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(57) Abstract: An arrangement (100) is provided, comprising a magazine (103) for storing a plurality of microfluid devices (101).
The microfluid devices (101) each comprise means for binding at least one biological molecule, wherein the means for binding the
at least one biologic molecule can be displaced relative to the microfluid device (101). A sample assumed to comprise biological
molecules to be analyzed is introduced in the microfluid device (101). The biological molecule to be analyzed is bound via the
€ means for binding the biological molecule. The means for binding the at least one biological molecule, or of the substrate-molecule
complex, can now be moved in the microfluid device (101), for example corresponding to a predetermined course of reaction, such
as by means of a magnetic field (121). The microfluid device (101) is transported (107, 109) via the arrangement (100).
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(57) Zusammenfassung: Es wird eine Anordnung (100) bereitgestellt, welche ein Magazin (103) zur Bevorratung einer Mehrzahl
von mikrofluidischen Vorrichtungen (101) aufweist. Die mikrofluidischen Vorrichtungen (101) enthalten jeweils Mittel zum Binden
von wenigstens einem biologischen Molekiil, wobei die Mittel zum Binden des wenigstens einen biologischen Molekiils relativ
zu der mikrofluidischen Vorrichtung (101) bewegbar sind. Eine Probe, welche vermutlich zu untersuchende biologische Molekiile
enthilt, wird in die mikrofluidische Vorrichtung (101) eingebracht. Das zu untersuchende biologische Molekiil wird durch die Mittel
zum Binden des biologischen Molekiils gebunden. Das Mittel zum Binden des wenigstens einen biologischen Molekiils, bzw. der
Substrat-Molekiil-Komplex kann nun in der mikrofluidischen Vorrichtung(101), z.B. einem vorgegebenem Reaktions- 20 ablauf
entsprechend, bewegt werden, beispielsweise durch ein Magnetfeld (121). Die mikrofluidische Vorrichtung (101) wird durch die
Anordnung (100) transportiert (107, 109).
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Beschreibung

Anordnung zur Aufbereitung einer Mehrzahl von Proben fiir eine

Analyse

Die Erfindung betrifft eine Anordnung zur Aufbereitung einer
Mehrzahl von Proben fiir eine Analyse, welche eine Anordnung,
mikrofluidische Vorrichtungen zur Aufnahme von Proben und
Mittel zum Bewegen der mikrofluidischen Vorrichtungen in der
Anordnung aufweist. Die Erfindung betrifft ferner ein Verfah-
ren zur Aufbereitung einer Mehrzahl von Proben fiir eine Ana-

lyse.

In der biotechnologischen Analytik wurden in den letzten Jah-
ren Hochdurchsatzverfahren (high throughput screnning, HTS)
entwickelt, um in kurzer Zeit eine groBe Menge von Proben
aufarbeiten zu kénnen. Dabei kamen vorwiegend Lochplattenfor-
mate zum Einsatz, z.B. 96-Lochplatten oder 384-Lochplatten,
wobei jedes Loch bzw. jede Vertiefung in einer Platte ein Re-
aktionsgefal darstellt. Der Nachteil solcher Verfahren liegt
darin, dass Flissigkeiten von Vorratsgefalen zur Platte oder
von Platte zu Platte ilberpipettiert werden miissen, was mecha-

nisch aufwendig ist und Kontaminationsrisiken birgt.

Es wurden daneben auch vollintegrierte mikrofluidische Analy-
sevorrichtungen entwickelt, wobei anstatt von Reaktionsgefa-
Ben Prozesskammern verwendet werden, welche iUber Leitungen
bzw. Kandle verbunden sind, wie z.B. in DE 101 11 457 Al be-
schrieben. Diese Vorrichtungen konnen vollstandig eingekap-
selt in einer Cartridge, einem kartenartigen Flachgebilde,
enthalten sein, wobei in der Vorrichtung Prozesskammern zur
Probenaufbereitung, Amplifikation von Analyten, z.B. Nuklein-
sduren, und zur Detektion von Analyten, z.B. in Form von Bio-
chips mit Nukleinsdure-Mikroarrays, vorgesehen sind. Analyse-
vorrichtungen dieser Art haben den Vorteil, dass die Analyse
vollstandig in der gekapselten Analysevorrichtung ablaufen
kann, so dass Kontaminationsrisiken oder Bedienungsfehler

weitgehend ausgeschlossen sind.
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Derartige Vorrichtungen konnen zur Analyse von Nukleinsauren,
z.B. DNA-Sequenzen oder RNA-Sequenzen, Proteinen und anderen
Biomolekiilen verwendet werden. Selbst komplexe Assay-Ablaufe
kdnnen in einer derartigen Analysevorrichtung in mikrofluidi-
schen Anordnungen von Prozesskammern und Verbindungskanalen
kontaminations- und fehlerfrei durchgefihrt werden. Ein Nach-
teil dieser Systeme ist jedoch der geringe Probendurchsatz,
d.h. die geringe Anzahl durchfihrbarer Assays pro Zeit. Ins-
besondere bei Nukleinsdure-basierten Systemen, welche eine
Amplifikation der DNA oder RNA erfordern, ist eine Gesamtdau-
er des Assays von einer Stunde und mehr keine Ausnahme. All-
gemein wird dabei zundchst die Probe manuell in die Analyse-
vorrichtung eingebracht, und diese dann in ein Steuer- bzw.
Auslesegerat eingeschoben, in welchem die Prozessschritte au-
tomatisch abgearbeitet werden. Am Ende des Assays wird die
Analysevorrichtung manuell aus dem Steuergerdt entfernt. Die-
ser Prozessablauf erfordert die regelmaBige manuelle Inter-
vention durch das Bedienpersonal und schrankt den Durchsatz

signifikant ein.

Theoretisch koénnen vollintegrierte Diagnostiksysteme fir kom-
plexe Assays mit vielen biologischen Fragestellungen (z.B.
Multiparameterstudien wie die Cytochrom P 450 Analyse oder
CFTR) auch in Zentrallabors zum Einsatz kommen. Dabei ist je-
doch der geringe Durchsatz von grolem Nachteil und fihrt zu
prohibitiv hohen Kosten. Bei etablierten Hochdurchsatzverfah-
ren, z.B. die oben beschriebenen Verfahren auf Lochplatten-
formaten, ist die Aufbereitung der Proben zur Analyse aufwen-
dig. Diese Aufbereitung kann jedoch in mikrofluidischen Vor-
richtungen mit vergleichsweise geringem Aufwand durchgefiithrt
werden, z.B. durch Aufschluss der Probe, Binden der Analyten
an magnetische Substrate, sogenannte Magnetbeads, Fixieren
des Substrat-Analyten-Komplexes durch ein externes Magnetfeld
in der Analysevorrichtung und Entfernen von unerwlinschten
Probebestandteilen durch Uberspiilen der fixierten Substrat-

Analyten-Komplexe mit einer Waschfliissigkeit, so wie z.B. in
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DE 101 11 520 B4 beschrieben. Derartige Verfahren sind bisher
allerdings nicht hochdurchsatzfahig.

Aufgabenstellung

Angesichts der oben geschilderten Nachteile des Stands der
Technik ist es die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine
Anordnung und ein Verfahren zur Aufbereitung einer Mehrzahl
von Proben flir eine Analyse bereitzustellen, welche(s) in ei-
ner vollintegrierten Analysevorrichtung durchgefihrt werden
kann und gleichzeitig flur die Verarbeitung hoher Probenzahlen

geeignet ist.

Beschreibung der Erfindung

Erfindungsgemal wird die Aufgabe geldst durch eine Anordnung
zur Aufbereitung einer Mehrzahl von Proben flir eine Analyse

gemall Anspruch 1 und durch ein Verfahren gemal Anspruch 11.

Die erfindungsgemdBe Anordnung zur Aufbereitung einer Mehr-

zahl von Proben fir eine Analyse weist folgende Merkmale auf:

a) eine Aufnahme fiir eine mikrofluidische Vorrichtung;
und
b) Mittel zum Bewegen der mikrofluidischen Vorrichtung

in der Anordnung entlang mindestens einer vorgege-

benen Bewegungsrichtung;

wobei die Anordnung mindestens ein Magazin zur Bevorra-
tung einer Mehrzahl von mikrofluidischen Vorrichtungen

aufweist.

Vorzugsweise weist die Anordnung eine Einrichtung zum Bewegen
von in der mikrofluidischen Vorrichtung vorgesehenen Mitteln
zum Binden von wenigstens einem biologischen Molekiil relativ
zu der mikrofluidischen Vorrichtung auf. Diese Einrichtung

umfasst bevorzugt einen Magnetfelderzeuger.
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Der Begriff ,mikrofluidische Vorrichtung"™ bezieht sich auf
eine Vorrichtung, in welcher Fluidvolumina im Mikroliter-
Bereich manipuliert werden kdénnen, z.B. mikrofluidische Cart-

ridges, wie sie in der Technik allgemein bekannt sind.

