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(67) Verfahren und Vorrichtung zur flugrometrischen Bestimmung def Menge in Partikeln eingebetteten Stoffs auf
der Grundlage der hydrodynamischen Partikelzufiihrung in ein von einem Laserstrahl beleuchtetes Volumen,
anwendbar in der Medizin und der technischen Mikrobiologie, mit dem Ziel der Erhdhung des Aufldsungsvermabgens
der Messung. Mit der Erfindung wird die Aufgabe geldst, den Einflul3 der Partikelgrenzflache auf die fluorometrische
Messung zu unterdriicken. ErfindungsgemaR wird die Aufgabe durch ein Verfahren zur streulichtgestiitzten
Brechzahlanpassung der Suspensionsflissigkeit sowie eine geeignete geomtrische Anordnung der
_erfindungsgemé@Ren Vorrichtung gelést. '
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Titel der Erfindung

Verfahren und Vorrichtung zur fluorometrischen Bestimmung
der Menge in Partikeln eingebetteten Stoffs

Anwendungsgebiet der Erfindurg

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichfuhg
zur fluorometrischen Bestimmung der llenge in Partikeln
eingebetteten Stoffs. Dabei kann es sich um markierte
Zellinhaltsstoffe von Gewebezellen aber auch von ein-
zelligen Mikroorganismen handeln., Als Anwendungsgebiete

"gind Histochemie und Zytochemie von Zellen aus der Medi-

zin und der technischen Mikrobiologie zu nennen.
Sie ist in die IPK G 01 N einzuordnen,

Charakteristik der bekannten technischen LOsungen

Die bekannten technischen Lssungen zur fluorometrischen
Bestimmung der Menge in Partikeln eingebetteten Stoffs
auf der Basis von schnellen Einzelpartikelmessungen sind
dadurch-gekennzeichnet, daf die Partikel in nicht ange-
paBter Fliissigkeit suspendiert und in dieser Suspension
vereinzelt, gefuhrt und positioniert werden, Mit Hilfe
der Hiillstromtechnik nach CROSLAND-TAYLOR (A Dev1ce for
Counting Small Particles Suspended in a Fluid Through

a Tube, Nature 171 (1953), 37) konneén einige Tausend
Partikel pro Sekunde einzeln vermessen werden (HORAN, .

WHEELESS, Science 198 (1977), 149). Der fluorometrischen
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Begtimmung der Menge eines bestimmten Stoffes liegt die
Giiltigkeit des Lambert~Beerschen Gesetzes zugrunde. Wie
KERKER, M. und Mitarbeiter gezeigt haben (siehe z. B.
Topics in Current Physics Bd. {6, Aerosol Microphysics I,
Ed, Marlow, Springer Verlag 1980); kann fir kleine Par-
tikel in nicht angepafter Fliissigkeit die Gﬁltigkeit~des

: Lambert-Beerschen'Gesetzes nicht mehr vorauégesetzt

werden; da die Grenzbedingungen, die das elekirische Feld
an der Partikeloberfléche erfilllen muB, den Zusammenhang

zwischen der Menge des fluoreszierenden Stoffs und der

emittierten Intensitdt modifizieren, Dieser EinfluB kann
minimiert werden, wenn die Polarisationsebene des anre-

 genden Lichts senkrecht zur Ebene der Fluoreszenzdetek-
‘tion gewdhlt wird, Auf dieser Basis arbeiten kommerziell
verfﬁgbare'Vorrichtungen zur Partikelanalyse (Druckschrift

Becton-Dickinson FACS Systems, 1979; Druckschrift Ortho-

‘Diggnostiq Systemé, Cytofluorograf Systems 30/50;
‘Coulter, EPICS IV). Grunds#tzlich wird jedoch dabei der

Nachteil der Verfdlschung der Fluoreszenzintensitét durch
die Grenzfldche des Partikels, durch Form und Strukiur
nicht ausgeschlossen, wie auch sorgféltige Messungen be-

weisen (KERKER, M. et. al., Cytometry 3 (1982), 71).

Ziel der Erfindung

Die Erfindung verfolgt das Ziel, das. Auflosungsvermdgen
bei der fluorometrischen Bestimmung der Menge in Parti-
keln eingebetteten Stoffs zu verbessern.

_ Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren
und eine Vorrichtung anzugeben zur fluoremetrischen Be=-
stimmung der lMenge in Partikeln eingebetteten Stoffs der-

art, daB der storende EinfluB der Partikelgrenzfliiche



10

15

20

25

- 30

susgeschlossen wird. Erfihdungsgeméﬁ wird die Aufgabe dd-
durch geldst, daf in einem ersten Verfahrenaschrittlder
mittlere Brechungsindex der Pertikel bestimmt wad in
einem zweiten Verfshrensschritt in brechzahlangepalBter

Suspensionsfliisgigkeit die fluoremetrische Bestimmng

durchgefiihrt wird., Basierend auf der hydrodynamischen
Partikelznfﬁﬁrung in ein von einem Laserstrahl beleuch=
tetes Volumern is?t die‘erfindﬁngSgeméBe Vorrichtung, be=
stehend aus einem Laser, einér Fokussierungsoptik, einer
Hiillstromkemmer sowie einer Fluoreszenze und einer
Streulichtsammeleinrichtung, gekennzeichnet durch eine
Anordnung der Streulichtaamme1einrichtung.S unter einem
Winkel zur Ausbreitungsrichtung z des Lagerstrahls,

bel dem das Verh#ltnis des Anteils der Lichtbrechung an

- der Lichtstreuung zu dem Anteil der Beugung wesentlich

erhoht ist gegeniiber dex Vorwdrtsstreuung sowie einen
nachgeschalteten Streulichtdetektor SD, Ferner gekenn=
zeichnet durch die Anordnﬁng einer Flucreszenzsammele
einrichtung F derart, daf die durch die Reflektion an
der zylinderférmigen Grenzflidche des Probenstroms P

