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(57) Abstract

The invention relates to a
device for use in receptor-ligand
and affinity tests.  To this
end a hollow plunger and a
hollow cylinder made of a
material which is at least partly

VERWENDUNG BEI DER DURCHFUHRUNG VON REZEP-
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transparent to light are used.
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On its end face the hollow
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plunger has a porous separation
layer which on the inside of the
hollow plunger is covered by a
gas— and liquid-tight disk. This
sealing disk (4) is configured
such that it is able to effect a
translational movement inside
the hollow plunger so that when
the hollow plunger and sealing
disk are moved in relation to
each other a prepared sample
can move from the hollow
cylinder into a space between
the porous separation layer and
the sealing disk. The sample
can then be subjected to a fluorescence or enzyme immunoassay.
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(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Verwendung bei der Durchfithrung von Rezeptor-Ligand- und Affinititstests. Hierzu wird
ein Hohikolben und ein Hohlzylinder aus zumindest teilweise fiir Licht transparentem Material verwendet. Der Hohlkolben weist an seiner
Stimfiache eine pordse Trennschicht auf, die im Inneren des Hohlkolbens mit einer Gas- und Fliissigkeitsdichtplatte abgedeckt ist. Diese
Dichtplatte (4) ist so ausgebildet, dass sie im Inneren des Hohlkolbens translatorisch bewegbar ist und bei entsprechender Relativbewegung
von Hohlkolben und Dichtplatte eine vorbereitete Probe aus dem Hohlzylinder in einen Raum zwischen pordser Trennschicht und Dichtplatte
gelangt. Im Nachgang hierzu kann dann beispielsweise ein Fluoreszenzimmun— oder Enzymimmuntest der Probe durchgefiihrt werden.
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Vorrichtung und Verfahren zur Verwendung bei der

Durchfiihrung von Rezeptor-Ligand- und Affinitdtstests

Die Erfindung betrifft Verfahren und eine Vorrich-
tung, die bei der Durchfihrung von Rezeptor-Ligand-
und AffinitAtstests, z.B. Fluoreszenz- oder Enzymim-
muntests verwendet werden kann, wobei sich mdégliche
Applikationen in der medizinischen Diagnostik, der

Umwelt- und Lebensmittelanalytik ergeben konnen.

Insbesondere in der Umwelt- und Lebensmittelanalytik
kdnnen solche Tests bisher lediglich fir sogenannte
Screeningmethoden eingesetzt werden, bei denen jedoch
keine konkrete Aussage bezliglich einer einzigen Probe
getroffen werden kann und lediglich der Analyseauf-
wand vorab entsprechend eingeschrankt werden kann.
Die mit solchen Tests erhaltenen Aussagen sind bisher
offiziell noch nicht anerkannt und kénnen demzufolge

auch nicht als klare Beweisaussage verwendet werden.

Bei den bekannten Methoden flUr solche quantitativen
bzw. semiquantitativen Tests werden sogenannte Fest-
phasenimmunoassays durchgefihrt. Bei einem solchen
Test, ndmlich dem sogenannten Dioxin-Assay der Firma
CAPE werden analytspezifische Antikdérper an der Wand
eines Testrdhrchens immobilisiert. Bei dem sogenann-
ten BTEX rapid assay der Firma Coring Systems erfolgt
die Immobilisierung der Antikdrper an magnetische
Partikel. In beiden Féllen sind jedoch aufwendige
Wasch- und Pipettierschritte erforderlich, die zum
einen stark fehlerbehaftet sind und in der Regel auch
nicht unmittelbar am eigentlichen Untersuchungsort,
sondern in Labors mit relativ hohem Aufwand durchge-

fihrt werden miissen.

Dieser Aspekt ist aber gerade in der Umweltanalytik
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von Bedeutung, da die in gesammelten Proben zu analy-
sierenden Stoffe sehr einfach, in kurzer Zeit, mit
geringem Arbeits- und instrumentellen Aufwand und ge-

ringem Fehler untersucht werden sollen.

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, eine Mdglichkeit
vorzuschlagen, mit der verschiedene Proben in sehr
einfacher Form und mit geringem Zeitaufwand vorberei-

tet und analysiert werden kobnnen.

Erfindungsgemdfd wird diese Aufgabe mit den Merkmalen
des Anspruchs 1 geldst. Vorteilhafte Ausgestaltungs-
formen und Weiterbildungen der Erfindung, ergeben
sich mit den in den untergeordneten Ansprlichen ent-

haltenen Merkmalen.

Die erfindungsgemédfie Vorrichtung, die zur Verwendung
bei der Durchfihrung von Fluoreszenz- oder Enzymim-
muntests eingesetzt werden kann, besteht dabei im
wesentlichen aus drei Einzelteilen. Dabei ist in ei-
nem Hohlzylinder ein Hohlkolben aufgenommen und ge-
fithrt, wobei im Hohlzylinder eine Offnung fur den
Eintritt einer Probe vorhanden ist, so daf® die erfin-
dungsgemédfle Vorrichtung im wesentlichen, wie eine
herkémmliche Spritze ausgebildet ist. Im Inneren des
Hohlkolbens ist eine flr die verschiedensten Fluide
dichte Dichtplatte auf der Stirnfldche, die in das
Innere des Hohlzylinders zeigt, angeordnet, wobei die
Dichtplatte innerhalb des Hohlkolbens translatorisch
bewegbar angeordnet und gefiuhrt ist. Die bereits er-
wahnte Stirnflache des Hohlkolbens ist pords als
Trennschicht ausgebildet, wobei hierflir eine herkd&émm-
liche Fritte, wie sie aus der Sdulenchromatographie
bekannt ist, aber auch eine Membran, verwendet werden

kann.
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In einem Raum, der innerhalb des Hohlzylinders, zwi-
schen Hohlzylinderinnenwandung und Hohlkolben ausge-
bildet ist, k&dnnen Partikel vorhanden sein. Die Par-
tikel sind hierfiir so ausgewdhlt, daf’ ihre Korngrdfse
verhindert, daR sie die por®dse Trennschicht durch-

dringen kdnnen.

Die pordse Trennschicht, die als Stirnflache fur ei-
nen Hohlkolben verwendet wird bzw. eine andere pordse
Trennschicht, die an der Eintrittséffnung fir die
Probe in den Hohlzylinder angeordnet sein kann, kann
vorteilhaft so ausgewdhlt werden, daR sie z.B. zel-
lulare Bestandteile einer Vollblutprobe zuriickhalten
kann und ein so erhaltenes Blutplasma, ohne zusétzli-
che Vorbereitungsschritte als Probe verwendet werden

kann.

