen
Férdermechanismus nur gemeinsam bewegen kénnen und die Abarbeitung von

Prozessschritten daher starren Taktzyklen folgt.

Die ortsfeste Verteilung von Automatenkomponenten an einem Prozessweg bei
Férderbandern oder Karussellen mit bewegten Proben, Reagenzien und Kivetten,
resultiert in verhaltnismaBig hohen Durchlaufzeiten flr die einzelnen Tests und
begrenzt die Anzahl der Tests, die pro Stunde auf einem Gerat mit einer

bestimmten Anzahl an Klivetten durchgefuhrt werden kann.

Aus der US 7,718,072 B2 ist eine Vorrichtung zur Durchfihrung heterogener
Immunoassays bekannt. Wie in Fig. 1b der vorliegenden Anmeldung dargestellt,
werden die Klvetten 96, welche die Probe, die erforderlichen Reagenzien und
magnetische Partikel aufnehmen, in einem Prozessweg mittels Férderband durch
eine Reihe von thermostatisierbaren Strukturen hindurchgefiihrt, wobei jede
Struktur eine seitliche Offnung 97a fiir den Zugang eines Fotomultipliers, eine
gegenuberliegende Freistellung 97b fur einen an die Kivette heranfihrbaren
Separationsmagneten 98 sowie einen im Bodenbereich der Klvette 96 angreifenden
Mixer 99 aufweist. Mehrere derartige thermostatisierbare Strukturen zur Mischung,
magnetischen Separation oder Messung kénnen entlang des Prozessweges stationar
angeordnet sein, um die Prozessschritte eines heterogenen Immunoassays in ein
oder mehreren Kluvetten 96 nacheinander ablaufen zu lassen. Es ist auch hier von
Nachteil, dass die an den stationdren Automatenkomponenten stattfindenden
Prozesse durch starre Taktzyklen des Klvetten-Férdermechanismus vorgegeben

sind und in vorbestimmten Zeitfenstern ablaufen mussen.

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Durchfihrung
von heterogenen Immunoassays ausgehend vom dargelegten Stand der Technik,
vorzuschlagen, mit welchem bzw. mit welcher Nachteile, vor allem im
Zusammenhang mit dem - durch starre Taktzyklen vorgegeben und in

vorbestimmten Zeitfenstern ablaufenden Prozessen - eingeschrankten
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Probendurchsatz bekannter Systeme vermieden werden und Verbesserungen
vorzuschlagen, die den Probendurchsatz erhéhen, ohne die Einzelanalyse oder die
Vorrichtung wesentlich zu verteuern, wobei die Qualitat der Analyse zumindest
beibehalten werden soll.

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf durch eine Vorrichtung zur Durchfiihrung von
heterogenen Immunoassays geldst, die durch folgende Komponenten
gekennzeichnet ist:

zumindest ein stationdres Klvettenarray, in welchem die Klvetten zur
Aufnahme flussiger Medien (Proben, Reagenzien, Suspensionen,
Waschlésungen) angeordnet sind,

zumindest einen, entlang des Klvettenarrays verfahrbaren und in Richtung
der Flll6ffnung einer ausgewahlten Kivette absenkbaren Haltearm mit
zumindest einer, in Richtung Boden der Klvette absenkbaren Absaugnadel,
sowie mit zumindest einem, Uber oder in der jeweiligen Fulléffnung
positionierbaren Dispensor zur Abgabe der flissigen Medien in die Kivette,
wobei zumindest ein Dispensor zur Abgabe einer Waschldésung flur die
magnetischen Partikel ausgebildet ist,

zumindest eine, entlang des Klivettenarrays verfahrbare, auf den Inhalt der
ausgewahlten Klvette wirkende Magnetanordnung zur Separation der

magnetischen Partikel an einer Innenflache der Kivette, sowie

zumindest eine, entlang des Klvettenarrays verfahrbare, und auf das
Messfenster der ausgewahlten Klvette ausrichtbare, optische
Detektionseinrichtung zur Aufnahme eines einer Analytkonzentration in der

ausgewahlten Klivette proportionalen Messsignals.

Ein erfindungsgemafes Verfahren zur Bestimmung eines Antigens mittels eines
heterogenen Immunoassays ist dadurch gekennzeichnet, dass zunachst in einer

ersten Schrittfolge A
eine Probe zur Bestimmung des Antigens,

eine Suspension magnetischer Partikel mit einem Fangerantikdrper, sowie
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ggf. ein Tracer-Antikdrpers oder ein markiertes Antigen

in eine ausgewahlte Klvette eines stationaren Kivettenarrays einpipettiert
werden, sowie dass die folgenden Schritte B einer immunchemischen Analyse,
wie

a) Separieren der magnetischen Partikel,

b) ein oder mehrmaliges Einbringen und Absaugen einer

Waschldésung,

¢) Zudosieren zumindest einer Trigger-FlUssigkeit, sowie

d) luminometrische Vermessung der Probe,

mit Hilfe eines entlang des Kivettenarrays verfahrbaren Mess- und
Manipulationsmoduls erfolgen, das zur DurchfiUhrung einzelner oder aller Schritte a)

bis d) bei der ausgewahlten Klvette angehalten wird.

Ein besonderer Vorteil der Erfindung besteht darin, dass das Mess- und
Manipulationsmodul wahrend des Ablaufs zeitaufwandiger Schritte bei der
immunchemischen Analyse, wie Inkubation, etc., in der ausgewahlten Kivette, zu
zumindest einer weiteren Klvette des Klvettenarrays verfahren werden kann, um
in der weiteren Kuvette einzelne oder alle Schritte B einer immunchemischen

Analyse durchzufthren.

Insbesondere kann das erfindungsgemaBe Mess- und Manipulationsmodul frei
zwischen den Klivetten des stationaren Klvettenarrays verfahren, um wahrend
eines nicht mit den Komponenten des Mess- und Manipulationsmoduls
durchzufihrenden Assay-Prozessschrittes in einer ersten Kivette, einen zweiten

Prozessschritt in einer anderen Kivette durchzufuhren.

Vor oder wahrend der Anfahrt des Mess- und Manipulationsmoduls zu einer Klvette
kann die Nadelgruppe der Dispensoren sowie die Absaugnadel in einer auf dem

Mess- und Manipulationsmodul angeordneten Waschstation gewaschen werden.

So kann beispielsweise in einem ersten Parallelisierungsbeispiel wahrend eines

Inkubationsschritts eines Assays in einer ersten Klvette eine magnetische
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Separation sowie B/F-Waschen in einer zweiten Klvette durchgefihrt werden, um
die Auslastung der Automatenkomponenten zu erhéhen, und Zeit bei der

Abarbeitung der Assays zu sparen.