Bevorzugt weist die erfindungsgemalle Anordnung ferner Mittel
zur Amplifikation des biologischen Molekiils in der mikroflui-

dischen Vorrichtung auf.

Ferner umfasst die erfindungsgemédfBe Anordnung Mittel zur De-

tektion des biologischen Molekiils.

Die erfindungsgemdfBe Anordnung, umfasst ferner bevorzugt eine
Einrichtung zum Einbringen einer Probe in eine mikrofluidi-

sche Vorrichtung.

Gemal einem bevorzugten Aspekt der Erfindung umfasst die An-
ordnung einen Behdlter zum Sammeln verbrauchter mikrofluidi-

scher Vorrichtungen.

Gemal einem bevorzugten Aspekt der Erfindung umfasst die An-
ordnung ein stapelartiges Magazin, in welchem die mikroflui-

dischen Vorrichtungen stapelbar sind.

Gemall einem alternativen Aspekt der Erfindung umfasst die An-
ordnung ein trommelartiges Magazin, in welchem die mikroflui-

dischen Vorrichtungen auf einer Rolle aufrollbar sind.

Gemal einem weiteren bevorzugten Aspekt der Erfindung umfasst
die Anordnung Mittel zum Erfassen einer Kodierung einer

mikrofluidischen Vorrichtung.

Erfindungsgemdall wird eine Probe, welche vermutlich zu unter-
suchende biologische Molekiile enthdlt, in die mikrofluidische
Vorrichtung eingebracht, wobei in der mikrofluidischen Vor-
richtung das zu untersuchende biologische Molekiil durch das

Mittel zum Binden gebunden wird und somit eine Aufbereitung
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der Probe ermdglicht wird. Aus dem Magazin kann eine weitere
mikrofluidische Vorrichtung nachgefihrt werden, und mit der
nachsten Probe gefiillt werden. Alternativ kdnnen mehrere
mikrofluidische Vorrichtungen vor Einbringen in die Anordnung
mit den Proben beflillt werden. Die mikrofluidischen Vorrich-
tungen werden entlang der mindestens einen vorgegebenen Bewe-
gungsrichtung durch die Anordnung transportiert und die Pro-
ben kénnen auf diese Weise automatisiert nacheinander abgear-

beitet werden.

Vorzugsweise sind die Mittel zum Binden des wenigstens einen
biologischen Molekilils als ein Substrat ausgefihrt, welches
mit dem zu untersuchenden biologischen Molekiil zu einem Sub-

strat-Molekil-Komplex verbindbar ist.

Gemal einem Aspekt der vorliegenden Erfindung weist das Sub-
strat eine proteinbindende Eigenschaft auf, welche vorzugs-
weise als AntikOrper ausgefihrt sein kann, welcher auf das

biologische Molekiil gerichtet ist.

Gemal einem alternativen Aspekt der vorliegenden Erfindung
weist das Substrat eine Nukleinsaure-bindende Eigenschaft
auf, wobei die Nukleinsadure-bindende Eigenschaft vorzugsweise
nicht sequenzspezifisch, z.B. als Silan oder als Sonden-

Oligonukleotid (sequenzspezifisch) ausgefihrt ist.

Gemall einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung weist
das Substrat sowohl mindestens eine Protein-bindende Eigen-

schaft als auch mindestens eine Nukleinsdure-bindende Eigen-
schaft auf.

Bevorzugt umfassen die Mittel zum Binden von wenigstens einem
biologischen Molekiil wenigstens ein magnetisches Element,
z.B. Magnetbead, welches durch ein Magnetfeld bewegt und/oder

fixiert werden kann.

Bevorzugt weist die Anordnung Mittel zur Amplifikation des

Molekiils auf. Dies kann z.B., falls das Molekiil eine Nuklein-
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sdure ist, eine Amplifikationskammer in der mikrofluidischen
Vorrichtung umfassen, in welcher eine Amplifikationsreaktion,
z.B. die Polymerase Kettenreaktion (PCR) oder ein vergleich-
bares Amplifikationsverfahren stattfinden kann. In der Anord-
nung koénnen zur Durchfihrung einer derartigen Reaktion Heiz-

und/oder Kithlelemente, z.B. Peltierelemente, vorgesehen sein.

Ferner weist die erfindungsgemalRe Anordnung vorzugsweise Mit-
tel zur Detektion des Molekiils auf. Die Detektion kann z.RB.
durch magnetische, optische, fluoreszenzoptische, elektroche-
mische, gravimetrische und andere geeignete Verfahren erfol-
gen. In der mikrofluidischen Vorrichtung ist dazu eine Detek-
tionskammer vorgesehen, welche z.B. ein Nukleinsdure-
Mikroarray aufweisen kann, auf welchem Sonden-Oligonukleotide
zum Nachweis von Nukleinsdure-Molekiilen vorgesehen sind. Be-
sonders bevorzugt ist eine elektrochemische Detektion. Dazu
ist in der mikrofluidischen Vorrichtung ein elektrochemischer
Sensor, z.B. in Form von Elektroden vorgesehen. In der Anord-
nung sind Mittel zu Messen von Strdomen und/oder Spannungen
vorgesehen. Ein entsprechendes Messverfahren, das hierbei
verwendbar ist, ist z.B. in DE 101 26 341 Al beschrieben. Ge-
mal einem alternativen Aspekt ist eine magnetische Detektion
bevorzugt. Dazu kann in der Anordnung ein magnetoresistiver

Sensor vorgesehen sein.

Gemall einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung um-
fasst die mikrofluidische Vorrichtung mindestens eine Pro-
zesskammer, in welcher zumindest voriibergehend die Mittel zum
Binden von wenigstens einem biologischen Molekiil enthalten
sind. Die mindestens eine Prozesskammer kann als eine Aufbe-
reitungskammer zur Verwendung der Mittel zum Binden des we-
nigstens einen biologischen Molekiils, als Amplifikationskam-
mer zur Verwendung der Mittel zur Amplifikation des wenigs-
tens einen biologischen Molekiils und/oder als Detektionskam-
mer zur Detektion des wenigstens einen biologischen Molekiils
ausgebildet sein. Bevorzugt konnen eine Mehrzahl von Prozess-
kammern vorgesehen sein, die entlang einer Reaktionsstrecke

angeordnet sind und durch Leitungen zumindest zeitweise ver-
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bindbar sind. Die Leitungen koénnen als mikrofluidische Kanadle
mit daran angebrachten Ventilen ausgefiihrt sein. Die Ventile
kénnen als einfache elastische Quetschventile oder magnet-
steuerbare Ventile ausgefiihrt sein, um die verschiedenen Pro-
zesskammern voneinander fluidisch zu trennen. Die Ventile
kénnen auch auf andere dem Fachmann bekannte Arten ausgefihrt

sein.

Gemall einem bevorzugten Aspekt der vorliegenden Erfindung
kénnen in einer mikrofluidischen Vorrichtung eine Mehrzahl
von Gruppen von Prozesskammern vorgesehen sein, wobei die
Prozesskammern in einer Gruppe bevorzugt jeweils entlang ei-
ner Reaktionsstrecke angeordnet sind und die Prozesskammern
einer Gruppe entlang der jeweiligen Reaktionsstrecke zumin-
dest zeitweise durch Leitungen fluidisch verbindbar sind. Auf
diese Weise konnen mehrere Probenstrecken z.B. parallel auf
der mikrofluidischen Vorrichtung realisiert werden. An einem
Ende der jeweiligen Reaktionsstrecken kdnnen sich parallel
angeordnete Probenports befinden, welche durch Septen versie-
gelt sein kdénnen. Am anderen Ende kdénnen als Detektionsmittel
z.B. entsprechend mehrere parallel angeordnete Mikroarrays
oder alternativ auch ein fiir die einzelnen Reaktionsstrecken
gemeinsamer Mikroarray zum Nachweis der Zielmolekiile in samt-
lichen aufgebrachten biologischen Proben vorgesehen sein. Die
Probenports kénnen entlang der Reaktionsstrecke liber ver-
schiedene Prozesskammern (z.RB. Aufbereitungs-, Wasch- und
Amplifikationskammern) und Leitungen mit den Mikroarrays ver-
bunden sein. Eine derartige mikrofluidische Vorrichtung kann
als einmal verwendbares Element in der erfindungsgemaBen An-
ordnung verwendet werden. Das einmal verwendbare Element kann
als langliche Vorrichtung ausgebildet sein, z.B. in Form ei-
ner Cartridge, d.h. einen kartenartigen Flachgebilde. Bevor-
zugt sind die Kammern und Leitungen entlang der Reaktions-
strecke in der langlichen Vorrichtung entlang der mindestens
einen Bewegungsrichtung ausgerichtet, mit welcher die langli-
che Vorrichtung durch das Steuergerat transportiert wird. Es
wird angemerkt, dass in der in diesem Absatz beschriebenen

mikrofluidischen Vorrichtung mit einer Mehrzahl von paralle-
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len Reaktionsstrecken eine von der restlichen Anordnung unab-
hangige eigenstandige Erfindung gesehen wird, welche eben-

falls die eingangs gestellte Aufgabe 106st.