"entstehende sttrende Lichtstreuung nicht zum Fluores-

zenzdetektor FD gelangt. Dies wird erreicht, indem der
Strahl des Probenstroms P in der Ebene y-z um einen

Winkel i gegen die Senkrechte zum Laserstirahl geneigt wird,

der groBer ist als der Offnungswinkelocder Fluoreszenzsam-

‘meleinrichtung ¥,
~ Der erste Verfahrensschrltt wird durchgefithrt, indem
" die zu messenden Partikel in Fliissigkeiten suspendierten

Partikel wird mit der erfindungsgemiBen Vorrichtung ge-

-messen und die Suspensionsflﬁséigkeit mit der geringsten

Streulichtintensitét der Partlkel bestimmt (Brechzahl—

'~anpassung).

1 1UE21884#217535
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Der zweite Verfahrensschritt wird durchgefithrt, indem die

Fluoreszenz der Partikel mit der erfindungsgeméﬁen Vor=-
richtung in der Suspensiovsflﬁssigkeﬁﬁ gemesgen wird, in
der die nledrlgste StreullchthtenHLLat erhalten wurde.

~In den nachfolgenden Belsplelen wird die Erfindung néher

erlédutert,

" Beispiel 1

. Nach dem»effindungsgeméﬁen Verfahrenlwurde mit der er=-
- findungsgemidBen Vorrichtung eine Bestimmung des DNA=~

Gehaltes von Hefezellen Saccharomyces cerevisiae nach
Fluorochromlerung der Zellen mit Olivomycin durchgefiihrt,
Im eraten Verfahrenaschrltt wurde mit der Streulicht- -
sammeleinrichtung S, bestehend aus einem Mikroskopobjek-
tiv der numerischen Apertur O, 20 und dem Streulichtde~
tektor SD, bestehend aus einem Sekundarelektronenverv1el-
facher durch Messung der Streulichtintensitédt unter 25
Grad zur Ausbreltungsrlchtung des Laserstrahls ein mitt-
lerer Brechung31ndex der Hefezellen von n = 1,38 be=-
gtimmt, Im zweitenvVerfahrenssohritt wurde die Flures-
zenzintensitét der Hefezellen, suspendiert in einer

20 %-igen CaCl,-Losung mit n = 1,38, mit der Fluoreszenz-
‘ sammeleinrichtung F,'bestehend aus einem Mikroskopobjek-

tiv der numerischen Apertur 0,25 und dem Fluoreszenz-
detektor FD, bestehend aus einem Sekundérelektrcnenver-

vielfacher, in einem um 30 Grad geneigten Probenstrom P
gemessen, Das Histogremm der Fluoreszenzintengitédt der

Hefezellen zeigt eine Verbesserung des Auflésungsver-
mggens, z, B, gemessen durch den Variationskoeffizienten
um den Faktor 2, ’
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Beigpiel 2

Nach dem erfindungsgemiéfen Verfshren wurde mittels der
beschriebenen erfindungsgeméfben Vorrichiung eine Bestime
mung des DNA-Gehaltes an menschlichem Sperma durchgefﬁhrt :
' Die Fluorochromierung erfolgte mit Ethidiumbromid, 41e
Zellen wurden in einer Fliigsigkeit mit dem Brechungse
index n = 1,52 suspendiert., Die Histogramme der Fluores-
zenzintensitiéten zeigen eine Reduzierung des Formfaktoré
der Spermien gegenﬁber.den in Wasser Suspendierten.‘
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g Erfindungsanspruch ;

1.

Verfehren zur. fluorometrischen Bestlmmung der Menge

© in Partikeln eingebetteten Stoffs guf der Grundlage

2.

der hydrodynamischen Parbikelzufﬁhrung in ein von
einem Laserstrahl beleuchtetes Volumen (V), dadurch
gekennzeichnet daff in einem ersten Verfahrensschritt
der Brechungsindex der Partikel mittels Streulichti-
messungen ‘bestimmt und in einem zweiten Verfahrens=-
schrltt die fluorometrische lMessung in brechzahlan-
gepaﬁter Suspenslonsflussigkeit des Probenstroms (P)
durchgeﬁﬁhr% wird.

Vorriphtﬁng zuf\Dufchfﬁhrung des Verfahrens nach ,
Punkt 1, bestehend aus einem Laser, einer Fokussier-
ungsoptik, einer Hiillstromkammer sowie einer Fluores-
zenze und‘einer\Streulichtsammeleinrichtung, gekenn<
zeichnet ‘durch die Anordnung der Hiillstromkammer derart,

.daB der Probenstrom (P) um einen Winkel (1), derigrBBer

/3e

ist als der Offnungswinkel ( ) der Fluoreszenzsammelw
einrichtung (¥), gegen die Senkrech‘te zur Ausbreitungsrichtung
(z) des Laserstirahls geneigt ist._

\Vdrrichtung nach Punkt 2, gekennzeichnet durch die
Anordnung der Streulichtsammeleinrichtung (S) derart,
daB unter einem Sireuwinkel ( ), der den Lichtbrech~ /
ungsanteil am Streulicht begiingtigt, die Streulicht-
intensitaten gemessen werden., - :

~
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