Falls eine zusatzliche, verfahrbare Magnetanordnung vorhanden ist, welche
unabhangig von den anderen Komponenten des Mess- und Manipulationsmoduls
entlang des Klvettenarrays auf einer eigenen Schiene verfahrbar ist, so kann in
einem zweiten Parallelisierungsbeispiel eine magnetische Vorseparierung von Beads
eines dritten Assays in einer dritten Klvette durchgefihrt werden, wahrend in
einem vierten Assay einer vierten Klivette die Prozessschritte der
Lumineszenztriggerung und Lumineszenzmessung mithilfe von Komponenten des

Mess- und Manipulationsmoduls durchgeftuhrt werden.

Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsvariante der Erfindung weist der Haltearm
fur die Absaugnadel und den zumindest einen Dispensor eine Hub- und
Dreheinrichtung auf, die auf einer entlang des Klivettenarrays verfahrbaren
Plattform angeordnet ist, wobei auf der verfahrbaren Plattform eine gemeinsame
Aufhangung fur die Magnetanordnung und die Detektionseinrichtung angeordnet

ist.

Besonders vorteilhaft ist es, wenn der auf der verfahrbaren Plattform angeordnete
Haltearm samt Dispensorplattform zusammen mit der Magnetanordnung und der
Detektionseinrichtung ein entlang des Klvettenarrays verfahrbares Mess- und
Manipulationsmodul bildet, das samtliche robotische, fluidische und messtechnische
Komponenten flr die Prozessschritte der magnetischen Separation der Beads, des
sogenannten B/F - Waschens, sowie der Auslésung (Triggerung) und Messung der

Lumineszenz, vereint.

Die Erfindung wird im Folgenden an Hand eines Ausflihrungsbeispiels naher

erlautert. Es zeigen:

Fig. 1a und Fig. 1b zwei unterschiedliche Vorrichtungen zur Durchfihrung

heterogener Immunoassays gemal Stand der Technik,

Fig. 2 eine erfindungsgemaBe Vorrichtungen zur Durchfiihrung heterogener

Immunoassays in einer dreidimensionalen Ansicht,

10/ 37



10

Fig. 3 ein Detail der Vorrichtung geman Fig. 2 in einer vergréBerten

Schnittdarstellung,

Fig. 4 ein schematisiertes Ablaufbeispiel eines heterogenen Immunoassays,

Fig. 5 ein Fluidschaltbild der Vorrichtung geman Fig. 2,

Fig. 6 ein Blockschaltbild zur elektronischen Steuerung der Vorrichtung geman

Fig. 2, sowie

Fig. 7 ein Diagramm zum zeitlichen Ablauf der einzelnen Aktivitaten in der
erfindungsgemafen Vorrichtung wahrend eines heterogenen

Immunoassays.

Die in den Figuren 1a und 1b dargestellte Vorrichtungen betreffen Beispiele zum
Stand der Technik und wurden bereits in der Beschreibungseinleitung ausfuhrlich

dargelegt.

Funktionsgleiche Teile sind in den einzelnen Darstellungen der Erfindung mit

gleichen Bezugszeichen versehen.

Die in den Fig. 2 und 3 dargestellte, erfindungsgemafe Vorrichtung 410 dient zur

Durchfihrung von heterogenen Immunoassays.

Die Vorrichtung weist ein eindimensionales, stationares, beispielsweise in einem
Analysator angeordnetes Klvettenarray 200 auf, in welchem die Klvetten 201 zur
Aufnahme flissiger Medien (Proben, Reagenzien, Suspensionen mit magnetischen
Partikeln 411, Waschlésungen) in einem thermostatisierten Klivettenblock 820

angeordnet sind.

Ein verschwenkbarer Haltearm 420 ist entlang des Klvettenarrays 200 verfahrbar
ausgefuhrt und kann in Richtung der Full6ffnung 207 einer von der Steuerlogik der
Vorrichtung ausgewahlten Kivette 201 abgesenkt werden. Der Haltearm 420 ist mit
einer, in Richtung Boden 204 der Kluvette 201 absenkbaren Absaugnadel 423 samt
Absaugleitung 427 ausgestattet, sowie mit zumindest einem, Uber oder in der
jeweiligen Fulléffnung 207 positionierbaren Dispensor 424a bis 424d zur Abgabe
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der flissigen Medien in die Klivette 201. Zumindest ein Dispensor 424a, 424b ist

zur Abgabe einer Waschlésung flur die magnetischen Partikel 411 ausgebildet.

Die Zuleitungen zu den Dispensoren 424a, 424b sind mit 426 bezeichnet, im
Speziellen fuhrt eine Waschleitung 426a zum Dispensor 424a, eine Waschleitung
426b zum Dispensor 424b, eine Zuleitung 426¢ zum Dispensor fur eine
Pretriggerlédsung und eine Zuleitung 426d zum Dispensor 424d flir eine

Triggerlésung.

Weiterhin ist eine, entlang des Kuvettenarrays 200 verfahrbare, auf den Inhalt der
ausgewahlten Klvette 201 wirkende Magnetanordnung 430 zur Separation der
magnetischen Partikel 411 an einer Innenflache der Klvette 201 vorgesehen, sowie
eine, entlang des Kilvettenarrays 200 verfahrbare optische Detektionseinrichtung
435, die auf das Messfenster 202 der ausgewahlten Klvette 201 ausgerichtet
werden kann, um ein zu der Analytkonzentration in der ausgewahlten Kivette 201

proportionales Messsignal zu erhalten.

Zur Vereinfachung sind nur jene Komponenten der Vorrichtung 410 dargestellt, die
fur die gegenstandliche Erfindung wesentlich sind, wobei auf
Analysatorkomponenten, wie Proben- und Reagenzienlager, Pumpen, Ventile,
Auswerte-, Steuer- und Antriebseinheiten, nicht naher eingegangen wird.

Das Kuvettenarray 200 ist in einem thermostatisierbaren Kuvettenblock 820
angeordnet, wobei insbesondere in Fig. 3 die fur die Thermostatisierung
vorgesehenen Peltier-Elemente 831 erkennbar sind, die zwischen Kuhlrippen 832
und dem Kuvettenblock 820 angeordnet sind. Der Klivettenblock 820 weist an der
Vorderseite mit den Messfenstern 202 der Kuvetten 201 fluchtende
Zugangsoffnungen 825 auf. Zum Mischen und Thermostatisieren des
Klvetteninhalts ist am Boden 204 jeder Klivette 201 ein Ultraschall-Wandler 840
(z.B. piezoelektrischer Dickenschwinger) befestigt, wobei der Kontakt zu einer
Federkontaktplatine 846 Uber Kontaktblécke 847 mit Federkontakten hergestellt

wird.

Alternativ dazu kann der Kivetteninhalt beispielsweise durch die Absaugnadel 423,
oder durch einen zum Einbringen der Probe und/oder Reagenzien genutzten
manuellen oder automatischen Pipettor gemischt werden, indem die Fllssigkeit
einer Klvette 201 durch wiederholtes Ansaugen und AusstoBen zumindest eines

12/37



12

Teils des Flussigkeitsvolumens, Einbringung der Proben und/oder Reagenzien mit
hoher Strémungsgeschwindigkeit bzw. einer geeigneten Kombination dieser

MaBnahmen homogenisiert wird.