Ferner ist bei der Anordnung bevorzugt ein Behdlter zum Sam-
meln der verbrauchten mikrofluidischen Vorrichtungen vorgese-

hen.

Die mikrofluidischen Vorrichtungen kdénnen nach einmaliger
Verwendung verworfen und entsorgt werden. Es ist aber auch
denkbar, dass sie, z.B. nach einer Reinigung oder Regenerati-

on erneut verwendet werden kodnnen.

Die Anordnung kann ein stapelartiges Magazin aufweisen, in
welchem die mikrofluidischen Vorrichtungen gestapelt sind.
Alternativ kann beispielsweise auch ein trommelartiges Maga-
zin vorgesehen sein, in welchem die mikrofluidischen Vorrich-

tungen auf einer Rolle aufgerollt sind.

Vorzugsweise weist die Anordnung eine Einrichtung zum Ein-
bringen einer Probe in eine mikrofluidische Vorrichtung auf.
Diese kann beispielsweise als automatisierte Pipettiervor-
richtung ausgestaltet sein, welche eine Probe in die
mikrofluidische Vorrichtung hineinpipettieren kann. Falls auf
der mikrofluidischen Vorrichtung mehrere parallele Reaktions-
strecken zur parallelen Verarbeitung von Proben vorgesehen
sind, weist die Einrichtung zum Einbringen einer Probe in die
mikrofluidische Vorrichtung vorzugsweise eine entsprechende
Anzahl von Kandlen auf, um die entsprechende Probenanzahl in

einem Arbeitsschritt einzubringen.

In dem Steuergerat sind Mittel zum Bewegen oder Transportie-
ren der mikrofluidischen Vorrichtung entlang mindestens ei-
ner vorgegebenen Bewegungsrichtung vorgesehen, diese Trans-

portmittel koénnen z.B. in Form von einem Transportband ausge-

fuhrt sein.
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Gemall einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung sind
ferner Mittel zum Bewegen des Substratmolekiilkomplexes rela-
tiv zu der mikrofluidischen Vorrichtung vorgesehen, welche
vorzugsweise einen Magnetfelderzeuger umfassen. Durch Bewegen
der mikrofluidischen Vorrichtung relativ zu dem Magnetfelder-
zeuger, bzw. durch Bewegen des Magnetfelderzeugers relativ zu
der mikrofluidische Vorrichtung, kann der Substrat-Molekiil-
Komplex, welcher Magnetbeads aufweist, relativ zu der
mikrofluidischen Vorrichtung, also z.B. entlang des Reakti-
onsweges durch die Prozesskammern, bewegt werden. Dabei wer-
den die Magnetbeads im Magnetfeld des Magnetfelderzeugers
festgehalten, wahrend die mikrofluidische Vorrichtung relativ

zu dem Magnetfelderzeuger (oder umgekehrt) bewegt wird.

Gemall einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung weisen
die mikrofluidischen Vorrichtung eine Markierung auf, durch
welche sie kodiert werden konnen. Auf diese Weise ist es mog-
lich, eine Zuordnung zwischen aufgebrachter Probe und dem
einmal verwendbaren Element zu erfassen. Dazu sind vorzugs-
weise Mittel zur Erfassung der Markierung in der Anordnung
vorgesehen. Die Markierung kann eine tUbliche, dem Fachmann
bekannte Art der Markierung umfassen, z.B. einen Barcode, ein
RFID, oder &hnliches. In der Anordnung sind dann vorzugsweise
entsprechende Mittel zum Auslesen der Markierung vorhanden.
Ferner kann die Anordnung iiber Schnittstellen an ein Daten-
verarbeitungssystem angeschlossen sein, lber welches die
mikrofluidischen Vorrichtungen anhand der Markierung regist-
riert werden und ausgelesen Daten gespeichert werden. Bevor-
zugt konnen einmal verwendete mikrofluidische Vorrichtungen
ilber das Datenverarbeitungssystem entwertet werden, um ein

mehrfaches Lesen auszuschlieflen.

Bei der Aufbereitung einer Mehrzahl wvon Proben fiir eine Ana-

lyse wird folgendermalen vorgegangen:

Es wird eine Anordnung bereitgestellt, welches ein Magazin
zur Bevorratung einer Mehrzahl von mikrofluidischen Vorrich-

tungen aufweist. Die mikrofluidischen Vorrichtungen enthalten
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Jjeweils Mittel zum Binden von wenigstens einem biologischen
Molekiil, wobei die Mittel zum Binden des wenigstens einen
biologischen Molekiils relativ zu der mikrofluidischen Vor-

richtung bewegbar sind.

Eine Probe, welche vermutlich zu untersuchende biologische
Molekiile enthalt, wird in die mikrofluidische Vorrichtung
eingebracht. Optional kann die Probe zunachst in der
mikrofluidischen Vorrichtung aufgeschlossen werden, z.B.
durch Verwendung eines Lysepuffers. Das zu untersuchende bio-
logische Molekiil wird durch die Mittel zum Rinden des bioclo-
gischen Molekiils gebunden. Vorzugsweise sind die Mittel zum
Binden des wenigstens einen biologischen Molekiils als Sub-
strat ausgefihrt, welcher mit dem Molekiil zu einem Substrat-
Molekiil-Komplex verbindbar ist. Das Mittel zum Binden des we-
nigstens einen biologischen Molekiils, bzw. der Substrat-
Molekiil-Komplex kann nun in der mikrofluidischen Vorrichtung,
z.B. einem vorgegebenem Reaktionsablauf entsprechend, bewegt

werden.

Gemall einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung kann
der Substrat-Molekiil-Komplex nach dem Binden des Molekiils vom
Rest der Probe getrennt werden. Dies kann geschehen, indem
der Substrat-Molekiil-Komplex relativ zu dem restlichen Probe-
volumen bewegt wird, z.B. durch magnetisches Fixieren des

Substrat-Molekil-Komplexes und Wegspilen der Probe.

In der Anordnung kdénnen Mittel zum Pumpen vom Fluiden in die
mikrofluidische Vorrichtung und/oder aus der mikrofluidischen
Vorrichtung vorgesehen sein. Diese kdnnen z.B. als Leitungen,
Kandle, mit entsprechenden Befillungs- oder Entnahmeeinrich-
tungen, unter Verwendung von entsprechenden Fluidtransport-
systemen, z.B. Kolbenpumpen, Peristaltikpumpen und anderen

dem Fachmann bekannten Pumpen ausgefihrt sein.

Gemall einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung kann
das Molekil im Lauf des Verfahrens auch wieder von dem Sub-

strat getrennt werden, z.B. durch Auftrennen der Substrat-
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Molekiil-Komplexbindung, z.B. durch Erwdrmung, Anderung der

Salzkonzentration oder &a&hnliche.

Gemal einem bevorzugten Aspekt der Erfindung weist das Ver-
fahren einen zusdtzlichen Schritt des Amplifizierens des Mo-
leklils mit einer Amplifikationsreaktion auf. Ferner weist das
Verfahren bevorzugt den zusatzlichen Schritt des Detektierens
des Molekiuls auf.

Das Mittel zum Binden des wenigstens einen Molekills wird bei
dem erfindungsgemalen Verfahren bevorzugt entlang einer Reak-
tionsstrecke in der mikrofluidischen Vorrichtung bewegt, wel-

che in mindestens eine Prozesskammer fuhrt.

Bevorzugt sind entlang der Reaktionsstrecke mehrere Prozess-
kammern angeordnet. GemdB einem weiteren Aspekt der vorlie-
genden Erfindung werden bei dem Verfahren in der mikrofluidi-
schen Vorrichtung mehrere Proben gleichzeitig in einer ent-
sprechenden Anzahl von Reaktionsstrecken aufbereitet, die in
der mikrofluidischen Vorrichtung im Wesentlichen parallel an-

geordnet sind.

Bevorzugt werden die mikrofluidischen Vorrichtungen aus dem
Magazin nachgefilhrt, durchlaufen die Anordnung entlang der
mindestens einen vorgegebenen Bewegungsrichtung und werden
dann von der Anordnung ausgeworfen oder in einen Behalter zum
Sammeln von verbrauchten mikrofluidischen Vorrichtungen

transportiert.