Bei der Probennahme und Probenvorbereitung ist es
auch wichtig, daR die im Hohlzylinder ausgebildete
Offnung tempordr verschlossen werden kann, wobei
hierfiir ein entsprechend ausgebildeter Stopfen, der
bei Bedarf auf die Offnung geschoben werden kann und
diese dann verschliefft, einsetzbar ist. Eine andere
Alternative hierzu besteht in der Verwendung eines
Ruckschlagventiles, das in bzw. an der Offnung ange-

ordnet ist.

Die Probennahme in Vorbereitung des eigentlich durch-
zuflilhrenden Tests kann in der Weise erfolgen, daf
eine Relativbewegung zwischen Hohlzylinder und Hohl-
kolben, bei gedffneter Offnung des Hohlzylinders
durchgefihrt wird und die Probe durch die Offnung in
den Raum, in dem die Partikel enthalten sein kobnnen,
aufgenommen wird. Die entsprechende Relativbewegung

von Hohlkolben und Hohlzylinder kann durch Fixierung
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eines der beiden Teile und entsprechende Bewegung des
jewells anderen oder durch Bewegung beider Teile er-
reicht werden. Dabei ist es besonders glnstig, wenn
entsprechende Endanschldge am Hohlkolben und/oder
Hohlzylinder oder an einer die Relativbewegung erzeu-
genden Manipulationseinheit, wie einem entsprechenden
Automaten vorhanden sind, so daf® in jedem Falle ein
definiertes Probenvolumen in die erfindungsgemafle

Vorrichtung aufgenommen wird.

Flir die Durchflhrung von Fluoreszenzimmuntests sind
in dem Raum, in dem die Partikel angeordnet sind,
z.B. Antigene oder Antikdérper vorhanden, wobei
entweder die jeweiligen Antigene bzw. Antikdrper mit

einem geeigneten Fluorophor oder Enzym markiert sind.

Vor dem Einsaugen der Probe in die erfindungsgemédfe
Vorrichtung kénnen entweder Antigen oder Antikdrper
an der Innenwandung des Hohlzylinders reversibel und
der jeweils andere Partner an der Oberfldche der Par-
tikel immobilisiert sein. Wird nun die Probe in die
erfindungsgeméfie Vorrichtung eingesaugt, werden Anti-
gene bzw. Antikdérper durch die Probe von der Innen-

wandung geldést und binden aneinander an.

Die Bindung der unmarkierten oder markierten Biokom-
ponenten kann aber auch an der pordsen Trennschicht,
die an der Stirnfldche des Hohlkolbens angeordnet
ist, erfolgen, wobei auch eine Kombination Bindung an
der Innenwandung des Hohlzylinders, der pordsen
Trennschicht und auf den Partikeln mdglich sein kann.
Es k&énnen auch jeweils unterschiedliche Partner an
der Innenwandung, den Partikeln bzw. der Trennschicht
gebunden sein, um mindestens an zwel verschiedenen

Analyten einer Probe einen Test durchzufihren.

PCT/DE00/01046
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Im Anschluf hieran wird bei geschlossener Offnung des
Hohlzylinders eine entgegengesetzte Relativbewegung
von Hohlkolben und Hohlzylinder durchgefiihrt, wobei
gleichzeitig ein bestimmter Teil des Probenvolumens
durch die pordse Trennschicht in das Innere des Hohl-
kolbens gelangt. Dabei wird das nunmehr sich im Inne-
ren des Hohlkolbens befindliche Probenvolumen von der
Dichtplatte abgedeckt und zwischen pordéser Trenn-
schicht und Dichtplatte ein ein bestimmtes Probenvo-

lumen enthaltender Raum gebildet.

Im Nachgang hierzu kann die erfindungsgemdfe Vorrich-
tung mit der entsprechend vorbereiteten Probe analyt-
spezifisch quantitativ ausgewertet werden. Hierflr
wird Licht mit mindestens einer fluoreszenzanregenden
Wellenl&nge, entsprechend dem/den verwendeten Fluoro-
phor (en) auf die im Raum zwischen poréser Trenn-
schicht und Dichtplatte innerhalb des Hohlkolbens
vorbereitete Probe gerichtet und mit einem entspre-
chenden optischen Detektor die Intensitdt des Fluo-
reszenzlichtes gemessen, wobei auf hierfir bekannte
MeRverfahren zurlckgegriffen werden kann. Als Licht-
quellen kommen z.B. monochromatisches Licht sendende
Laser zum Einsatz. Es kann aber auch Mischlicht unter
Verwendung entsprechender Filter eingesetzt werden.
Solche Filter kénnen auch vor dem optischen Detektor
angeordnet werden, um den Streulichteinfluf3 zumindest

Zu verringern.

Glinstig kann es auflerdem sein, die optische Auswer-
tung innerhalb eines, ansonsten geschlossenen Gehéau-
ses durchzufthren, um Fremdlichteinfliisse auszu-

schlieRen.

Der Hohlzylinder und der Hohlkolben kénnen dabei in
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Ganze aus einem fir das verwendete Licht transparen-
ten Material bestehen. Alternativ kénnen hierfdr aber
auch lediglich entsprechende Fenster fir die Bestrah-
lung der vorbereiteten Probe und die Detektion des

Fluoreszenzlichtes ausgebildet sein.

Mit der Erfindung kénnen die verschiedensten bekann-
ten Assayformate, wie kompetitive,- Titrations-, Ver-
drangungs- und Sandwich-Assays fir die verschieden-
sten Rezeptor-Ligand-Systeme, wie z.B. Antikdrper-
Antigen, Lectin-Kohlenhydrat, DNA oder RNA komplemen-
tire Nukleinsdure, DNA- oder RNA-Protein, Hormon-Re-
zeptor, Enzym-Enzymcofaktoren, Protein G oder Protein
A-Immunoglobin oder Avidin-Biotin durchgefiihrt wer-
den. Dabei kann die jeweilige Analytkonzentration
direkt proportional und bei Sandwich-Immunoassays
umgekehrt proportional bestimmt werden. Mit der Er-
findung besteht auch die Méglichkeit der Durchfihrung

kompetitiver Assays flr hochmolekulare Analyte.