Weitere alternative Vorrichtungen zum Mischen des Klivetteninhalts kénnen zum
Ruhren die Einbringung von magnetisch bewegten Ruhrstaben (stir bars), das
Eintauchen einer Rihrwelle in die Klvette, sowie das Ruhren durch eine horizontale
Orbitalbewegung des Klivettenblocks 820 oder durch eine in die Klvette

eintauchende Pipettiernadel umfassen.

Am verfahrbaren Haltearm 420 ist an einer federnden Halterung (siehe
Federelement 422) eine auf die Fulléffnung 207 der Klvette 201 absenkbare
Dispensorplattform 421 befestigt, die im dargestellten Beispiel vier Dispensoren
424a bis 424d zur Abgabe fllssiger Medien in die Klvette 201 aufweist. Die
Dispensorplattform 421 wird in einer zentralen Offnung von der am Haltearm 420
befestigten Absaugnadel 423 durchsetzt, sodass diese nach Anlage der
Dispensorplattform 421 an der Flll6ffnung 207 der Klvette 201 bis zum Boden 204

der Kivette 201 abgesenkt werden kann.

Die Dispensorplattform 421 weist an der der Kivette 201 zugewandten Seite eine
Dichtflache 425 aus einem lichtundurchlassigen Material auf, sodass bei
abgesenkter Dispensorplattform 412 der Zutritt von Umgebungslicht bei der

optischen Vermessung des Kuvetteninhalts ausgeschlossen ist.

Erfindungsgeman weist ein Dispensor 424a zur Abgabe einer Waschlésung flr die
magnetischen Partikel 411 eine im Wesentlichen parallel zur Ladngsachse der
Klvette 201 ausgerichtete Ausstrémungsrichtung (gerade Waschnadel) auf, und ein
zweiter Dispensor 424b - ebenfalls zur Abgabe einer Waschlésung - eine auf eine
innere Seitenflache der Klvette 201 gerichtete Ausstrémungsrichtung (schrage

Waschnadel) auf.

Von zwei weiteren Dispensoren 424c¢, 424d der Dispensorplattform 412, deren
Ausstrémungsrichtungen im Wesentlichen parallel zur Ladngsachse der Klvette 201
ausgerichtet sind, ist ggf. ein dritter Dispensor 424c¢ zur Abgabe einer
Pretriggerlésung und ein vierter Dispensor 424d zur Abgabe einer Triggerlésung

ausgebildet. Fur auf Chemolumineszenz basierende Immunoassays, die mit nur
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einer Triggerlésung auskommen, kann der dritte Dispensor 424c ungenutzt bleiben
oder entfallen.

Das in den Fig. 2 und 3 dargestellte Ausfihrungsbeispiel zeichnet sich durch eine
entlang des Klvettenarrays 200 verfahrbare Plattform 440 auf, welche eine Hub-
und Dreheinrichtung 445 aufweist, mit welcher der Haltearm 420 samt Absaugnadel
423 und den Dispensoren 424a bis 424d der Dispensorplattform 421 absenkbar
ausgeflihrt ist. Bevorzugt ist auf der verfahrbaren Plattform 440 auch eine
gemeinsame Aufhangung 446 fir die Magnetanordnung 430 und die
Detektionseinrichtung 435 angeordnet, sodass ein verfahrbares Mess- und
Manipulationsmodul 450 realisiert wird, das samtliche robotische, fluidische und
messtechnische Komponenten fur die Prozessschritte der magnetischen Separation
der Beads, des sogenannten B/F - Waschens, sowie der Ausldsung (Triggerung) und

Messung der Lumineszenz vereint.

Die verfahrbare Plattform 440 des Mess- und Manipulationsmoduls 450 ist Uber eine
parallel zum Kilvettenarray 200 verlaufende, seitliche Schiene 441 mit dem

Rahmen der Vorrichtung 410 verbunden, und kann Uber einen Verfahrmechanismus
wie beispielsweise einem schrittmotorangetriebenen Zahnriemen, einer Spindel
oder einen Linearmotor auf die Position einer ausgewahlten Klvette 201 gebracht
werden. Zur Versorgung und Steuerung des Mess- und Manipulationsmoduls 450
kénnen hierbei flexible elektrische und fluidische Verbindungsleitungen
beispielsweise in Form sog. Energieketten (nicht dargestellt) an die Plattform 440

herangefihrt werden.

GemaB einer Ausfihrungsvariante kann auf der verfahrbaren Plattform 440 auch
eine Waschstation 442 flr die Absaugnadel 423 und den zumindest einen Dispensor
424a bis 424d der Dispensorplattform 421 angeordnet sein, auf deren Offnung 443
der Haltearm 420 nach einer Drehbewegung absenkbar ausgeflihrt ist, sodass die
gesamte Nadelgruppe am Kopf des schwenkbaren Haltearms 420 in die Offnung
443 eingefuhrt werden kann.

Die Nadelwaschstation 442 weist eine den Flllstand begrenzende, obere
Absaugleitung 444a und eine untere Absaugleitung 444b auf. Hierbei ist ein
Zufahren auf die Offnung 443 durch eine Auf- und Abbewegung mit einer 90°
Drehung bei gleichzeitiger Absenkung des Haltearms 420 unter die Oberkante des

Klvettenarrays 200 méglich, wodurch andere Robotikkomponenten, beispielsweise
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allfallige Pipettoren, etc., ungehindert entlang des Klvettenarrays 200 verfahren

kénnen.

Der schwenkbare Haltearm 420 des Mess- und Manipulationsmoduls 450 ist an
einem in horizontaler Ebene um 90° schwenkbaren und zusatzlich vertikal
beweglichen Turm 449 befestigt, wobei die Schwenkbewegung durch einen
beispielsweise schrittmotorangetriebenen Drehaktuator ermdéglicht wird. Zusatzlich
ist der Turm mit einer Hebevorrichtung ausgestattet, die beispielsweise eine
schrittmotorangetriebene Spindel oder einen Zahnriemen zur Erzeugung einer
vertikalen Translationsbewegung des Haltearms 420 umfasst. Die beiden
Bewegungsarten kénnen in die kombinierte Hub- und Dreheinrichtung 445 an der

Basis des vertikalen Turms 449 integriert sein.

Eine Ausfihrungsvariante kann auch darin bestehen, dass die Nadelwaschstation
stationdr am Ende des Kivettenarrays 200 positioniert ist, wobei der Haltearm der

Nadelgruppe in dieser Variante nicht schwenkbar ausgefuhrt sein muss.

Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsvariante ist die gemeinsame Aufhdngung
446 fir die Magnetanordnung 430 und die Detektionseinrichtung 435 geeignet, eine
translatorische oder rotatorische Bewegung auszufihren, um die Positionen der
Magnetanordnung 430 und der Detektionseinrichtung 435 vor der ausgewahlten

Klvette 201 auszutauschen.