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Aufbereitung
einer Mehrzahl von Proben fiir eine Analyse, welches die fol-
genden Schritte aufweist:

a) Bevorraten einer Anordnung mit einer Mehrzahl wvon
mikrofluidischen Vorrichtungen, wobei die Anordnung
mindestens ein Magazin zur Bevorratung mit
mikrofluidischen Vorrichtungen aufweist und wobei

die mikrofluidischen Vorrichtungen jeweils Mittel
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zum Binden von wenigstens einem biologischen Mole-
kil enthalten;

b) Einbringen einer ersten Probe, enthaltend mindes-
tens ein zu untersuchendes biologisches Molekiil, in
eine der mikrofluidischen Vorrichtungen;

c) Binden des zu untersuchenden bioclogischen Molekiils
durch die Mittel zum Binden von wenigstens einem
biologischen Molekiil; und

d) Wiederholen der Schritte b)- ¢) mit den weiteren
Proben, bis alle aufzubereitenden Proben aufberei-

tet sind;

wobei die mikrofluidische Vorrichtung mit der einge-
brachten Probe in der Anordnung entlang mindestens einer

vorgegebenen Bewegungsrichtung bewegt wird.

Dabei sind die Mittel zum Binden des wenigstens einen biolo-
gischen Molekiils bevorzugt relativ zu der mikrofluidischen

Vorrichtung bewegbar.

Bevorzugt erfolgt das Einbringen der Proben, enthaltend zu
untersuchende biologische Molekiile, in die jeweiligen
mikrofluidischen Vorrichtungen vor dem Bevorraten der Anord-

nung mit mikrofluidischen Vorrichtungen.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-
rens sind die Mittel zum Binden des wenigsten einen biologi-
schen Molekiils als ein Substrat ausgefithrt, das mit dem Mole-

ki1l zu einem Substrat-Molekiil-Komplex verbindbar ist.

Bevorzugt wird nach dem Binden des Molekiils an das Substrat
der Substrat-Molekiil-Komplex von der restlichen Probe ge-

trennt.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-

rens wird die Trennung des Substrat-Molekiil-Komplex von der
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restlichen Probe durch Bewegen des Substrat-Molekiil-Komplexes

relativ zu der restlichen Probe erreicht.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-
rens umfassen die Mittel zum Binden des wenigsten einen bio-

logischen Molekiils wenigsten ein magnetisches Element.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-
rens wird ein Magnetfeld zum Bewegen der Mittel zum Binden
des wenigstens einen biologischen Molekiils relativ zu der

mikrofluidischen Vorrichtung verwendet.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-
rens weist das erfindungsgemiale Verfahren den zusatzlichen
Schritt des Amplifizierens des biologischen Molekiils mit ei-

ner Amplifikationsreaktion auf.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-
rens weist das erfindungsgemiale Verfahren den zusatzlichen

Schritt des Detektierens des biologischen Molekiils auf.

Gemal einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalien Verfah-
rens wird das biologische Molekiil magnetisch, elektroche-

misch oder optisch detektiert.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-
rens wird das Mittel zum Binden des wenigstens einen Mole-
kiils entlang einer Reaktionsstrecke in der mikrofluidischen
Vorrichtung bewegt, welche in mindestens eine Prozesskammer
fuhrt.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-
rens wird das Mittel zum Binden des wenigstens einen Mole-
kiils entlang einer Reaktionsstrecke in der mikrofluidischen

Vorrichtung durch mehrere Prozesskammern bewegt.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-

rens 1st die Reaktionsstrecke im Wesentlichen entlang der
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mindestens einen vorgegebenen Bewegungsrichtung in der Anord-

nung ausgerichtet.

Gemall einem bevorzugten Aspekt des erfindungsgemalen Verfah-
rens werden dabei in dem mindestens einmal verwendbaren Ele-
ment mehrere Proben gleichzeitig in einer entsprechenden An-
zahl von Reaktionsstrecken aufbereitet, die in der mikroflui-

dischen Vorrichtung im wesentlichen Parallel angeordnet sind.

Bevorzugt werden die mikrofluidischen Vorrichtungen aus dem
Magazin nachgefilhrt, durchlaufen die Anordnung entlang der
mindestens einen vorgegebenen Bewegungsrichtung und werden
dann von der Anordnung ausgeworfen oder in einen Behalter zum
Sammeln verbrauchter mikrofluidischen Vorrichtungen transpor-

tiert.

Ausfihrungsbeispiel

Weitere Aspekte, Eigenschaften und Vorteile der vorliegenden
Erfindung werden verdeutlicht anhand der folgenden Beschrei-
bung von Ausfiihrungsbeispielen und den angehdngten Zeichnun-

gen, in denen zeigen:

Figur 1 eine schematische Darstellung einer ersten Ausfih-
rungsform einer mikrofluidischen Vorrichtung zur Aufnahme ei-

ner Probe der erfindungsgemalen Anordnung;

Figur 2 eine zweite Ausfihrungsform einer mikrofluidischen

Vorrichtung der erfindungsgemalen Anordnung;

Figur 3 eine dritte Ausfihrungsform der mikrofluidischen

Vorrichtung der erfindungsgemalen Anordnung;

Figur 4 eine erste Ausfiihrungsform der erfindungsgeméalen

Anordnung in einem ersten Betriebszustand;

Figur 5 eine erste Ausfiihrungsform der erfindungsgeméalen

Anordnung in einem zweiten Betriebszustand;
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Figur 6 eine erste Ausfiihrungsform der erfindungsgeméalen

Anordnung in einem dritten Betriebszustand; und

Figur 7 eine zweite Ausfihrungsform der erfindungsgemalen

Anordnung.

In Figur 1 ist schematisch eine mikrofluidische Vorrichtung,
welche in der erfindungsgemalen Anordnung verwendet wird, in
Form einer Cartridge 1 dargestellt. Diese ist als kartenarti-
ges Flachgebilde ausgebildet und kann z.B. als Kunststoff-
SpritzguBteil hergestellt werden, wobei darin vorhandene Ver-
tiefungen in Form von Kammern und Kandlen ausgestaltet sind.
In die Cartridge konnen flir die spédteren Prozesse und Reakti-
onen notwendige Reagenzien, z.B. in Form von Trockenreagen-
zien, eingebracht werden, z.B. durch Aufspotten in den ent-
sprechenden Kammern. Durch Versiegeln der nach oben offenen
Cartridge, z.B. mit einer Kunststofffolie, wird eine ge-
schlossene mikrofluidische Vorrichtung mit darin befindli-
chen Prozesskammern und Leitungen geschaffen. Die Cartridge 1
umfasst eine Aufbereitungskammer 3, eine Aufschlusskammer 5,
eine Waschkammer 7, eine Amplifikationskammer 9 und eine De-
tektionskammer 11. Die Aufbereitungskammer 3 umfasst eine
Einftilloffnung 13, lUber die beispielsweise mittels einer
Spritze oder Pipette die zu untersuchende Probe in die Aufbe-
reitungskammer 3 eingebracht werden kann. Die Prozesskammern
5, 7, 9, 11 sind iiber einen Mikrokanal 15 mit einer Offnung
17 verbunden, ilber welche in an sich bekannter Weise Wasser
oder Puffer in die Prozesskammern eingebracht werden kann.
Die Einfilléffnung 13 und/oder Offnung 17 kénnen mit einem
Septum verschlossen sein, um Sterilitat zu gewahrleisten
und/oder Kontaminationen und Verschleppungen zu verhindern.
AuRer der Aufbereitungskammer 3 weist jede Prozesskammer 5,
7, 9, 11 eine Entliftungséffnung 19 auf, welche beispielswei-
se mit einer gasdurchlassigen Membran verschlossen ist. So
kann sichergestellt werden, dass Gas die Prozesskammern ver-
lassen kann, nicht jedoch Flissigkeit. In der Aufbereitungs-

kammer ist ein Lysereagenz 31, z.B. in trockener Form, vorge-
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lagert. Durch das Einbringen der (fliissigen) Probe, z.B. Blut
oder eine andere Probenfliissigkeit, wird das Lysereagenz ge-
16st. Biologische Strukturen, z.B. Zellen, Bakterien, Viren,
werden durch das geldste Lysereagenz lysiert und setzen darin
enthaltene biologische Molekiile frei. Die Probe wird nun,
z.B. durch Nachsplilen mit Puffer, von der Kammer 3 {ber die
Leitung 23 in die Kammer 5 verdrangt. In der Kammer 5 sind
Magnetbeads 21 in trockenem Zustand vorgelagert, durch Uber-
fithren der Probe in die Kammer 5 werden die Magnetbeads 21
suspensiert und in der Probe verteilt. Auf den Magnetbeads
sind Sonden-Oligonukleotide vorgesehen, welche gesuchte Ziel-
molekiile, z.B. zu den Sonden-Oligonukleotiden komplementare
Nukleinsduren, binden, so dass ein Substrat-Molekiilkomplex
gebildet wird, wobei die Magnetbeads das Substrat darstellen.
Alternativ konnen auf den Magnetbeads auch Antikdrper vorge-
sehen sein, welche bestimmte Zielproteine oder Nukleinsiduren
binden. Die Antikdrper konnen polyklonale oder monoklonale
AntikoOrper sein. Alternativ kénnen auf den Magnetbeads auch
Mittel vorgesehen sein, welche Nukleinsduren unspezifisch
binden, z.B. Silane, randomisierte Oligonukleotide oder ahn-
liches. Weiterhin ist denkbar, dass auf den Beads andere Sub-
stanzen aufgebracht sind, welche bestimmte biologische Mole-
kiile oder Strukturen, z.B. Kohlehydrate, Lipopolysaccharide

und dhnliches binden.