Werden fir die Markierung Fluorophore, die im nahen
Infrarotbereich angeregt werden kdénnen, verwendet,
kénnen Kérperfllissigkeiten unmittelbar, d.h. ohne
zusdtzliche Vorbereitungsschritte und Vorbehandlungs-

mafRnahmen untersucht werden.

Wird die erfindungsgemédffe Vorrichtung fir die Durch-
filhrung von Enzymimmunotests verwendet, treten an die
Stelle der Fluorophore Enzyme als Markierungsstoffe.
In diesem Falle kann es glnstig sein, wenn das ent-
sprechende enzymspezifische Substrat und gegebenen-
falls geeignete Puffersubstanzen flir eine Konditio-
nierung der Probe vorab an der Unterseite der im

Hohlkolben aufgenommenen Dichtplatte deponiert sind.

PCT/DE00/01046
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Wird nun die entsprechende Probe, wie bereits bei der
Durchfiihrung von Fluoreszenzimmuntests beschrieben,
in die erfindungsgemdfie Probe aufgesaugt und dann
nachfolgend teilweise durch die pordse Trennschicht
in den Raum zwischen pordser Trennschicht und Dicht-
platte innerhalb des Hohlkolbens eingefihrt, kann
eine colorimetrische Auswertung zeitaufgeldst durch-
gefihrt werden. Hierfir besteht zum einen die M&g-
lichkeit, die Intensitdt einer fur den entsprechend
hervorgerufenen Farbumschlag typischen Wellenlédnge

zeitaufgeldst zu messen.

Mit der erfindungsgemdflen Vorrichtung kdénnen auch
verschiedene Rezeptor-Ligand- oder Affinitdtstests,
als Fluoreszenzimmuntests bzw. Enzymimmuntests so
durchgefihrt werden, daf wieder durch eine Relativbe-
wegung von Hohlzylinder und Hohlkolben ein definier-
tes Probenvolumen durch die Offnung in den sich ent-
sprechend der Relativbewegung vergrédfdernden Raum in-
nerhalb des Hohlzylinders gesaugt wird. Dabei kann
mindestens ein in der Probe enthaltener Analyt abhan-
gig von seiner Konzentration den mit einem fluoro-
phor- bzw. enzymmarkierten Partner eines Rezeptor-
Ligand-Systems verdrangen. Der bzw. die fluorophor-
bzw. enzymmarkierte Partner kann/kdénnen an den Parti-
keln und/oder der pordsen Trennschicht gebunden sein,
wobei hierflir neben kovalenten Bindungen, z.B. auch
adsorptive oder Affinitdtsbindungen in Frage kommen

kdénnen.

Die so vorbereitete Probe wird dann wieder nach Ver-
schlieRen der Offnung des Hohlzylinders und durch
entgegengesetzte Relativbewegung von Hohlzylinder und
Hohlkolben durch die pordse Trennschicht in den sich

entsprechend vergréfernden Raum zwischen pordser
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Trennschicht und der Dichtplatte innerhalb des Hohl-
kolbens geflihrt und die entsprechende Auswertung mit-
tels Fluoreszenz bzw. colorimetrischer Messung kann

dann durchgefihrt werden.

Die erfindungsgeméffe Vorrichtung kann weiterhin so
ausgeflihrt werden, daR ein Hohlzylinder verwendet
wird, der zwei Kammern aufweist, in denen jeweils ein
entsprechend ausgebildeter Hohlkolben, die bevorzugt
unabhdngig voneinander relativ zu den Kammern des
Hohlzylinders bewegt werden kénnen, eingefihrt sind.
Dadurch kann in jeder Kammer eines solchen Hohlzylin-
ders mindestens ein gesonderter Analyt bestimmt wer-

den.

Bei einer solchen Ausflhrungsform, wie auch bei der
mit einfach ausgebildetem Hohlzylinder und Hohlkolben
kdénnen auch Markierungen mit mehreren Fluorophoren
bzw. Enzymen vorgenommen werden, daf eine Multiana-
lytbestimmung méglich ist. Bei Verwendung mehrerer
verschiedener Fluorophore sollten solche verwendet
werden, deren Immisions- bzw. Anregungswellenldngen

sich gegeneinander nicht beeinflussen.

Nachfolgend soll die Erfindung beispielhaft beschrie-

ben werden.

Dabei zeigen:

Figur 1 den schematischen Aufbau eines Beispiels
einer erfindungsgemafien Vorrichtung, vor
der eigentlichen Probennahme und Probenauf-

bereitung;

Figur 2 einen Teil der in Figur 1 gezeigten Vor-

PCT/DE00/01046
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Figur 3c

Figur 3d

Figur 4a
und 4b

PCT/DE00/01046
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richtung in vergroflerter Darstellung;

eine schematische Darstellung der Aufnahme
einer Probe in die Vorrichtung geméf Figu-

ren 1 und 2;

die Uberfiihrung eines Teiles des Probenvo-
lumens in einen im Inneren des Hohlkolbens

ausgebildeten Raum;

eine schematische Darstellung der eigentli-
chen Messung bei einem Fluoreszenzimmun-

tests und

ein mit einem stabfdérmigen Element ergénz-
tes Beispiel einer erfindungsgemafen Vor-

richtung.

In der Figur 1 ist ein mdgliches Beispiel einer er-

findungsgemédfen Vorrichtung schematisch dargestellt.

Dabei ist deutlich erkennbar, wie ein Hohlkolben 2 in

das Innere eines Hohlzylinders 3 geflthrt ist, wobei

das Spiel zwischen Hohlkolbenaufenwandung und Hohl-

zylinderinnenwandung relativ klein gehalten ist, um

zum einen Kippfehler weitestgehend auszuschliefRen und

zum anderen ein gewisses MaR an Abdichtung zu errei-

chen.

Im Hohlzylinder 3 ist an seiner &duferen Stirnfléache

eine Offnung 8 ausgebildet, durch die, wie nachfol-

gend noch zu beschreiben sein wird, die Probe in das

Innere der Vorrichtung gelangen kann.
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Der Hohlkolben 2 ist dabei hier so ausgefihrt, dafd
seine in das Innere des Hohlzylinders 3 weisende

Stirnfléche, als portse Trennschicht 5 ausgebildet
ist. Die por®se Trennschicht 5 kann aus Kunststoff,
Kunststoffmischungen, Glas, Keramik oder Metall be-

stehen.