Beispielsweise kénnen die Magnetanordnung 430 und die Detektionseinrichtung 435
im gleichen Abstand zu einer gemeinsamen Drehachse 448 an einem in der

Aufhangung 446 gelagerten Rotorarm 447 befestigt sein.

Bevorzugt kann dabei der in der Aufhdngung 446 gelagerten Rotorarm 447
translatorisch in Richtung der Drehachse 448 verschiebbar ausgeflhrt sein, um die
Magnetanordnung 430 oder die Detektionseinrichtung 435 an die Zugangséffnung
825 im Klvettenblock 820 und somit an das Messfenster 202 der ausgewahlten
Klvette 201 heranzufihren. Der Fotomultiplier 435 sowie die Magnetanordnung 430
kédnnen mit ihrer jeweiligen optischen Haupt- bzw. Polachse auf die entsprechende
Zugangsoffnung 825 im Klivettenblock ausgerichtet werden und durch eine
Horizontalbewegung an die jeweilige Offnung lichtdicht andocken, bzw. zur
Erzeugung einer méglichst hohen magnetischen Flussdichte optimal an die Wand

der Klvette 201 angenahert werden.

15737



15

Die Magnetanordnung 430 kann aus einem oder mehreren Magneten bestehen, die
vorzugsweise Seltenerdemagneten hoher Feldstarke, wie z.B. Nd2Fei14B (Neodym-
Eisenborat) sind, kann aber auch als Elektromagnet ausgefihrt sein. Die
Magnetanordnung 430 ist vorzugsweise aus Neodym-Stabmagneten mit zwei
verschiedenen Stabradien ausgefihrt, wobei im Wesentlichen ein innerer Stab 431
unter Zwischenlage einer nichtmagnetischen Zwischenschicht 433 von einem
auBeren, hohlzylindrischen Stab 432 umfasst wird und die zwei Stabe
unterschiedlicher Ldnge und Durchmesser einen konischen Ubergang aufweisen.
Die Anordnung lauft in einen schlanken Endbereich mit punktuell hoher
magnetischer Flussdichte aus, der durch die Offnung 825 im Kivettenblock 820
nahe an das Fenster 201 der Klvette 201 herangebracht werden kann. Die
Magnetanordnung 430 kann auch aus mehreren, einzelnen Magneten
zusammengesetzt sein, um die flr die magnetische Separation an einer
Kldvettenwand notwendige magnetische Feldstarke zu erhdhen, oder Streufelder in
die NachbarkUlvetten zu verringern. Ein Beispiel einer Magnetanordnung ist in Fig. 3
dargestellt, wobei ein bipolares Ende einer konzentrischen Magnetanordnung 430

mit einer nichtmagnetischen Zwischenschicht 433 auf die Klivette 201 gerichtet ist.

GemaB einer Ausfihrungsvariante kann eine zweite, entlang des Kivettenarrays
200 verfahrbare, auf den Inhalt der ausgewdhlten Kluvette 201 wirkende
Magnetanordnung (nicht dargestellt) vorgesehen sein, die vorzugsweise mit
zumindest einem der magnetischen Pole der ersten Magnetanordnung 430 eine
magnetische N-S Bricke ausbildet. Die verfahrbare Plattform 440 des Mess- und
Manipulationsmoduls 450 kann beispielsweise einen C-férmigen, unter dem
stationdaren Klvettenarray 200 hindurchgefiihrten Ausleger aufweisen, der es
erlaubt, einen zweiten Separationsmagneten entlang der magnetischen Wirkachse
des ersten Separationsmagneten auszurichten, und auf der anderen Seite des
Klvettenblocks 820 mitfahren zu lassen. Hierbei ist eine zur ersten Zugangséffnung
825 der jeweiligen Kivette 201 vergleichbare zweite Offnung nicht erforderlich, da
die magnetischen Feldlinien der zweiten Magnetanordnung durch das Material des
nicht aus ferromagnetischen Materials bestehenden Kivettenblocks (Aluminium)
hindurchwirken. Idealerweise ist die Polaritat der beiden Separationsmagneten
entgegengesetzt orientiert, sodass ein magnetischer Reihenschluss (N-S) entsteht,
der zu einer punktuellen Erhéhung der magnetischen Flussdichte und einer
Verringerung des unerwlnschten Streufeldes auf die benachbarten Kuvetten fuhrt.

Das Streufeld beeinflusst die in NachbarklUvetten befindlichen magnetischen Beads
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in ungunstiger Weise, da sich die Beads in den Nachbark(livetten in anderen
Prozessstadien befinden kénnen, bei denen eine magnetische Separation oder

Agglomeration unerwinscht ist.

Die zweite Magnetanordnung kann sowohl aus einem oder mehreren
Elektromagneten, als auch aus Permanentmagneten bestehen, wobei bei
Permanentmagneten ein Aktuator vorgesehen werden muss, um die
Magnetanordnung zur Klivette wahlweise anzunahern, oder zu entfernen. Der
Aktuatormechanismus kann analog zu dem flr die erste Magnetanordnung 430
ausgefihrt sein und in bekannter Weise Uber einen Riemenantrieb, eine

Antriebsspindel oder ein Solenoid verfugen.

GemaB einer weiteren, denkbaren Konfiguration, ist vorgesehen, dass die zweite
Magnetanordnung auf einer eigenen Schiene von der ersten Magnetanordnung 430
unabhangig an den Komponenten des Mess- und Manipulationsmoduls 450 vorbei
bewegbar ist, sodass zusatzlich zu den oben genannten Vorteilen eines
mitfahrenden zweiten Separationsmagneten, zeitgleich eine magnetische
Separation an einer anderen Klvette mdéglich ist, um magnetische Beads fiir einen
Waschschritt eines zweiten Assays in der anderen Klvette bereits vorzuseparieren
und damit Zeit zu sparen.

Weiters kann die zweite Magnetanordnung dazu verwendet werden, die
magnetischen Beads vor einer Lumineszenzmessung auf der im Vergleich zur
Andockrichtung der Detektionseinrichtung gegeniberliegenden Innenwandung der
jeweiligen Klvette 201 festzuhalten und damit ein von den magnetischen Beads

unbeeinflusstes Lumineszenzsignal zu erhalten.

Die Detektionseinrichtung 435 ist vorzugsweise durch einen kompakt bauenden
Fotomultiplier realisiert und dient zur Messung der Lichtmenge wahrend der durch
Zugabe der beiden Triggerlésungen ausgelésten Chemolumineszenz, und kann mit
einer Peltier-Kihlung ausgestattet sein, um ein konstanteres, rauscharmeres Signal
zu erhalten. Zur Vermeidung von Fehllicht bei der Messung an einer der
Zugangsoffnung 825 des Klvettenblocks 820, kénnen die Zugangsoffnungen 825
und die Lichteinlasséffnung des Fotomultipliers konzentrisch gestufte
Kontaktflachen am Rand der beiden Offnungen aufweisen. Weiters kann ein

beispielsweise mechanisch betétigtes Blendenelement (Shutter) vorgesehen sein,
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um den Fotomultiplier im Ruhezustand vor dem Eintritt von Umgebungslicht zu

schitzen.