Gemal einer alternativen Ausfithrungsform konnen die Magnet-
Beads auch in der Kammer 3 vorgesehen sein, und Bindungsei-
genschaften aufweisen (z.B. Antikdrper, Polysaccharide, und
dhnliches), welche bestimmte biologische Strukturen in der
Probe, z.B. bestimmte Zellen, Bakterien oder Viren, spezi-

fisch binden.

Die Prozesskammern sind untereinander gemall der Reihenfolge
der ablaufenden Prozessschritte durch Mikrokanadle 23, 25, 27
und 29 verbunden, welche derart dimensioniert sind, dass ein
stdrender Fliissigkeitsaustausch zwischen den Prozesskammern
wahrend der Aufbereitung und Analyse weitgehend unterbunden

wird und keinen stdrenden Einfluss hat. Die Mikrokanadle 23,
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25, 27 und 29 sind andererseits ausreichend groll, um Magnet-
Beads 21 mit angebundenen Strukturen bzw. Molekiilen passieren
zll lassen. Der Durchmesser der Mikrokandle 23, 25, 27 und 29
ist typischerweise in der GréBenordnung mehrerer pum. Alterna-
tiv ist es bei groBerer Dimensionierung der Mikrokandle auch
moéglich, in den Mikrokanalen 23, 25, 27, 29 Ventile vorzuse-
hen, um die einzelnen Prozesskammern 3, 5, 7, 9, 11 wahrend
des Verfahrensablaufs fluidisch voneinander zu trennen. In
der Kammer 5 kann der Aufschluss der biologischen Strukturen
vervollstandigt werden und durch Nachspiilen mit Waschldsung
oder Puffer kdénnen ungebundene Probenbestandteile von dem an
das Substrat (d.h. die Magnet-Beads) gebundenen Molekiilen ge-

trennt werden.

Um eventuell noch vorhandene Zellreste und andere Verunreini-
gungen zu beseitigen, ist eine weitere Waschkammer 7 vorgese-
hen. Die Komplexe aus Magnet-Beads 21 und Nukleinsduren (oder
im Fall einer Protein-bindenden Eigenschaft der Magnet-Beads
aus Magnet-Beads und Proteinen), werden durch den Mikrokanal
25 in die Waschkammer 7 bewegt. In der Waschkammer 7 konnen
z.B. chaotrope Salze 35 gelagert sein, die zundchst in tro-
ckener Form vorliegen und durch das Fillen der Waschkammer 7

in L&sung gehen.

Fiir komplexe Aufbereitungs- und Analyseverfahren kdénnen zu-

satzliche Kammern vorgesehen sein.

Die an die Magnet-Beads 21 gebundenen DNA-Molekiile liegen in
der Probe Ublicherweise in einer sehr geringen Ausgangskon-
zentration vor, so dass zum Nachweis eine Amplifikation der
Nukleinsduren stattfinden muss. Zu diesem Zweck werden die
Magnet-Beads 21 in eine Amplifikationskammer 9 bewegt, die
Uber den Mikrokanal 27 mit der Waschkammer 7 verbunden ist.
In der Amplifikationskammer 9 kann eine Amplifikation statt-
finden, beispielsweise durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
oder ein anderes geeignetes Amplifikationsverfahren. Die fiir
die Amplifikationsreaktion notwendigen Reagenzien 37 kdnnen

in der Kammer 9, z. B. in trockener Form vorgelagert sein. In
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der Anordnung befindet sich ein Peltier-Element, durch wel-
ches sich Temperaturzyklen fir die PCR-Reaktion in der Ampli-
fikationskammer 9 durchfiihren lassen. Alternativ kodnnen auch
andere, dem Fachmann bekannte Heiz- und/oder Kiuhlelemente
vorhanden sein, z.B. ein Widerstandsheizelement oder eine
Wasserkithlung. Der Aufbau der Anordnung ist schematisch in
Figuren 4 bis 7 gezeigt, welche im Folgenden noch ausfihrlich

diskutiert werden.

Bei der Temperaturerhohung kommt es im Allgemeinen zu einer
Ablésung der DNA-Molekiile von den Magnet-Beads 21. Somit sind
die Nukleinsauren dann fiir eine Amplifikationsreaktion und
eine spatere Nachweisreaktion freigesetzt. Es ist alternativ
auch mdéglich, die Nukleinsiduren unter Verwendung der auf den
Beads aufgebrachten Oligonukleotiden als Primer fiir die PCR-
Reaktion direkt auf den Oligonukleotiden zu amplifizieren.
Dazu kann beispielsweise zusatzlich noch ein entsprechender
Primer flr den Gegenstrang in der Amplifikationskammer vorge-
sehen sein, so dass die amplifizierten Nukleinsduren dann U-
ber die Sonden-0Oligonukleotide an einem Ende an die Magnet-

Beads gebunden sind.

Zum Nachweis der DNA kénnen die an die Magnet-Beads 21 gebun-
denen Nukleinsduren durch einen Mikrokanal 29 in eine Detek-
tionskammer 11 bewegt werden. In der Detektionskammer 11 sind
spezifische Oligonukleotide einer Detektionseinrichtung immo-
bilisiert. Die amplifizierten Nukleinsiduren, welche an einem
Ende an den Magnet-Beads immobilisiert sind, hybridisieren
mit den Sonden-0Oligonukleotiden auf dem Mikro-Array und wer-
den dadurch immobilisiert. Die Detektion der gesuchten Nuk-
leinsdure-Molekiile geschieht durch den Nachweis der immobili-
sierten Magnet-Beads an derjenigen Stelle der Detektionsein-
richtung 39, an welcher die komplementdren Oligonukleotide
angeordnet sind. Dazu umfasst die Detektionseinrichtung 39
einen Sensor, der das Vorhandensein der Magnet-Beads 21 an
Hand deren magnetischen Eigenschaften nachweisen kann, z.B.

ein magnetoresistiver Sensor.
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Alternativ ist es moglich, die amplifizierten und an die Son-
den- Oligonukleotide des Mikro-Arrays hybridisierten Nuklein-
sduren optisch, z.B. durch Fluoreszenzfarbstoffe, elektroche-
misch, z.B. durch Redoxcycling, oder auf andere Weise nachzu-

welsen.

In Figur 2 ist eine weitere Ausfihrungsform einer mikroflui-
dischen Vorrichtung der erfindungsgemalen Anordnung in Form
einer Cartridge 1’ dargestellt. Die Cartridge 1’ weist vier
Gruppen von Prozesskammern 2, 4, 6, 8 auf, die jeweils ent-
lang von 4 Reaktionswegen 10, 12, 14, 16 angeordnet. Uber
entsprechende Einfilldéffnungen 13 werden Proben in die Cart-
ridge eingebracht und durchlaufen entlang der Reaktionswege
10, 12 14, 16, die jeweiligen Prozesskammern 2, 4, 6, 8. An
dieser Stelle wird angemerkt, dass in Figuren 2 und 3 aus
Zwecken der Ubersichtlichkeit nur die Prozesskammer entlang
des Reaktionswegs 10 mit den BRezugszeichen 2, 4, 6 bzw. 8 be-
zeichnet sind, damit sollen ebenfalls die entsprechenden Pro-
zesskammern entlang der Reaktionswege 12, 14, 16 bezeichnet
sein. In der Detektionskammer 8 ist eine Detektionseinrich-
tung 39 der oben beschriebenen Art vorgesehen. Auf diese Wei-
se konnen in der Cartridge 1’ vier Proben parallel aufberei-
tet und analysiert werden. Es ist auch denkbar, dass auf ei-
ner Cartridge zwei, drei, oder 5 und mehr, z.B. 10 oder 20

Probenstrecken bzw. Reaktionswege angeordnet sind.

Der Begriff ,Reaktionsweg™ bezeichnet den Weg, welche die
Probe bzw. die zu untersuchenden biologischen Molekiile im

Verfahrensablauf durch die Vorrichtung nehmen.