Oberhalb der pordsen Trennschicht 5 ist im Inneren
des Hohlkolbens 2 eine Dichtplatte 4, vor der Proben-
aufnahme und der Durchfiihrung der Messung unmittelbar
auf der pordsen Trennschicht 5 aufliegend, angeord-
net. Die Dichtplatte 4 besteht aus einem fir Flissig-
keiten und Gase dichtem Material. Sie ist dabei so
dimensioniert und ausgebildet, daf sie im Inneren des
Hohlkolbens 2 entlang seiner Langsachse transla-

torisch bewegt werden kann.

Am Hohlkolben 2 ist mindestens eine Druckausgleichs-
&ffnung 1 vorhanden, die einen Gasein- oder Austritt

in bzw. aus dem Hohlkolben 2 ermdéglicht.

Im Hohlzylinder 3 sind bei diesem Beispiel in dem
Raum zwischen der Stirnflache des Hohlkolbens 2 Par-
tikel 6 vorhanden, deren Korngrdfe so gewdhlt ist,
daR sie die por®se Trennschicht 5 nicht durchdringen
kédnnen. Es kénnen z.B. Polymere, bevorzugt querver-

netzte als Partikelmaterialien verwendet werden.

In nicht dargestellter Form, kann die Offnung 8 fur
einen sicheren Einschluff der Partikel 6 im Hohlzylin-
der 3 mittels einer weiteren pordsen Trennschicht als
Fritte, ein Filter oder einer Membran verschlossen
gsein, durch die die jeweilige Probe jedoch ohne wei-

teres in den Hohlzylinder 3 gelangen kann.
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In Figur 2 ist deutlich erkennbar, daf3 an der auferen
Mantelfldche des Hohlkolbens 2, im Bereich der poré6-
sen Trennschicht 5 umlaufende Dichtelemente 10 vor-
handen sind, die verhindern, daf? Probenfllissigkeit in
den Spalt zwischen Hohlkolben 2 und Hohlzylinder 3
gelangen und mit denen der ndétige Unterdruck zum Auf-

saugen der Probe erzeugt werden kann.

AuRerdem ist deutlicher dargestellt, daf auch die
Dichtplatte 4 mit einer umlaufenden Dichtung 9 ver-
sehen ist, die verhindert, daf® Probenflissigkeit in
den Raum, oberhalb des Dichtelementes 4 des Hohlkol-
bens 2 gelangen kann.

Um ein Verkanten der Dichtplatte 4, bei einer trans-
latorischen Bewegung entlang der Langsachse des Hohl-
kolbens 2 zu verhindern, kann die Dicke der Dicht-
platte 4 unter Berlcksichtigung des freien Quer-
schnittes im Inneren des Hohlkolbens 2 entsprechend

gewahlt werden.

Um den gleichen Effekt zu erreichen, kénnen aber
auch, hier nicht dargestellte Flihrungselemente an der
Oberseite der Dichtplatte 4 ausgebildet sein, die
sich bevorzugt in radialsymmetrischer Anordnung an
der Innenwandung des Hohlkolbens 2 zur Fihrung der
Dichtplatte 4 bei einer entsprechenden translatori-

schen Bewegung anliegen.

In der Figur 2 ist auflerdem deutlicher dargestellt,
daf® an den verschiedenen Partikeln 6 analytspezifi-
sche Antikd&érper gebunden sind. In nicht dargestellter
Form sind die entsprechenden Antigene 7, reversibel
an der Innenwandung des Hohlzylinders 3 gebunden, wie

dies in Figur 3a angedeutet ist. In dieser Form steht

PCT/DE00/01046
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die erfindungsgemdRe Vorrichtung flir die Aufnahme und
Vorbereitung einer entsprechenden Probe zur Verfid-
gung. Dabei ist entweder der Antikdérper oder das An-
tigen 7 mit einem entsprechend geeigneten Fluorophor,
fiir die Durchfiihrung von Fluoreszenzimmuntests oder
mit einem entsprechenden Enzym flr die Durchfihrung

von Enzymimmuntests markiert.

Wie dies in Figur 3a erkennbar ist, wird Offnung 8
der erfindungsgemdfen Vorrichtung in ein eine ent-
sprechende Probe enthaltendes Behdltnis eingetaucht
und es kann durch Bewegung des Hohlkolbens 2, wie mit
dem Pfeil bezeichnet, in vertikaler Richtung das Vo-
lumen des Raumes 14 im Inneren des Hohlzylinders 3
vergrdfRert und die Probe in diesen Raum aufgenommen
werden, da die Dichtplatte 4 ein flissigkeits- und
gasdichten Abschlufl bildet.

Im Nachgang hierzu, werden, wie dies in Figur 3b an-
gedeutet ist, die Bindungen der Antigene 7 an der

Innenwandung des Hohlzylinders 3 geldst und die hier
fluorophormarkierten Antigene 7 kénnen sich frei in-

nerhalb der fllissigen Probe bewegen.

Wie bereits im allgemeinen Teil der Beschreibung er-
wahnt, kann durch Einhaltung eines bestimmten vorge-
gebenen Weges, den, bei dem hier gezeigten Beispiel,
der Hohlkolben 2 zuriicklegt, ein exakt definiertes

Probenvolumen aus dem Behdltnis in die erfindungsge-

maRe Vorrichtung, also in den Raum 14 gesaugt werden.

Im AnschluR hieran kann die Offnung 8 des Hohlzylin-
ders 3 mit einem Stopfen 13 verschlossen werden und
nach Ablauf einer analytspezifisch vorgebbaren Zeit

kann durch alleinige Bewegung des Hohlkolbens 2 oder
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durch entsprechende Relativbewegung von Hohlkolben 2
und Hohlzylinder 3 die Ausgangsposition wieder herge-
stellt werden, wobei ein Teil des Probenvolumens
durch die pordse Trennschicht 5 in das Innere des
Hohlkolbens 2, also in einen Raum 11 zwischen pordser
Trennschicht 5 und Dichtplatte 4 gelangt und dort

eingeschlossen gehalten wird.

In dieser Form kann die eigentliche Auswertung des
Fluoreszenzimmuntests, wie dies in Figur 3d schema-

tisch dargestellt ist, durchgefihrt werden.