Zur Messung der Lumineszenz bei niedriger Analytkonzentration wird bevorzugt ein
digitaler Fotomultiplier eingesetzt, der pro eintreffendem Photon triggert und einen
digitalen Impuls von 10 ns auslést. Diese kurzen Pulse werden mit dem FPGA des
HetIA Controllers 460 (siehe Fig. 6) gezahlt und als Zahlerstand Uber eine
einstellbare Abtastzeit aufsummiert. Solange die Photonenanzahl klein ist, kénnen
die unregelmafig entstehenden Impulse einzeln ausgegeben werden, die
Impulsanzahl pro Zeiteinheit entspricht dann der Photonenanzahl pro Zeiteinheit.

Erfindungsgeman kann auf der verfahrbaren Plattform 440 eine Referenzlichtquelle
436a fur die Detektionseinrichtung 435 angeordnet sein. Die Referenzlichtquelle
436a dient zur Kalibration des Fotomultipliers und weist eine Lichtaustrittséffnung
auf, die in Richtung der Eintritts6ffnung der Detektionseinrichtung 435 (z.B.
Fotomultiplier) ausgerichtet ist. Die Referenzlichtquelle 436a kann an beliebiger
Stelle entlang der Bewegungslinie der Detektionseinrichtung 435 angeordnet sein,
idealerweise jedoch derart, dass eine Kalibration des Fotomultipliers dann erfolgt,
wenn sich die Magnetanordnung 430 gerade vor der jeweiligen Zugangséffnung 825
des Kuvettenblocks 820 befindet.

Alternativ zu dieser Variante kann eine Referenzlichtquelle 436b auch ortsfest am
Ende des Klvettenblocks 820 angeordnet sein und eine Lichtaustrittséffnung
entlang der Zugangséffnungen des Klvettenblocks 820 aufweisen, wodurch dessen
Thermostatisiereinrichtung fir die Referenzlichtquelle 436b mitgenutzt werden

kann.

Das Ablaufbeispiel eines heterogenen Immunoassays wird beispielhaft in den Stufen
S1 bis S9 in Fig. 4 dargestellt.

Das vorliegende Beispiel eines heterogenen Immunoassays bezieht sich auf die
erforderlichen maschinellen Prozesse bei einem sogenannten "Sandwich-Assay".
Hierbei bildet das Analytmolekiil 413 (ein kérpereigenes Protein, z.B. Prostata-
spezifisches Antigen) durch Antigen-Antikdérper-Interaktionen eine Bricke zwischen
einem auf der Oberflache der magnetischen Partikel 411 immobilisierten, ersten
Antikdrper (Fangerantikdrper 412) und einem zweiten Antikérper, an welchen
Signalmolekiile gebunden sind (Tracer-Antikdrper 414), die nach Zugabe einer
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Pretriggerflissigkeit und einer Triggerflissigkeit eine der Analytmenge
proportionale, wenige Sekunden anhaltende Chemolumineszenz hervorruft. Die
beiden Antikérper-Typen liegen im Vergleich zum Analyten im Uberschuss vor. Bei
Analytmolekilen, die zu klein sind, um Bindungsstellen fir zwei verschiedene
Antikdrper aufzuweisen, werden sogenannte kompetitive Immunoassays eingesetzt,
wobei die Tracer-Antikérper direkt mit den Analytmoleklilen um Bindungsstellen an

einem immobilisierten Antikdrper konkurrieren.

Bei einem einfachen 1-Step-Assay gemal Fig. 4 werden zundchst die Probe (enthélt
den Analyt 413), eine Suspension magnetischer Partikel 411 (Magnetic Beads) mit
einer Beschichtung aus einem Fangerantikdrper 412, sowie eine Lésung des Tracer-
Antikdrpers 414 in die Klivette 201 mittels eines hier nicht dargestellten Pipettors
einpipettiert (S1, in Fig.4).

Wahrend der nachfolgenden Inkubation (ca. 10 min) bei 37 °C wird die L6sung
periodisch beispielsweise mittels Ultraschall gerihrt, um ein Absinken und
Agglomerieren der Beads zu verhindern. Nun ist jedes Analytmolekdl
"sandwichartig" zwischen einem auf den Beads 411 immobilisierten
Fangerantikdrper 412 und einem Tracer-Antikérper 414 gebunden. Weiters gibt es
unspezifisch gebundene Tracer-Antikdérper 415 (S2, in Fig. 4).

Die Beads 411 samt den daran gebundenen Substanzen werden nun mit Hilfe der
Magnetanordnung 430 an der Innenwand der Kivette 201 fixiert (S3, in Fig. 4) und
die gesamte Flussigkeit mit der aus der der Dispensorplattform 421 abgesenkten
Absaugnadel 423 entfernt (S4, in Fig. 4).

In weiterer Folge wird eine Waschlésung durch eine schrag auf die Innenwand der
Klvette 201 gerichtete Waschnadel 424b eingebracht, um an den Beads 430
anhaftende, und in der Reaktionsldésung verbliebene ungebundene Tracer-
Antikdrper durch vorsichtige Spulung der Beads zu entfernen, wobei die Beads 411
nach wie vor magnetisch an der GefaBwand gehalten werden (S5, in Fig.4).

AnschlieBend wird die Klvette 201 erneut trocken gesaugt, wobei die Beads 411
samt den daran gebundenen Substanzen noch immer magnetisch an der
Innenwand der Klvetten 201 fixiert sind (S6, in Fig. 4).
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Eine zweite, vertikal ausgerichtete Waschnadel 424a hingegen erzeugt beim
Eindlsen von Waschlésung oder Verdinnungsflissigkeit Turbulenzen in der
Flissigkeit, sodass die Beads 411 bei abgedockten Magneten in der Flissigkeit

resuspendiert werden (S7, in Fig. 4).

Nach diesem Waschschritt, der mehrere Male hintereinander durchgefihrt werden
kann, wird der Fotomultiplier 435 an die Klvette 201 herangefahren. Durch die
beiden Dispensoren 424c¢ und 424d werden nun in schneller unmittelbarer Abfolge
Pretrigger- (S8, in Fig. 4) und Triggerlésung (S9, in Fig. 4) zugeflhrt. Damit wird
eine nur wenige Sekunden andauernde Chemilumineszenz L (Flash Luminescence)
ausgeldst, die vom Fotomultiplier 435 gemessen werden kann. Die hierflir auf die
Flll6ffnung 207 der Klvette 201 aufgesetzte Dispensorplattform 421 des Haltearms
sorgt gleichzeitig fur die hierzu bendétigte Verdunkelung der Klvette 201.

Im Anschluss wird die benutzte Klivette 201 mit der Absaugnadel 423 leergesaugt
und entweder durch eine Wegwerfklvette ausgetauscht, oder gereinigt und
wiederverwendet, sodass eine neuer Immunoassay in der zuvor genutzten

Klvettenposition stattfinden kann.