In Figur 3 ist eine weitere alternative Ausfihrungsform einer
mikrofluidischen Vorrichtung in Form einer Cartridge 1'’ ge-
zeigt. In dieser Ausfihrungsform sind ebenfalls 4 Gruppen von
Reaktionskammern 2, 4, 6 entlang von vier Reaktionswegen 10,
12, 14, 16 angeordnet, so dass vier Proben parallel verarbei-
te werden konnen. Die Proben werden entlang der Reaktionswege
10, 12, 14, 16 durch die jeweiligen Prozesskammern 2, 4, 6

geleitet und werden dann in eine gemeinsame Detektionskammer
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18 geleitet, in welcher eine gemeinsame Detektionseinrichtung

39" vorgesehen ist.

In Figuren 4 bis 6 ist eine erfindungsgemdfle Anordnung 100 in
verschiedenen Retriebszustdnden dargestellt, welche mikroflu-
idische Vorrichtungen 101, 101’, 101’’, 10la, 101b, 101c,
101d enthadalt. In einem Magazin 103, welches stapelartig aus-
gefiihrt ist, ist eine Mehrzahl von mikrofluidischen Vorrich-
tungen 101 gestapelt. Diese kdnnen vor Einbringen in das Ma-
gazin 103 bereits mit Proben befiillt werden. Durch Offnen ei-
nes Offnungselements 105 und Vortrieb der Transporteinrich-
tungen 107, 109 wird die mikrofluidische Vorrichtung 101’ aus
dem Magazin 103 befdrdert. Im Vorliegenden Beispiel ist in
der Anordnung 100 durch die als Transportbander 107, 109 aus-
gebildete Transporteinrichtung eine zentrale Transportstrecke
flir die mikrofluidischen Vorrichtungen 101, 101’ definiert,
welcher eine Aufnahme der Anordnung 100 fir die mikrofluidi-
schen Vorrichtungen 101, 101’ bildet. Entlang dieser Trans-
portstrecke sind Mittel zum Fixieren der Magnetbeads 121
(z.B. in Form eines Elektromagneten) und Detektionsmittel 123
vorgesehen. Dieser Vorgang wird durch die Steuerung 111, 117,
119 koordiniert. Eine mikrofluidische Vorrichtung 101’', wel-
ches bereits vorher verarbeitet wurde, wurde in den Sammelbe-

halter 131 transportiert.

Figur 5 zeigt die erfindungsgemale Anordnung in einem weite-
ren Betriebszustand, welcher zeitlich auf den Betriebszustand
gemall Figur 4 folgt. Die mikrofluidische Vorrichtung 101’
wird von den Transportvorrichtungen 107, 109 unter einen Mag-
netfelderzeuger 121 bewegt. Der Magnetfelderzeuger 121 kann
als Permanentmagnet oder als Elektromagnet ausgebildet sein.
Die in der als Cartridge ausgebildeten Vorrichtung 101’ vor-
gesehenen Prozesskammern 102, 104, 106, 108 konnen durch die
Transportvorrichtung 107, 109 unter dem Magnetfelderzeuger
121 hindurch bewegt werden. Durch selektives Anwenden des
Magnetfeldes wird der Substrat-Molekiilkomplex unter dem Mag-
netfelderzeuger fixiert, wadhrend sich die mikrofluidische

Vorrichtung 101’ weiter bewegt. Dadurch werden die vom Sub-
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strat gebundenen Molekiile nacheinander durch die Prozesskam-
mer 102, 104, 106, 108 hindurch bewegt. Alternativ kann aber
auch ein beweglicher Magnetfelderzeuger vorgesehen werden,
welcher bei einer unbewegten Cartridge die an Magnetbeads ge-
bundene Probe relativ zur Cartridge bewegt. Falls ein Elekt-
romagnet verwendet wird, kann die Steuerung des Magnetfeldes
(z.B. ein/aus) durch die Steuerung 111 erfolgen. Die
mikrofluidische Vorrichtung 101’ wird durch die Transportvor-
richtung 109 weiter nach rechts bewegt. Das Offnungselement
105 ist nun wieder geschlossen. Nachdem die mikrofluidische
Vorrichtung 101’ unter dem Magneten 121 hindurch bewegt wur-
de, befindet sich nun die Detektionskammer 108 unter einem
Sensor 123 (Fig. 6), welcher die Signale von der in der De-
tektionskammer 108 Detektionseinrichtung auslesen kann, um
das Vorhandensein oder die Konzentration von zu untersuchen-
den biologischen Molekiilen, z.B. Nukleinsduren, zu erfassen.
Die erfassten Signale kdonnen zu der Steuerung 111 geleitet
werden und dort einer Datenverarbeitung zugefithrt werden.
Nach erfolgter Erfassung der Signale kann die mikrofluidische
Vorrichtung 101’ in den Sammelbehalter 131 transportiert wer-
den. Nun kann sich der gesamte Verfahrensablauf mit der
nachsten, im Magazin befindlichen mikrofluidischen Vorrich-
tung 101 wiederholen, bis alle Proben abgearbeitet sind. Auf
diese Weise kann nach Beschickung der mikrofluidischen Vor-
richtungen 101 mit den Proben und Einbringen der mikrofluidi-
schen Vorrichtungen in 101 in das Magazin 103 die gesamte
Probenzahl abgearbeitet werden, ohne dass eine weitere Inter-
vention seitens des Bedienpersonals notwendig ware. Somit

kann die gesamte Analyse der Proben automatisiert ablaufen.

In Figur 7 ist eine alternative Ausfihrungsform der erfin-
dungsgemalBen Anordnung gezeigt. In dem Magazin 103’ sind un-
befiillte einmal verwendbare, als Cartridge ausgestaltete
mikrofluidische Vorrichtungen 101 in aufgerollter Form bevor-
ratet. Die mikrofluidische Vorrichtungen kénnen z.B. an einem
flexiblen Tradgerband aufgerollt sein. Zur Analyse der Proben
wird zundchst eine mikrofluidische Vorrichtung 101 a von der

Trommel 104 abgerollt und durch die Transporteinrichtung 107
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zu einer Einrichtung zum Einbringen der Proben 113 transpor-
tiert. Diese Einrichtung kann z.B. in Form eines beweglichen
Pipetierarms ausgestaltet sein. Die Proben werden in die
mikrofluidische Vorrichtung 101 a eingebracht. Das gesamte
Verfahren lauft flieBbandartig ab wahrend die Proben in die
mikrofluidische Vorrichtung 101 a eingebracht werden, wird
die mikrofluidische Vorrichtung 101 b unter den Magneten 121
gefahren, so dass die Lyse- und Waschschritte in den entspre-
chenden Prozesskammern durchgefithrt werden. Die mikrofluidi-
sche Vorrichtung 101 ¢ befindet sich bereits unter den Sensor
123, wo die Auslesung der Signale der Detektionseinrichtung
in die mikrofluidische Vorrichtung 101 ¢ folgt. Die mikroflu-
idische Vorrichtung 101 d wird in den Sammelbehdlter 131
transportiert, in welchem bereits eine verbrauchte mikroflui-

dische Vorrichtung 101 e vorhanden ist.

In der dargestellten Weise kann eine hohe Anzahl wvon Proben
automatisiert verarbeitet werden, wobeili das Risiko von Konta-
minationen oder Bedienungsfehlern minimiert ist. Insbesondere
durch Verwendung von Cartridges, auf welchem mehrere Proben
parallel verarbeitet werden kodnnen, kann auf diese Weise ein

hoher Probendurchsatz erreicht werden.

Es wird betont, dass die verwendeten Beispiele lediglich bei-
spielhaft und veranschaulichend sind. Insbesondere beziiglich
der Anordnung von Komponenten, der Bewegungsrichtung der
Cartridge durch die Anordnung, die z.B. auch kreisfdrmig sein
kéonnte, und der Abfolge von Leitungen und Prozesskammern in

der Cartridge sind vielerlei Variationen denkbar.
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Patentanspriiche

Anordnung zur Aufbereitung einer Mehrzahl von Proben fir

eine Analyse, aufweisend folgende Merkmale:

a) eine Aufnahme fiir eine mikrofluidische Vorrichtung;
und
b) Mittel zum Bewegen der mikrofluidischen Vorrichtung

in der Anordnung entlang mindestens einer vorgege-

benen Bewegungsrichtung;

dadurch gekennzeichnet, dass die Anordnung mindestens
ein Magazin zur Bevorratung einer Mehrzahl von mikroflu-

idischen Vorrichtungen aufweist.

Anordnung nach Anspruch 1, ferner aufweisend eine Ein-
richtung zum Bewegen von in der mikrofluidischen Vor-

richtung vorgesehenen Mitteln zum Binden von wenigstens
einem biologischen Molekiil relativ zu der mikrofluidi-

schen Vorrichtung.

Anordnung nach Anspruch 2, wobei die Einrichtung zum BRe-
wegen von in der mikrofluidischen Vorrichtung vorgesehe-
nen Mitteln zum Binden von wenigstens einem biologischen
Molekiil relativ zu der mikrofluidischen Vorrichtung ei-

nen Magnetfelderzeuger umfassen.

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche, ferner
aufweisend Mittel zur Amplifikation des biologischen Mo-

lekiils in der mikrofluidischen Vorrichtung.