Hierzu wird die Probe innerhalb des Raumes 11 mit
einer geeigneten Lichtquelle von einer Seite be-
strahlt und Fluoreszenz angeregt. Die Intensitat des
Fluoreszenzlichtes kann mit einem diametral zur
Lichtquelle angeordneten optischen Detektor 12 gemes-
sen und aus den entsprechenden Mefisignalen auf die

jeweilige Analytquantitdt geschlossen werden.

Da die Probe innerhalb der erfindungsgemdfien Vorrich-
tung durch den Stopfen 13 und mittels der Dichtplatte
4 sowie Hohlkolben 2 und Hohlzylinder 3 allseitig

eingeschlossen ist, kann die gesamte Vorrichtung ein-
schlieRlich der Probe im Nachgang zur durchgefiihrten

Messung ohne weiteres, gefahrlos entsorgt werden.

Bei der Durchfiihrung von Fluoreszenzimmuntests kann
zusdtzlich eine interne Standardisierung durchgefihrt
werden. Hierzu wird eine erste Messung einer Fluores-
zenzintensitdt durchgefihrt, wenn die Probe Uber die
Offnung 8 in den Raum 14, innerhalb des Hohlzylinders
3 aufgesaugt worden ist, wie dies in Figur 3b darge-
stellt ist. Hierzu wird Licht, mit mindestens einer

Wellenldnge, mit der Fluoreszenz des bzw. der verwen-
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deten Fluorophore angeregt werden kann, gerichtet und
die Fluoreszenzintensitdt mit einem geeigneten opti-

schen Detektor erfalit.

Die so gemessene Fluoreszenzintensit&t kann dann im
Nachgang mit der bzw. den Fluoreszenzintensitdten
verglichen und/oder ins Verhdltnis zueinander gesetzt
werden, die, wie dies in Figur 3d dargestellt und
beschrieben worden ist, erfaf’t worden sind. Dadurch
kann auf einfache Weise die MefRgenauigkeit erhdht und
der erforderliche Mefaufwand nur unwesentlich vergré6-

Rert werden.

In den Figuren 4a und 4b ist ein mit einem stabférmi-
gen Element 15 modifiziertes Beispiel einer erfin-
dungsgeméfen Vorrichtung gezeigt. Dabei ist das
parallel zur Léngsachse des Hohlzylinders 2 ausge-
richtete stabférmige Element 15 mit der Dichtplatte 4
verbunden, so daf® die Dichtplatte 4 mit Hilfe des
stabférmigen Elementes 15 zwangsweise translatorisch
bewegt werden kann. Hierflir sollte das stabfdrmige
Element 15 aus den Hohlkolben 2 herausgefiihrt sein,

um die Handhabbarkeit zu gewadhrleisten.

In der Figur 4a ist die Ausgangsposition samtlicher
Elemente vor der eigentlichen Probenaufnahme darge-
stellt. Die Probe gelangt dann, wie bereits mehrfach
beschrieben, bei gedffneter éffnung 8 durch entspre-
chende Relativbewegung von Hohlzylinder 3 und Hohl-
kolben 2 in den Raum 14, in dem sich Partikel mit
daran gebundenem Partner eines Rezeptor-Ligand-
Systems und reversibel an die Wandung des Hohlzylin-
ders 3 gebundene enzymmarkierte andere Partner des
Rezeptor-Ligand-Systems befinden. Der in der Probe
befindliche Analyt bindet nun an die beiden erwdhnten



10

15

20

25

30

35

WO 00/62061

15

Partner und bildet einen sogenannten "Sandwich". Nach
einer entsprechenden Inkubationszeit wird die Probe
mitsamt den liberschiissigen ungebundenen Komponenten
durch entgegengesetzte Relativbewegung von Hohlzylin-
der 3 und Hohlkolben 2 mittels Druck auf das stabfdr-
mige Element 15 durch die Offnung 8 aus dem Raum 14
gedriickt, wobei die Dichtplatte 4 stets in Kontakt
mit der pordsen Trennschicht 5 bleibt und somit keine
Fliissigkeit durch letztere hindurchtreten kann. Durch
entsprechendé Relativbewegung von Hohlzylinder 3 und
Hohlkolben 2 wird nun Substratldsung durch Offnung 8
in Raum 14 aufgenommen. Das an einen der Partner des
Rezeptor-Ligand-Systems gebundene Enzym setzt das
farblose Substrat (z.B. Tetramethylbenzidin/H,O0, im
Falle von Peroxidase oder p-Aminophenylphosphat im
Falle von Alkalischer Phosphatase) zum geférbten Pro-
dukt um. Nach einer entsprechenden Inkubationszeit
wird durch entgegengesetzte Relativbewegung von Hohl-
zylinder 3 und Hohlkolben 2 bei geschlossener Of fnung
8 die Substratldsung durch die pordse Trennschicht 5
in den Raum 11, der sich durch Zurlckweichen von
Dichtplatte 4 bildet, gedriickt (stabfdérmiges Element
15 ist in diesem Fall frei beweglich). Hierdurch wird
die Enzymreaktion gestoppt, da Enzym und Substrat nun
rdumlich voneinander getrennt vorliegen, und die Ab-
sorption der im Raum 11 befindlichen Substratldsung
kann in einem Photometer gemessen werden (Endpunkt-

bestimmung) . Ein solches Vorgehen ist insbesondere

fiir Chemilumineszenz-Assays oder Enzymimmunoassays geeignet.

Zwischen den oben beschriebenen Schritten kann je-

weils ein Spililschritt eingeschaltet werden.

Es kann aber auch so verfahren werden, dass der en-

zymmarkierte Antikdrper (Partner eines Rezeptor-Li-

PCT/DE00/01046
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gand-Systems) nicht bereits reversibel an der Wand
des Hohlzylinders gebunden vorliegt, sondern geson-
dert nach der Inkubation der Probe mit dem an die
Partikel gebundenen Partner und Herausdricken der
Probe, in die Vorrichtung aufgenommen wird. Das Re-
zeptor-Ligand-System hat nach erfolgter Inkubation
einen Sandwich-Aufbau Antikdérper-Analyt-Antikdrper
mit zus&tzlichem Enzym und kann an Partikel gebunden

sein.