Zum Waschen der Kivette muss der Manipulator von der Kivette wegbewegt
werden, sodass die Klvettenwaschstation heranfahren und mit dem Waschen

beginnen kann.

Grundsatzlich kénnen aber auch andere, etwas abgewandelte Immunoassays, die
eine magnetische Separation mit B/F - Waschen als Prozessschritt aufweisen, mit
der erfindungsgemafBen Vorrichtung durchgefuhrt werden, wobei flr die Detektion
gegebenenfalls auch eine andere Detektionsmethode als Messung der

Chemolumineszenz vorgesehen sein kann.

Wie in Fig. 5 schematisch dargestellt, verfligt das verfahrbare Mess- und
Manipulationsmodul 450 der Erfindung Uber ein fluidisches System 451 zur
Versorgung der Dispensorplattform 421 mit Waschflissigkeit WF,
Pretriggerflissigkeit PTF, Triggerfllissigkeit TF und Druckluft DL. Weiters sind
Einrichtungen zur Absaugung von Reaktionsgemisch oder Waschfllissigkeit aus den
Klvetten 201 des Klvettenarrays 200 sowie dem Behalter, bzw. Waschtrog, der

Waschstation 442 vorgesehen.
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Das fluidische System 451 wird Uber den HetlIA Controller 460 (siehe Fig. 6)
gesteuert und umfasst eine Reihe von magnetisch betatigbaren 3-Wegeventilen 457
und Prazisionskolbenpumpen als Dispensierpumpen 455, welche an die verfahrbare
Plattform 440 (siehe Fig. 2) Uber flexible Schlauchverbindungen (mit Wellenlinien

angedeutet) angebunden sind.

Die Uber die kombinierten Freiheitsgrade der verfahrbaren Plattform 440 sowie des
verschwenkbaren Haltearms 420 in X, y und z Richtung verfahrbare
Dispensorplattform 421 umfasst eine Gruppe von Dispensoren 424a bis 424d, die

durch die absenkbare Absaugnadel 423 erganzt wird.

Die Dispensiereinheit 452 umfasst jeweils eine eigene Dispensierpumpe 455 flir die
Bereitstellung von Waschfllssigkeit WF, Pretrigger- PTF und Triggerflissigkeit TF,
wobei der Flissigkeitsstrom aus der Dispensierpumpe 455 flr die Waschflissigkeit
Uber ein 3-Wegeventil 457 jeweils der geraden 424a oder der schréagen Waschnadel
424b zugeschaltet werden kann. Die vier selektiv beschickbaren
Versorgungsleitungen sind an den bewegbaren Stellen aus einem flexiblen
Kunststoff ausgeflihrt und in Energieketten (nicht dargestellt) gefuhrt.

Die Dispensierpumpen 455 der Dispensiereinheit 452 sind jeweils Uber eigene
Versorgungsleitungen an das Ventilnetzwerk 453 angebunden, wobei fur Spul- und
Reinigungszwecke, insbesondere zur Reinigung der Dispensoren 424a bis 424d und
der Absaugnadel 423, jeweils anstelle des primaren Férdermediums alternativ auch
Druckluft DL oder Systemwasser SW (deionisiertes Wasser) Uber ein
entsprechendes 3-Wegventil 457 zugeschaltet und den Dispensierpumpen 455

zugefuhrt werden kann.

Der Behalter der Waschstation 442 zur Reinigung der Dispensoren 424a bis 424d
und der Absaugnadel 423 weist zwei Absaugleitungen 444a, 444b auf, von denen
sich eine 444b im Boden des Behalters, eine zweite in der oberen Halfte des
Behalters befindet, um als Uberlauf zur Einstellung eines stabilen Fillniveaus
fungieren zu kénnen. Die Absaugeinheit 454 steht sowohl mit den beiden
Absaugleitungen 444a, 444b, als auch mit der Absaugnadel 423 Uber flexible
Schlauchleitungen in Verbindung, die in Energieketten (nicht dargestellt) gefuhrt
sind. Um einen unerwinschten Rlckfluss von abgesaugten Flussigkeiten zu
unterbinden, sind jeweils Absperrventile 458 vorgesehen. Die drei Abflussleitungen

muinden in eine gemeinsame Zuleitung einer Absaugpumpe 456 (z.B. einer
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selbstansaugenden Verdrangerpumpe), die die abgesaugten Abfallfllissigkeiten W
einem Sammel- oder Aufbereitungsbereich in der Vorrichtung zufiuhrt (nicht
dargestellt)

Fig. 6 zeigt ein Blockschaltbild zur elektronischen Steuerung der
erfindungsgemafien Vorrichtung geman Fig. 2. Der HetlIA Controller 460 des
Controllerboards 461 bedient die elektrischen und mechanischen Komponenten des
HetIA Moduls und wird von einem Hauptrechner 588 (z.B. Personal Computer)
gesteuert und programmiert. Der PC steuert den Ablauf und Reihenfolge der
Teilprozesse, fur die Ausfihrung der einzelnen Aktionen ist der HetIA Controller 460

verantwortlich.

Die Funktionen des HetIA Controllers 460 kénnen wie folgt zusammengefasst
werden (siehe Fig. 6):

e Kommunikation mit PC 588 Uber Ethernet-Schnittstelle
e Robotikfunktionen RF mittels Schrittmotoren

o Verfahren der Plattform 440 in x-Richtung zur jeweiligen Klvette 201
des stationdren Klvettenarrays 200 (bzw. zur stationdren
Referenzlichtquelle 436b im Klivettenblock 820, falls keine
mitfahrende Referenzlichtquelle 436a vorgesehen ist)

o Drehbewegung des Rotorarms 447 zum Positionstausch von

Detektionseinrichtung 435 (Fotomultiplier) und Magnetanordnung 430

o Yy-Bewegung fur das Andocken des Fotomultipliers 435 oder der
Magnetanordnung 430 an das Messfenster der Kluvette 201, bzw. an
eine auf der Plattform 440 mitfahrende Referenzlichtquelle 436a

e Steuerung FV der Fluidikventile 457, 458 des Fluidiksystems 451
e Steuerung DP flr die Dosierpumpen 455
e Steuerung UM flur den Ultraschall-Wandler 840

o Weist einen eigenen, vom Controllerboard 461 unabhangigen US-
Oszillator auf

o Dekoderfunktion fur die piezoelektrischen Wandler 840 an den
einzelnen Klvetten 201
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e Steuerung DE flr die Detektionseinrichtung 435 sowie die Referenzlichtquelle
436a

e Temperaturregelung TR flr die Thermostatisierung (37°C)
o Peltier Regler fur die Detektionseinrichtung 435 (Fotomultiplier)

o Peltier Regler fir den Kuvettenblock 820

Bestimmte Funktionen, die in Echtzeit exakt synchronisiert getriggert werden
mussen (siehe Klammen "S" in Fig. 6), werden im FPGA des HetIA Controllers 460

realisiert. Es sind dies beispielsweise:

e zeitlich Triggerung der Steuerung DP der Dosierpumpe zeitlich mit der

Steuerung DE fur die Detektionseinrichtung 435 (Fotomultiplier Messung)

e Triggerung der Referenzlichtquelle zeitlich synchron mit der Messung des

Fotomultipiers

e Ultraschall Mischprozess der jeweiligen Klvette.