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche, ferner
aufweisend Mittel zur Detektion des biologischen Mole-
kils.

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche, ferner
aufweisend eine Einrichtung zum Einbringen einer Probe

in eine mikrofluidische Vorrichtung.
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10.

11.

24

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche, ferner
aufweisend einen Behdlter zum Sammeln verbrauchter

mikrofluidischer Vorrichtungen.

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei
das mindestens eine Magazin ein Stapel-Magazin ist, in
welchem die mikrofluidischen Vorrichtungen stapelbar

sind.

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche, wobei
das mindestens eine Magazin ein Trommel-Magazin ist, in
welchem die mikrofluidischen Vorrichtungen auf einer

Rolle aufrollbar sind.

Anordnung nach einem der vorangehenden Anspriiche, ferner
aufweisend Mittel zum Erfassen einer Kodierung einer

mikrofluidischen Vorrichtung.

Verfahren zur Aufbereitung einer Mehrzahl von Proben fir

eine Analyse, aufweisend die Schritte:

a) Bevorraten einer Anordnung mit einer Mehrzahl wvon
mikrofluidischen Vorrichtungen, wobei die Anordnung
mindestens ein Magazin zur Bevorratung mit
mikrofluidischen Vorrichtungen aufweist und wobei
die mikrofluidischen Vorrichtungen jeweils Mittel
zum Binden von wenigstens einem biologischen Mole-
kil enthalten;

b) Einbringen einer ersten Probe, enthaltend mindes-
tens ein zu untersuchendes biologisches Molekiil, in
eine der mikrofluidischen Vorrichtungen;

c) Binden des zu untersuchenden bioclogischen Molekiils
durch die Mittel zum Binden von wenigstens einem
biologischen Molekiil; und

d) Wiederholen der Schritte b)- ¢) mit den weiteren
Proben, bis alle aufzubereitenden Proben aufberei-

tet sind;
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13.

14.

15.

le.

17.

18.
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wobei die mikrofluidische Vorrichtung mit der einge-
brachten Probe in der Anordnung entlang mindestens einer

vorgegebenen Bewegungsrichtung bewegt wird.

Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Mittel zum Binden
des wenigstens einen biologischen Molekiils relativ zu

der mikrofluidischen Vorrichtung bewegbar sind.

Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei das Einbringen
der Proben, enthaltend zu untersuchende biologische Mo-

leklile, in die jeweiligen mikrofluidischen Vorrichtungen
vor dem Bevorraten der Anordnung mit mikrofluidischen

Vorrichtungen erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, wobei die Mittel zum
Binden des wenigsten einen biologischen Molekiils ein
Substrat aufweisen, das mit dem Molekiil zu einem Sub-

strat-Molektl-Komplex verbindbar ist.

Verfahren nach Anspruch 14, wobei nach dem Binden des
Molekiils an das Substrat der Substrat-Molekil-Komplex

von der restlichen Probe getrennt wird.

Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Trennung des Sub-
strat-Molektil-Komplexes von der restlichen Probe durch
Bewegen des Substrat-Molekiil-Komplexes relativ zu der

restlichen Probe erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 16, wobei die
Mittel zum Binden des wenigsten einen biologischen Mole-

kiills wenigstens ein magnetisches Element umfassen.

Verfahren nach Anspruch 17, wobei ein Magnetfeld zum BRe-
wegen der Mittel zum Binden des wenigstens einen bioclo-
gischen Molekiils relativ zu der mikrofluidischen Vor-

richtung verwendet wird.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

26

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 18, aufweisend
den zusatzlichen Schritt des Amplifizierens des biologi-

schen Molekiils mit einer Amplifikationsreaktion.

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 19, aufweisend
den zusatzlichen Schritt des Detektierens des biologi-

schen Molekils.

Verfahren nach Anspruch 20, wobei das biologische Molekiil

magnetisch detektiert wird.

Verfahren nach Anspruch 20, wobei das biologische Molekiil

optisch detektiert wird.

Verfahren nach Anspruch 20, wobei das biologische Molekiil

elektrochemisch detektiert wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 23, wobei das
Mittel zum Binden des wenigstens einen Molekiils entlang
einer Reaktionsstrecke in der mikrofluidischen Vorrich-
tung bewegt wird, welche in mindestens eine Prozesskam-

mer fihrt.

Verfahren nach Anspruch 24, wobei das Mittel zum Binden
des wenigstens einen Molekiils entlang einer Reaktions-
strecke in der mikrofluidischen Vorrichtung durch mehre-

re Prozesskammern bewegt wird.

Verfahren nach Anspruch 24 oder 25, wobei die Reaktions-
strecke im Wesentlichen entlang der mindestens einen
vorgegebenen Bewegungsrichtung in der Anordnung ausge-

richtet ist.

Verfahren nach einem der Anspriche 24 bis 26, wobei in
der mikrofluidischen Vorrichtung mehrere Proben gleich-

zeitig in einer entsprechenden Anzahl von Reaktionsstre-
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cken aufbereitet werden, die in der mikrofluidischen

Vorrichtung im wesentlichen parallel angeordnet sind.

Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 27, wobei die
mikrofluidischen Vorrichtungen aus dem Magazin nachge-
fihrt werden, die Anordnung entlang der mindestens einen
vorgegebenen Bewegungsrichtung durchlaufen und dann von
der Anordnung ausgeworfen oder in einen Behdlter zum
Sammeln verbrauchter mikrofluidischen Vorrichtungen

transportiert werden.



WO 2008/068181 PCT/EP2007/062977

1/6

—
<
—_ = Cﬁg
\
f~— T
—
G’«—T
N
o
2
o
(
N
N >
o
2
N
o | (
1] S
o
\ A
— Lo
N
o
N
—~ o0
T A
o (
N~ " —

FIG 1



WO 2008/068181 PCT/EP2007/062977

2/6
FIG 2 1
?
s g N O |8\|’ 39
il pan I e H a0~
10
g LT sy
A L L L¥
12
R B sy
= B e B e %
14
g L [P
di i e e~
10
FIG 3 "
)
13\/5\1 Ny |18\i -
pz il e N e B ,
10 s
g L 1]
pz il e N e N
12
g L]
p= il e B e B
14
PR E g
=il e e .~
10




WO 2008/068181

100

PCT/EP2007/062977

3/6

111
{

|_l"
i
|_l"
i
Lr
'

I
. [O
= O
0 =
L1 O
o
ﬁ

p
1105
== =]

101"

FIG 4

103—

101

101~

w0 O0O0OQO
)
17

101~
101



WO 2008/068181

PCT/EP2007/062977

4/6

100
/

111
{

101"

000:

—123

e = =]t

=]
108

RIxl ks

101

J
1
—
J
1
—
J
1
—

Ll
1
Ll
1
Ll
1

103—

FIG 5

“| n
=
=
: %05 151
_,I 10\6 u
107— OOQO%%@ @
" 104
|
119

101

101~
101
101



PCT/EP2007/062977
5/6

WO 2008/068181

(0l

LEL

LEL

101
101

001

101

10 ACp( ACp(ICp{ AL AL AC ]
AC({AC]AC|1AC{ AL (G| E

/01

—L01
~L01
Al
—L01

——E01

9 9



PCT/EP2007/062977

910}

LEE

6/6

WO 2008/068181

\wo_ w /0!
L PO0O Dlooooy
L dllaaAallla ;s
ot Sm_ mm_\g N Qmo_
12} O
el
_T v0!
A
001 (

€01 / 9l



International application No

PCT/EP2007/062977

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

A. LASSIEIB?TION OF SUBJECT MATTER

INV

L3/00 GO1N35/02

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC = . *

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

BOIL GOIN

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the tields searched

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, PAJ, WPI Data

'C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indication,- where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
X WO 2005/114223‘A (CALIPER LIFE SCIENCES _ ; . 1-28
i INC [US]; GREENSTEIN MICHAEL [US]; KENNEDY :
COLIN) 1 December 2005.(2005-12-01)
claim 1; figures 2,3B,4A-C
A WO 90/10874 A (SCHULZ PETER [DED) 1-28
20 September 1990 (1990- 09 20) o '
the whole document
A FR 2 820 058 A (COMMISSARIAT ENERGIE : 1-28 .
-ATOMIQUE.[FR]) 2 August 2002 (2002 -08-02)
the whole document
A EP 0 826 963 A (NOKIA MOBILE PHONES LTD - 1-28
[FI] NOKIA CORP [FII) ‘
-4 March 1998 (1998-03-04) -
the whole document
e
m Further documents are listed in the continuation of Box C. . IE See ‘patem family annex.