Es kénnen aber auch an sich bekannte kompetitive
Assay-Formate mit zus&tzlichem Enzym in dieser Form

bzw. auch Titrationsassays durchgefihrt werden.
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Patentanspriche

Vorrichtung zur Verwendung bei der Durchfihrung
von Rezeptor-Ligand- und Affinité&tstests,

bei der ein Hohlkolben (2) aus zumindest teil-
weise fir Licht transparenten Material in einem
mit einer tempordr verschlieflbaren Of fnung (8)
versehenen Hohlzylinder (3), der ebenfalls zu-
mindest teilweise aus einem fir Licht transpa-
renten Material besteht, aufgenommen und gefihrt

ist;

die in das Innere des Hohlzylinders (3) weisende
stirnflache des Hohlkolbens (2) aus einer poro-
sen Trennschicht (5) besteht; und

im Hohlkolben (2) parallel zur porodsen Trenn-
schicht (5) eine gas- und flissigkeitsdichte,
innerhalb des Hohlkolbens (2) translatorisch

bewegbare Dichtplatte (4) angeordnet ist.

Vorrichtung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, daf innerhalb des
Hohlzylinders (3) in einem Raum (14) zwischen
Hohlzylinder (3) und Hohlkolben (2) Partikel (6)
vorhanden sind, deren Korngrdfe so gewahlt ist,
daR sie die pordse Trennschicht (5) nicht durch-

dringen kénnen.

Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeilichnet,
daR die Offnung (8) des Hohlzylinders (3) mit-
tels eines VerschluRes (13) oder eines Rlck-

schlagventiles verschlieflbar ist.
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Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, daf die Dichtplatte (4)

eine auRen umlaufende Dichtung (9) aufweist.

Vorrichtung nach einem dexr Anspriche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, daf die Dichtplatte (4)
in Bezug zur lichten Weite innerhalb des Hohl-
kolbens (2) eine Dicke aufweist, die ein Verkan-
ten bei einer translatorischen Bewegung inner-
halb des Hohlkolbens (2) verhindert.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 5,
dadurch gekennzeichnet, daR an der Dichtplatte
(4), ein Verkanten der Dichtplatte (4) bei einer
translatorischen Bewegung innerhalb des Hohlkol-
bens (2) verhindernde, Flhrungselemente angeord-

net sind.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, daf der Hohlkolben (2)
an seiner &ufleren Mantelfldche im Bereich seiner
in das Innere des Hohlzylinders (3) weisenden
Stirnseite umlaufende Dichtungselemente (10)

aufweist.

Vorrichtung nach einem der Ansprliche 1 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, daff am Hohlkolben (2)
mindestens eine Druckausgleichséffnung (1) vor-

handen ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 8,
dadurch gekennzeichnet, dafl die Partikel (6) aus

Polymeren bestehen.
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Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, daf® an den Partikeln (6)
ein Partner eines Rezeptor-Ligand-Systems gebun-

den ist.

Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, dafl die pordse Fritte
(5) aus Kunststoff, Kunststofflegierungen, Glas,
Keramik oder Metall besteht.

Vorrichtung nach einem der Anspriliche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, daf® am Hohlzylinder (3)
und/oder am Hohlkolben (2) Wegbegrenzungsan-

schldge vorhanden sind.

Vorrichtung nach einem der Ansprlche 1 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, daR die Offnung (8) mit-
tels einer weiteren Fritte, einer Membran oder

eines Filters verschlossen ist.

Vorrichtung nach einem der Ansprlche 1 bis 13,
dadurch gekennzeichnet, dafd die Dichtplatte (4)
mit einem parallel zur Langsachse des Hohlkol-
bens (2) ausgerichteten stabfdérmigem Element

(15) verbunden ist.

Verfahren zur Durchfihrung von Rezeptor-Ligand-
oder Affinitdtstests,

daduzrch gekennzeichnet,
daf® durch Bewegung eines Hohlzylinders (3) und
eines Hohlkolbens (2) relativ zueinander ein de-
finiertes Probenvolumen durch eine Offnung (8)
im Hohlzylinder (3) in einen sich entsprechend
der Relativbewegung vergrofernden Raum (14) ge-

saugt,
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mindestens ein fluorophor-markierter Partner
eines Rezeptor-Ligand-Systems, der an der Innen-
wandung des Hohlzylinders (3) und/oder der pord-
sen Trennschicht (5) reversibel immobilisiert

ist, in der Probe geldst wird;

der jeweilige Partner abhdngig von der Konzen-
tration des Analyten in der Probe und gemdf dem
gewdhlten Testformat teilweise mit dem anderen
Partner des Rezeptor-Ligand-Systems, der an Par-
tikel (6) und/oder eine por®tse Trennschicht (5)

gebunden ist, reagiert,

bei verschlossener Offnung (8) des Hohlzylinders
(3) durch entgegengesetzte Relativbewegung von
Hohlzylinder (3) und Hohlkolben (2) ein Teil der
so vorbereiteten Probe aus dem Raum (14) durch
die pordse Trennschicht (5) in einen sich ent-
sprechend dem jeweiligen Probenvolumen vergrd-
Rernden Raum (11) innerhalb des Hohlkolbens (2)
zwischen pordser Trennschicht (5) und eine
Dichtplatte (4) gelangt;

und die Probe im Raum (11) von auflen mit Licht

einer fluoreszenzanregenden Wellenldnge des ver-
wendeten Fluorophors bestrahlt und die Fluores-
zenzintensitdt mit einem Detektor (12) gemessen

wird.

Verfahren zur Durchfihrung von Rezeptor-Ligand-
oder Affinitéatstests,

dadurch gekennzeichnet, daf durch Relativbewe-
gung eines Hohlzylinders (3) und eines Hohlkol-
bens (2) ein definiertes Probenvolumen durch

eine Offnung (8) im Hohlzylinder (3) in einen
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sich entsprechend der Relativbewegung vergrd-

RBernden Raum (14) gesaugt,

mindestens ein in der Probe enthaltener Analyt
abhdngig von seiner Konzentration den fluoro-
phormarkierten Partner eines Rezeptor-Ligand-
Systems, der aufgrund seiner Affinitdt an den
anderen Partner dieses Systems, der an Partikel
(6) und/oder eine pordse Trennschicht (5) gebun-

den ist, verdrangt;

und bei verschlossener Offnung (8) des Hohlzy-
linders (3) durch entgegengesetzte Relativbewe-
gung von Hohlzylinder (3) und Hohlkolben (2) ein
Teil der so vorbereiteten Probe aus dem Raum
(14) durch die pordse Trennschicht (5) in einen
sich entsprechend dem jeweiligen Probenvolumen
vergrdfiernden Raum (11) innerhalb des
Hohlkolbens (2) zwischen pordser Trennschicht

(5) und eine Dichtplatte (4) gelangt;

und die Probe im Raum (11) von aufen mit Licht
einer fluoreszenzanregenden Wellenlange des ver-
wendeten Fluorophors bestrahlt und die Fluores-
zenzintensitdt mit einem Detektor (12) gemessen

wird.