Der bereits in Fig. 4 dargelegte Ablauf eines heterogenen Immunoassays am
Beispiel eines 1-Step-Sandwich-Assays wird nun aus der Sicht der dazu
notwendigen maschinellen Ablaufe im HetIA-Modul beschrieben. Die zeitliche
Verteilung der maschinellen Aktivitdten wahrend des Assays ist in den Linienzigen I

bis XI Uber der gemeinsamen Zeitachse t in Fig. 7 dargestellt.

I Zupipettierung von Proben, Reagenzien und einer Beads-Suspension in die
Klvette 201

II  Thermostatisierung des Kivettenblocks

IIT  Aktivierung der Ultraschall-Mischeinheit

IV Andocken der Magnetanordnung 430 zur Separation der Beads

V Aktivitaten der Absaugnadel 423

VI Waschen der fixierten Beads mit der schragen Waschnadel 424b (laminar)

VII Re-Suspension der Beads mit der geraden Waschnadel 424a (turbulent)
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VIII Dispensierung von Pretrigger-Fllssigkeit Uber den Dispensor 424c
(turbulent)

IX Dispensierung von Trigger-Flussigkeit Uber den Dispensor 424d (turbulent)

X Tausch der Position von Magnetanordnung 430 und Fotomultiplier 435 und

Lumineszenzmessung an der Klvette 201

XI  Waschen der Absaugnadel 423 und der Dispensoren 424a bis 424d

Die einzelnen MaBnahmen sind in Fig. 7 in zeitlicher Abfolge mit 1 bis 13

bezeichnet.

1) Zunachst erfolgt eine maschinelle oder handische Pipettierung der Probe, einer
Suspension magnetischer Partikel (magnetic Beads) mit einer Beschichtung aus
einem Fangerantikdrper, sowie einer Lésung des Tracer-Antikérpers in die Klvette
(siehe S1, Fig. 4). Eine maschinelle Pipettierung kann beispielsweise durch einen
aus dem Stand der Technik bekannten Laborroboter mit x/y/z Beweglichkeit
erfolgen, wahrend die handische Pipettierung durch einen Labortechniker,

beispielsweise mittels Handpipetten mit Einwegspitzen, erfolgen kann.

2) Als standige Hintergrundaktivitat bei allen maschinellen Prozessen des Assays
erfolgt eine Thermostatisierung des Klvettenblocks 820 mit den darin befindlichen
Klvetten 201 auf 37°C (siehe Linie II).

3) Das Proben-Reagenziengemisch in der Klvette 201 erwarmt sich nun langsam
auf die Zieltemperatur von 37 °C und wird insgesamt etwa 10 min lang inkubiert,
wahrend die Ultraschall-Mischvorrichtung das Proben-Reagenziengemisch lber den
Ultraschall-Wandler 840 an der Klvette 201 zunachst initial homogenisiert und in
kurzen Abstanden immer wieder aufrihrt, um ein Absinken und Agglomerieren der

Beads zu verhindern (siehe Linie III).

4) Nach erfolgter Inkubation wird die magnetische Separation der inkubierten
Beads durch eine Rotation der Magnetanordnung 430 auf dem Mess- und
Manipulationsmodul 450 zur entsprechenden Zugangséffnung im Kivettenblock 820

eingeleitet (siehe Linie IV).
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5) Nach erfolgter Separation der Beads an der Wand der Kivette 201 wird die
Absaugnadel 423 bis nahe an den Kivettenboden abgesenkt und die gesamte
Flissigkeit in der Klvette abgesaugt (siehe S4, Fig. 2), wahrend die
Magnetanordnung 430 in der Zugangso6ffnung 825 verbleibt, um die Beads weiter

festzuhalten.

6) Nun wird Uber die schrage Waschnadel 424b laminar an der Wand der Klvette
201 flieBende Waschlésung eingebracht, um die an der Wand fixierten Beads zu

waschen (siehe Linie VI).

7) Nun wird die Klivette 201 trocken gesaugt, wobei die Beads noch immer

magnetisch an der Wand der Kuvette 201 fixiert sind (siehe Linie V).

8) In der Folge wird Uber eine zweite, vertikal ausgerichtete, Turbulenzen
erzeugende Waschnadel 424a erneut Waschfllissigkeit eingebracht, sodass die
Beads bei abgedockter Magnetanordnung in der Flissigkeit re-suspendiert werden
(siehe Linie VII).

Die Schritte 5-8 kénnen gegebenenfalls wiederholt werden, um eine noch bessere

Abtrennung von ungebundenen Tracer-Antikdrpern zu erreichen.

9) AnschlieBend wird die Position von Detektionseinrichtung 435 und
Magnetanordnung 430 durch eine 180° Rotation getauscht und die
Detektionseinrichtung in die entsprechende Zugangséffnung im Kuvettenblock 820

eingefihrt (siehe Linie X).

10) Nun erfolgt zunachst die Zugabe von Pretriggerflissigkeit tber einen ersten,

vertikal ausgerichteten, turbulent einspritzenden Dispensor 424c (siehe S8, Fig. 4)

11) Die Lumineszenz wird nun durch Zugabe der Triggerfllssigkeit Uber einen
weiteren, vertikal ausgerichteten, turbulent einspritzenden Dispensor 424d

ausgelodst (siehe Linie IX).

12) Nun wird die Absaugnadel 423 erneut eingeflihrt und das Reaktionsgemisch
abgesaugt. Die Klvette 201 wird nun entweder durch eine Wegwerfklvette

ausgetauscht oder gewaschen.
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13) SchlieBlich wird der Schwenkarm um 90° horizontal zur Seite geschwenkt und
in die Waschstation 442 eingeflhrt. Die Dispensoren 424a bis 424d sowie die
Absaugnadel 423 der Dispensorplattform 421 werden gewaschen, indem aus einer
der beiden Waschnadeln fur das B/F Waschen so lange Waschlésung einflie3t, bis

der Fillstand zu einer Benetzung aller Nadeln ausreicht (siehe Linie XI).
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PATENTANSPRUCHE

Vorrichtung (410) zur Durchfihrung von heterogenen Immunoassays mit Hilfe
magnetischer Partikel (411) in aneinandergereihten Kuvetten (201), wobei
jede Klvette (201) eine Full6ffnung (207) und zumindest ein seitliches, fir die