* Special categories of ciled documents :

“T* later document published after the intemational filing date
or priority date and not in conflict with the application but

*A" document defining the general state of Ihe an whlch is not i . iy :
considered lo be of particular relevance . ﬁl\b&?ﬂ}%gndersland the principte or theory underlying the

*E® earlier document but published on or afterthe |nternatlonal *X* document of particular relevance; the claimed invention
filing date : cannot be considered novel or cannot be considered to,

‘L* document which may throw doubts on priority claim(s) or involve an inventive step when the document is taken alone
which is cited 1o eslablish the publication date of another *y* document of particular relevance; the claimed invention
citation or other special reason (as specified) cannot be considered to involve an inventive step when the

*O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or . document is combined with one or more other such docu-
other means - . ments, such combination being obvious to a person skilled

*P* document published prior to the infernational filing date but in the art. )
later (han the priority date claimed : *&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the internalional search ) Date of mailing of the intemational search report

31 Marz 2008 ‘ : 14/04/2008

Name and mailing address of the ISA/ i Authorized officer

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk :
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, ; ;

- Fax: (+31-70) 340-3016 _ Skowronski, Maik

Form PCT/ISA/210 (second shast) (April 2005)

of 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

' PCT/EP2007/062977
C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category* | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant pas§ges ’ - | Relevant to 6Iaim No.
A DE 102 33 212 Al (SIEMENS AG [DE]) h 1?28
12 February 2004 (2004-02-12) v ‘
the whole document ,
A US 20037017085 A1 (KERCSO JOSEPH A (US] ET , . 1-28

AL KERCSO JOSEPH E [US] ET AL)
23 January 2003 (2003-01-23)
the whole QOcument

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

of 2 of 2



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent tamlly members

‘International application No

23-01-2003

PCT/EP2007/062977
Patent document Publication Patent family Publication
cited in search report date member(s) Qate

WO 2005114223 - A 01-12-2005 AU = 2005246404 Al 01-12-2005
’ ‘ CA . 2567537 Al - 01-12-2005

CN - 101006344 A 25-07-2007

EP 1756586 A2 28-02-2007

W0 9010874 A 20-09-1990 DE 3908123 Al 20-09-1990
o EP 0434773 Al 03-07-1991"

FR 2820058 A 02-08-2002 AT 276519 T 15-10-2004
S DE 60201257 D1 21-10-2004

DE 60201257 T2 29-09-2005

EP- 1356303 ‘Al 29-10-2003

WO 102061438 Al 08-08-2002

JP 2004526138 T 26-08-2004.

7 US 2004053418 Al 18-03-2004

EP 0826963 A 04-03-1998 DE 69716543 D1- 28-11-2002
o . .~ DE 69716543 T2 12-06-2003

F1 963410 A 03-03-1998

- Us 5880829 A 09-03-1999

- DE 10233212 Al 12-02-2004 CA 2493209 Al 26-02-2004
' W0 2004017074 Al 26-02-2004

EP "~ . 1523682 Al 20-04-2005

JP 2005534039 T 10-11-2005

- US 2005260592 Al 24-11-2005

US 2003017085 Al 'NONE |

Fom PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

'PCT/EP2007/062977

DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

GO1N35/02

A. KLASSIFIZIERUN
INV. BO1L3/00

Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPC) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPC

B. RECHERCHIERTE GEBIETE .

BO1L GOIN

Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystern und Klassifikationssymbole )

Recherchierte, aber nicht zum Mindestpriifstoff gehérende Verdffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete falien

EPO-Internal, PAJ, WPI Data

Wihrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil. verwendete Suchbegriffe)

t

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie®

Bezeichnung der Verodffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile

Betr. Anspruch Nr.

20. September 1990 (1990-09-20)
das ganze Dokument : :

ATOMIQUE [FR]) 2. August 2002
das ganze Dokument : ,

[FIJ] NOKIA CORP [FII)
4. Marz 1998 (1998-03-04).
das ganze Dokument -

WO 2005/114223 A (CALIPER LIFE SCIENCES
INC [US]; GREENSTEIN MICHAEL [US]; KENNEDY
COLIN) 1. Dezember 2005 (2005-12-01) '

WO 90/10874 A  (SCHULZ PETER [DE])

FR 2 820 058 A (COMMISSARIAT ENERGIE
(2002-08-02)

EP 0826 963 A (NOKIA MOBILE PHONES LTD

1-28

1-28

1-28

1-28

m Weitere Veréffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehm_en Siehe Anhang Patentfamilie

* Besondere Kategorien von angegebenen Veroftentlichungen

*A* Verdffentlichung, die den aligemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist

alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist

Verdifentlichung, die geeignet ist, einen Prioritdtsanspruch zweifelhaft er-
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer
anderen im Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden
soll oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefiihrt) .

VeroHentlichung, die sich auf eine mindliche Offenbarung,
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaB3nahmen bezieht

Verdfentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem.beanspruchten Priorititsdatum veréffentiicht worden ist

T

0

o
pr

*T* Spatere Verdffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum
oder dem Prioritatsdatum veréffentlicht worden ist und mit der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Versténdnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist : . )

*X* Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden .

*Y* Veréffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Edindung
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Verdffentlichung. mit einer oder mehreren anderen
Verdffentlichungen dieser Kaleg‘orie in Verbindung gebracht wird und
diese Verbindung fiir einen Fachmann naheliegend ist

*&* Veréffentlichung, die Milglied dersetben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

31. Marz 2008

\ ’

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts

14/04/2008

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL — 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax: (+31-70) 340-3016

Bevollmachtigter Bediensteter -

Skowronski, Maik

Formmblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (April 2005)

Seite 1 von 2




INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

Internationales Aktenzeichen

AL KERCSO JOSEPH E [US] ET AL)
. 23. Januar 2003 (2003-01-23)
das ganze Dokument

PCT/EP2007/062977
C. (Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN j
Kat.egorie’ Bezeichnung der Verbffentlichung, soweil erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile Beir. Anspruch Nr. '
A DE 102 33 212 Al (SIEMENS AG [DE]) 1-28
12. Februar 2004 (2004-02-12) :
das ganze Dokument v
A US 2003/017085 Al (KERCSO JOSEPH A [US] ET 1-28

. Fommblatt PCT/ISA/210 (Fortselzung von Biatt 2) (Aprit 2005)

Seite 2 von 2




INTERNATIONALEE RECHERCHENBERICHT

Angaben zu Verofientlichungen, die zur selben Patentfamilie gehdren

-intemationales Aktenzeichen

PCT/EP2007/062977

Im Recherchenbericht °
angefiihrtes Patentdokument

Datum der
Verdffentlichung

Mitglied(er) der
Patentfamilie

Datum der
Veréffentlichung

23-01-2003

WO 2005114223 A 01-12-2005 AU 2005246404 Al. - 01-12-2005
o CA . 2567537 Al 01-12-2005
CN 101006344 A 25-07-2007
EP 1756586 A2 28-02-2007
W0 9010874 A 20-09-1990 DE 3908123 Al 20-09-1990
: : ' - EP 0434773 Al 03-07-1991
FR 2820058 ‘A 02-08-2002 AT 276519 T 15-10-2004
- DE 60201257 D1 21-10-2004
DE 60201257 T2 29-09-2005
EP 1356303 Al 29-10-2003
WO 02061438 Al 08-08-2002
JP 2004526138 T 26-08-2004
US 2004053418 Al 18-03-2004
EP 0826963 A 04-03-1998 DE 69716543 D1 28-11-2002
‘ DE 69716543 T2 12-06-2003
FI © 963410 A 03-03-1998
us 5880829 A - 09-03-1999
DE 10233212 Al 12-02-2004 ~ CA . . 2493209 Al 26-02-2004
WO 2004017074 Al - 26-02-2004
EP 1523682 Al - 20-04-2005
JP 2005534039 T 10-11-2005
US -~ 2005260592 Al 24-11-2005 -
US 2003017085 Al KEINE

Formblatt PCT/ISA/210 (Anhang Patenttamitie) (April 2005)




	Page 1 - front-page
	Page 2 - front-page
	Page 3 - description
	Page 4 - description
	Page 5 - description
	Page 6 - description
	Page 7 - description
	Page 8 - description
	Page 9 - description
	Page 10 - description
	Page 11 - description
	Page 12 - description
	Page 13 - description
	Page 14 - description
	Page 15 - description
	Page 16 - description
	Page 17 - description
	Page 18 - description
	Page 19 - description
	Page 20 - description
	Page 21 - description
	Page 22 - description
	Page 23 - description
	Page 24 - description
	Page 25 - claims
	Page 26 - claims
	Page 27 - claims
	Page 28 - claims
	Page 29 - claims
	Page 30 - drawings
	Page 31 - drawings
	Page 32 - drawings
	Page 33 - drawings
	Page 34 - drawings
	Page 35 - drawings
	Page 36 - wo-search-report
	Page 37 - wo-search-report
	Page 38 - wo-search-report
	Page 39 - wo-search-report
	Page 40 - wo-search-report
	Page 41 - wo-search-report