Verfahren nach Anspruch 15 oder 16,

dadurch gekennzeichnet, daff die im Raum (14)
aufgenommene Probe von auflen mit Licht einer
fluoreszenzanregenden Wellenldnge des verwende-
ten Fluorophors bestrahlt, die Fluoreszenzinten-
sitdt gemessen und die so gemessene Fluoreszenz-
intensitdt mit der im Nachgang gemessenen Fluo-

reszenzintensitdt der beeinflufditen Probe, die im
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Raum (11) gemessen worden ist, verglichen und/-

oder ins Verh&dltnis gesetzt wird.

Verfahren zur Durchfihrung von Rezeptor-Ligand-
oder Affinitatsimmuntests,

dadurch gekennzeichnet, daff durch Relativbewe-
gung eines Hohlzylinders (3) und eines Hohlkol-
bens (2) ein definiertes Probenvolumen durch
eine Offnung (8) im Hohlzylinder (3) in einen
sich entsprechend der Relativbewegung vergré-

Rernden Raum (14) gesaugt,

mindestens ein enzymmarkierter Partner eines
Rezeptor-Ligand-Systems, der an der Innenwandung
des Hohlzylinders (3) und/oder einer pordsen
Trennschicht (5) reversibel immobilisiert ist,

in der Probe geldst wird;

dieser Partner abhingig von der Konzentration
des Analyten in der Probe und gemdf dem gewdhl-
ten Testformat teilweise mit dem jeweils anderen
Partner des Rezeptor-Ligand-Systems, der an Par-
tikel (6) und/oder eine por®se Trennschicht (5)

gebunden ist, reagiert,

bei verschlossener Offnung (8) des Hohlzylinders
(3) durch entgegengesetzte Relativbewegung von
Hohlzylinder (3) und Hohlkolben (2) ein Teil der
so vorbereiteten Probe aus dem Raum (14) durch
die pordse Trennschicht (5) in einen sich ent-
sprechend dem jeweiligen Probenvolumen vergro-
Rernden Raum (11) innerhalb des Hohlkolbens (2)
zwischen por®dser Trennschicht (5) und eine
Dichtplatte (4) gelangt
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und danach die Probe innerhalb des Raumes (11)
einer zeitaufgeldsten colorimetrischen Messung

unterzogen wird.

Verfahren zur Durchfihrung von Rezeptor-Ligand-
oder Affinitatstests,

dadurch gekennzeichnet, daf® durch Relativbewe-
gung eines Hohlzylinders (3) und eines Hohlkol-
bens (2) ein definiertes Probenvolumen durch
eine Offnung (8) im Hohlzylinder (3) in einen
sich entsprechend der Relativbewegung vergr&-

Rernden Raum (14) gesaugt,

mindestens ein in der Probe enthaltener Analyt
abhidngig von seiner Konzentration den enzymmar-
kierten Partner eines Rezeptor-Ligand-Systems,
der aufgrund seiner Affinitdt an den anderen, an
Partikel (6) und/oder eine pordse Trennschicht
(5) gebundenen Partner dieses Systems gebunden

ist, verdrangt,

bei verschlossener Offnung (8) des Hohlzylinders
(3) durch entgegengesetzte Relativbewegung von
Hohlzylinder (3) und Hohlkolben (2) ein Teil der
so vorbereiteten Probe aus dem Raum (14) durch
die pordse Trennschicht (5) in einen sich ent-
sprechend dem jeweiligen Probenvolumen vergré-
Rernden Raum (11) innerhalb des Hohlkolbens (2)
zwischen pordser Trennschicht (5) und eine

Dichtplatte (4) gelangt

und danach die Probe innerhalb des Raumes (11)
einer zeitaufgeldsten colorimetrischen Messung

unterzogen wird.
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Verfahren nach Anspruch 19,

dadurch gekennzeichnet, dass durch Bewegung ei-
nes stabférmigen Elementes (15), bei mittels
Dichtplatte (4) einseitig verschlossener pordser
Trennschicht (5) die Probe durch die Offnung (8)

aus dem Raum (14) verdrangt;

anschlieRend durch Relativebewegung von Hohlzy-
linder (3) und Hohlkolben (2) eine Substratld-
sung durch die Offnung (8) in den Raum (14) auf-
genommen und nach einer Umsetzung eines an ein
Rezeptor-Ligand-Systems gebundenen Enzyms durch
entgegengesetzte Relativbewegung von Hohlzylin-
der (3) und Hohlkolben (2) bei geschlossener
Offnung (8) Substratldésung durch die pordse
Trennschicht (5) in den Raum (11) gedrickt und
eine Verfdrbung der Substratldsung colorime-

trisch gemessen wird.
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Date of the actual completion of the international search Date of mailing of the international search report
29 August 2000 038 0900
Name and mailing address of the ISA Authorized officer
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Citation of document, with indication,where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A

DE 197 47 572 C (INST CHEMO UND
BIOSENSORIK MUE) 8 April 1999 (1999-04-08)
colum 9, line 14 - line 19; figure 4
column 7, line 63 -column 8, line 64;
figures 1,5

EP 0 561 003 A (MINA LTD)

22 September 1993 (1993-09-22)

the whole document

WO 98 18518 A (COHESION CORP)

7 May 1998 (1998-05-07)

page 5, line 26 -page 6, line 28; figures
1-3
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Box I  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Pages 20,21 & 23 of the application are missing. The text of Claims Nos. 15 and 18 is
incomplete and the full text of Claims Nos. 16,17 & 19 is also missing. Claim No. 20 could
not be searched because it is dependent on Claim No. 19 which is missing.

2. EI ClaimsNos.: 15-20
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. D ClaimsNos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as foliows:

1. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all
searchableclaims.

2. D As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report
covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. D No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest.

D No protest accompanied the payment of additional search fees.
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Internationales Aktenzeichen
PCT/DE 00/01046

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES

IPK 7 GO1N33/53 BO1L3/00

GO1N21/03
Nach der Intemnationalen Patentklassifikation IPK) oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK

B. RECHERCHIERTE GEBIETE

IPK 7 GOIN BOIL

Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole)

Recherchierte, aber nicht zum Mindestprifstoff gehSrende Versffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen

EPO-Internal

Wiihrend der internationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe)

C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie*

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

Betr. Anspruch Nr.