Messstrahlung durchldssiges Messfenster (202) aufweist,
gekennzeichnet durch,

zumindest ein stationadres Klvettenarray (200), in welchem die Kuvetten (201)

zur Aufnahme flissiger Medien angeordnet sind,

zumindest einen, entlang des Kivettenarrays (200) verfahrbaren und in
Richtung der Full6ffnung (207) einer ausgewahlten Kivette (201) absenkbaren
Haltearm (420) mit zumindest einer, in Richtung Boden (204) der Klvette
(201) absenkbaren Absaugnadel (423), sowie mit zumindest einem, Uber oder
in der jeweiligen Full6ffnung (207) positionierbaren Dispensor (424a bis 424d)
zur Abgabe der flissigen Medien in die Klvette (201), wobei zumindest ein
Dispensor (424a, 424b) zur Abgabe einer Waschldsung flr die magnetischen
Partikel (411) ausgebildet ist,

zumindest eine, entlang des Klvettenarrays (200) verfahrbare, auf den Inhalt
der ausgewahlten Kivette (201) wirkende Magnetanordnung (430) zur
Separation der magnetischen Partikel (411) an einer Innenflache der Kivette
(201), sowie

zumindest eine, entlang des Klvettenarrays (200) verfahrbare, und auf das
Messfenster (202) der ausgewahlten Kuvette (201) ausrichtbare, optische
Detektionseinrichtung (435) zur Aufnahme eines einer Analytkonzentration in

der ausgewahlten Kuvette (201) proportionalen Messsignals.

Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der
zumindest eine Dispensor (424a bis 424d) zur Abgabe der flissigen Medien in
einer auf oder in die Full6ffnung (207) der Klvette (201) absenkbaren
Dispensorplattform (421) angeordnet ist, welche von der absenkbaren
Absaugnadel (423) durchsetzt wird.
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Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Dispensorplattform (421) an der der Klvette (201) zugewandten Seite eine

Dichtflache (425) aus einem lichtundurchlassigen Material aufweist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
dass ein erster Dispensor (424a) zur Abgabe einer Waschldésung fir die
magnetischen Partikel (411) eine Ausstrémungsrichtung aufweist, die im
Wesentlichen parallel zur L&ngsachse der Klvette (201) ausgerichtet ist, sowie
dass ein zweiter Dispensor (424b) zur Abgabe einer Waschlésung flr die
magnetischen Partikel (411) eine Ausstrémungsrichtung aufweist, die auf eine

innere Seitenflache der Klvette (201) gerichtet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
dass von weiteren Dispensoren (424c, 424d), deren Ausstrémungsrichtungen
im Wesentlichen parallel zur Ladngsachse der Kuvette (201) ausgerichtet sind,
ggf. ein dritter Dispensor (424c) zur Abgabe einer Pretriggerlésung und ein

vierter Dispensor (424d) zur Abgabe einer Triggerlésung ausgebildet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,

dass der Haltearm (420) fur die Absaugnadel (423) und den zumindest einen
Dispensor (424a bis 424d) eine Hub- und Dreheinrichtung (445) aufweist, die
auf einer entlang des Klvettenarrays (200) verfahrbaren Plattform (440)

angeordnet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass auf der
verfahrbaren Plattform (440) eine Waschstation (442) flir die Absaugnadel
(423) und den zumindest einen Dispensor (424a bis 424d) angeordnet ist, auf
deren Offnung (443) der Haltearm (420) nach einer Drehbewegung absenkbar
ausgefluhrt ist.

Vorrichtung nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass auf
der verfahrbaren Plattform (440) eine gemeinsame Aufhdngung (446) fur die
Magnetanordnung (430) und die Detektionseinrichtung (435) angeordnet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die
gemeinsame Aufhangung (446) flr die Magnetanordnung (430) und die

Detektionseinrichtung (435) geeignet ist, eine translatorische oder
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rotatorische Bewegung auszuflihren, um die Positionen der Magnetanordnung
(430) und der Detektionseinrichtung (435) vor der ausgewahlten Klvette
(201) auszutauschen.

Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die
Magnetanordnung (430) und die Detektionseinrichtung (435) im gleichen
Abstand zu einer gemeinsamen Drehachse (448) an einem in der Aufhangung
(446) gelagerten Rotorarm (447) befestigt sind.

Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der in der
Aufhangung (446) gelagerten Rotorarm (447) translatorisch in Richtung der
Drehachse (448) verschiebbar ist, um die Magnetanordnung (430) oder die
Detektionseinrichtung (435) an das Messfenster (202) der ausgewéahlten
Klvette (201) heranzufthren.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 6 bis 11, dadurch gekennzeichnet,
dass der auf der verfahrbaren Plattform (440) angeordnete Haltearm (220)
samt Dispensorplattform (421) zusammen mit der Magnetanordnung (430)
und der Detektionseinrichtung (435) ein entlang des Klvettenarrays (200)
verfahrbares Mess- und Manipulationsmodul (450) bildet, das samtliche
robotische, fluidische und messtechnische Komponenten fur die

Prozessschritte eines heterogenen Immunoassays vereint.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 6 bis 12, dadurch gekennzeichnet,
dass auf der verfahrbaren Plattform (440) eine Referenzlichtquelle (436a) flr

die Kalibration der Detektionseinrichtung (435) angeordnet ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet,

dass die Detektionseinrichtung (435) als Fotomultipier ausgefluhrt ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet,
dass eine zweite, entlang des Klvettenarrays (200) verfahrbare, auf den
Inhalt der ausgewahlten Klvette (201) wirkende Magnetanordnung
vorgesehen ist, die vorzugsweise mit zumindest einem der magnetischen Pole

der ersten Magnetanordnung (430) eine magnetische N-S Brlicke ausbildet.
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16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die zweite

Magnetanordnung auf der verfahrbaren Plattform (440) angeordnet ist.

17. Verfahren zur Bestimmung eines Antigens mittels eines heterogenen
Immunoassays, dadurch gekennzeichnet, dass zunachst in einer ersten
Schrittfolge A

eine Probe zur Bestimmung des Antigens,
eine Suspension magnetischer Partikel mit einem Fangerantikdrper, sowie
ggf. ein Tracer-Antikérpers oder ein markiertes Antigen

in eine ausgewahlte Kuvette (201) eines stationaren Klivettenarrays (200)
einpipettiert werden, sowie dass die folgenden Schritte B einer
immunchemischen Analyse, wie

e) Separieren der magnetischen Partikel,

f) ein oder mehrmaliges Einbringen und Absaugen einer

Waschldésung,

g) Zudosieren zumindest einer Trigger-FlUssigkeit, sowie

h) luminometrische Vermessung der Probe,

mit Hilfe eines entlang des Kivettenarrays verfahrbaren Mess- und
Manipulationsmoduls (450) erfolgen, das zur Durchfihrung einzelner oder aller
Schritte a) bis d) bei der ausgewahlten Kuvette (201) angehalten wird.

18. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass das Mess- und
Manipulationsmodul (450) wahrend des Ablaufs zeitaufwandiger Schritte bei
der immunchemischen Analyse, wie Inkubation, etc., in der ausgewahlten
Klvette, zu zumindest einer weiteren Kivette (201) des Klvettenarrays (200)
verfahren wird, um einzelne oder alle Schritte B einer immunchemischen

Analyse durchzufthren.

13.07.2018
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