8.April 1993 (08.04.93)
spalte 3, reihe 16 -

8.Dezember 1998 (08.12.98)
spalte 3, reihe 33

reihe 45

- reihe 55

-f---

Y DE 41 32 480 A (KABE LABORTECHNIK GMBH) 1

Y US 5 846 754 A (NASH PETER ET AL) 1

E Weitere Verffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu entnehmen

@ Siehe Anhang Patentfamilie

*  Besondere Kategorien von angegebenen Vertiffentlichungen:

"A" Vertffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, aber nicht als
besonders bedeutsam ist

"E* Hlteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen
Anmeldedatum vertffentlicht worden ist

"L" Verbfentlichung, die goeignet ist, cinen Priorititsanspruch zweifelhaft erscheinen
2 lassen, durch die das Vextéfe einer anderen im
Recherchenbericht genannten Verdffentlichung belegt werden sall oder die aus
cinem besonderen Grund angegeben i m (wie ausgeflhrt)

"0" Vertffentlichung, die sich auf eine mﬂndhche Offenbarung, cine Benutzung, cinc
Ausstellung oder andere MaBnahmen bezi

"P" Verdfientlichung, die vor dem mxeuuucmlm Anmeldedatum, aber nach dem be-
anspruchten Priorititsdatum verbffentlicht worden ist

"T" Spiitere Vexdffentlichung, die nach dem i ional lded
Prioritiitsdatum verSffentlicht worden i ist | und mit der Anmeldung nicht kolhdmt,
sondem nur zum Versuindnis des der E: g Zugr 2 Prinzips oder
der ihr deli d Thune

ist

"X" Verdffentlichung von besond mcj‘:; hie Edfindung kann
allein |ufgrund dlelc Vabﬁaldwhung t Ill neu oder auf erfinderischer
Tiitigkeit beruhend betrachtet

"Y" Veriffentlichung von besonderer Bedwumg. die bel.nlpmdne Eﬁndm&hnn
nicht als auf edfinderischer Thtigkeit b
Veriffentlichung mit einer oder mehreren Veﬂsﬂ'endxchungm dieser Kategorie in
Ve:bmdung gebracht wird und diese Verbmdung ftr einen Fachmann naheliegend

I

"&" Vubﬂ'mthchung dic Mitglicd derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

29 August 2000 (29.08.00)

Absendedatum des internationalen Recherchenberichts
08 September 2000 (08.09.00)

Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehérde

‘Europdisches Patentamt

Telefaxnr.

Bevollmichtigter Bediensteter

Telefonnr.
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Internationales Aktenzeichen
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C  (Fortsetzung). ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie* | Bezeichnung der Vertffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile| Betr. Anspruch Nr.

08 .April 1999 (08.04.99)
spalte 9, reihe 14 - reihe 19; figur 4

figuren 1, 5

A EP 0 561 003 A (MINA LTD)

22 .September 1993 (22.09.93)

die ganzes dokument

A WO 98 18518 A (COHESION CORP)

07.Mai 1998 (07.05.98)

seite 5, reihe 26 - seite 6, reihe 28;

spalte 7, reihe 63 - spalte 8, reihe 64;

A EP 0 378 353 A (CANCER DIAGNOSTICS INC) 1
18.Juli 1990 (18.07.90)
spalte 4, reihe 56 - spalte 5, reihe 5; figur 4
spalte 7, reihe 27 - spalte 8, reihe 11;
figuren 11-14
spalte 8, reihe 14 - reihe 35; figuren 15, 16
A DE 197 47 572 C (INST CHEMO UND BIOSENSORIK MUE) 1

figuren 1-3
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Feld | Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1

GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grinden fir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstelit:

1. D Anspriche Nr.
weil sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpfiichtet ist, namlich

2. [X] anspriche Nr. 15-20
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,

daf eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihrt werden kann, namlich

Es fehlen die Seiten 20,21 und 23 der Anmeldung. Der Text von Anspriichen 15
und 18 ist unvollsténdig, und es fehlt der ganze Text von Anspriichen 16,17
und 19. Anspruch 20 konnte nicht recherchiert werden, weil er vom fehlenden

Anspruch 19 abhdngt.

3. D Anspriiche Nr.
weil es sich dabei um abhangige Anspriiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefat sind.

Feld Il Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blait 1)

Die internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, daf3 diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthélt:

1. Da der Anmelder alle erforderlichen zusétzlichen Recherchengebihren rechizeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriche.

Da fir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
zusétzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behdrde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert.

3. Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatziichen Recherchengebtihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriche, fir die Gebiihren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.

4. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher—
chenbericht beschrénkt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er—

faBt:

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs I:I Die zusétzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

D Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998)
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Angaben zu Vertffentlichungen, die zur selben Patentfamilié gehdren

Internationales Aktenzeichen

PCT/DE 00/01046

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefithrtes Patentdokument Verdffentlichung Patentfamilie Veroffentlichung
DE 4132480 A 08-04-1993  KEINE
US 5846745 A 08-12-1998 us 5552288 A 03-09-1996 -
us 5156948 A 20-10-1992
EP 0378353 A 18-07-1990 us 4961432 A 09-10-1990
AT 158706 T 15-10-1997
AU 630653 B 05-11-1992
AU 4789590 A 19-07-1990
CA 1335787 A 06-06-1995
DE 69031507 D 06-11-1997
DE 69031507 T 19-03-1998
EP 0737443 A 16-10-1996
JP 3012262 B 21-02-2000
JP 3197864 A 29-08-1991
us 5471994 A 05-12-1995
UsS 5024237 A 18-06-1991
us 5024238 A 18-06-1991
Us 5016644 A 21-05-1991
us 4960130 A 02-10-1990
Us 5038793 A 13-08-1991
us 5077012 A 31-12-1991
us 5358690 A 25-10-1994
Us 5998214 A 07-12-1999
us 5301685 A 12-04-1994
DE 19747572 C 08-04-1999 WO 9922222 A 06-05-1999
EP 1027593 A 16-08-2000
EP 0561003 A 22-09-1993 NONE
WO 9818518 A 07-05-1998 US 5968018 A 19-10-1999
AU 5156398 A 22-05-1998
EP 0956086 A 17-11-1999
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