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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Durchfithrung analytischer Bestimmungen durch
Mischen und Inkubieren einer Probelésung mit wenigstens einer Reagenzidsung und optische
Messung eines Parameters im inkubierten Reaktionslésungsgemisch, wobei Mischen, Inkubieren
und Messen wahrend der Einwirkung einer Zentrifugalkraft durchgefiihrt werden. Das Verfahren
wird angewandt in der medizinischen Diagnostik, beispielsweise fir die Analyse von Blut- und
Serumbestandteilen. Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines Analysensystems, mit dem
gleichzeitig ganz verschiedene Bestimmungen in einem einzigen Arbeitstag ausgeflihrt werden
kénnen. ErfindungsgemaR bringt man die Probelésung unter der Einwirkung der Zentrifugalkraft
a) mit einem l8slichen Trockenreagenz zusammen unter wenigstens teilweiser Auflésung
desselben, und b) schleudert das Gemisch bzw. die Losung durch eine Vielzahl kleiner Hohlrdume,
wobei man Zentrifugalkraft und Stromungswiderstand der kleinen Hohlrdume so aufeinander

" abstimmt, daR eine vollstandige Auflésung und Mischung der Reaktionspartner und
gegebenenfalls Inkubation eintritt, bevor die Reaktionsldsung aus den kleinen Hohirdumen in
eine MelBkammer austritt, in der man die Messung vornimmt.
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Verfahren zur Durchfihrung analytischér Bestimmungen und

Rotoreinsatzelement hierfir

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfehren zur Durchfihrung ana-
lytischer Bestimmungen unter der Einwirkung einer Zentrifu-
galkraft nach der Zentrifugalanalysen-Methode und ein zur

'Durchfﬁhrung dieses Verfahrens bestimmtes Rotoreinsatzele-

ment,
Das erfindungsgemsBe Verfahren wird angewandt in der medi-
zinischen Diagnostik, insbesondere flr die Analyse von Blut-

und Serumbestandteilen.,

Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Mit der zunehmenden Bedeutung der klinisch-chemischen Ana-
lyse, insbesondere von Blut- und Serumbestandteilen als Ba-
sis fir die medizinische Diagnose wurden Verfahren und Vor-
richtungen entwickeltr, welche den zur Durchflhrung derarti-
ger.Analysen erforderlichen Zeit- und Arbeitsaufwand herab-
setzen, um die drastisch gestiegene Zahl derartiger Analysen
bewsltigen zu kénnen, Ein wesentlicher Schritt vorwirts war
die Entwicklung von Analysenautomaten, Bei den stets stei-
genden Anforderungen an Kapazitédt, Schnelligkeit und Variabi-
litét derartiger Analysenautomaten stiegen auch die Kosten
fir diese Apparatufen sehr stark an, so daB die modernen
GroBautomaten nur noch von besonders leistungsfihigen Klini-
ken und Instituten beschafft werden konnten, Einen wesent-
lichen Fortschritt in Richtung der Herabsetzung des Bauauf-
wandes flr soléhe Analysenautomaten brachte das erstmals von
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Norman G, Anderson in Sdience& Vol, 1665 317 - 324 (1969)
beschriebene Prinzip der Zentrifugalanalyse, Dieses Prinzip
beruht daraufi, daS das Mischen von Probe und Reagenz unter
dem EinfluB der Schwerkraft in einem Zentrifugenrotor er-
folgti, der nahe am &uBeren Rande eine Anzahl von MeRkammern
aufweist; die das Reaktionsergebnis zu messen gestatteten;,
wahrend der Rotor noch in Bewegung ist;, die Zentrifugalkraft
also noch einwirkt, Insbesondere war es auf diese Weise mdg-
lich; innerhalb kirzester Zeit eine erhebliche Anzahl von.
~gleichen Untersuchungen parallel nebeneinander her ablaufen
und ausmessen zu lassen. Im Zuge der Welterentw1cklung die-
ses Analysenprinzips wurde vor allem die Form der Rotoren
immer komplizierter gestaltetr, um den verschiedenen Arbeits-
géngens, wie Mischen von Reagenzien; Inkubation, Ablaufen-
lassen von Reaktionen und dergleichen in immer besserem MaBe
nachkommen zu kénnen. Dies fihrte schlieBlich zur Entwick-
lung von sehr kompliziert und aufwendig gestalteten Zentri-
fugélanalysen-Rotorena die nicht nur zunehmend teurer, son-
dern mit zunehmend komplizierterer Gestaltung auch gréBer
wurden, Der Vorteil des Zentrifugalanalysen-Systems hin-
sichtlich einfacherer und damit auch billigerer .Bauweise
wurde damit zum Teil wieder aufgegeben,

Ziel der Erfindung

ziel der Erfindung ist die Bereitstellung eines Analysen-
systéms; welches es gestat;et% gleichzeitig ganz verschie-
dene Bestimmungen nebeneinander durchfihren zu kdnnen, um
beispielsweise Profilanalysen in einem einzigen Arbeitsgang
zu erstellen,
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Darlequng des Wesens der Erfindung

<.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein geschlossenes;
kompaktes Analysensystem zur Verfigung zu stelleny; welches
zur Bedienung kein hochqualifiziertes technisches Personal
erfordert; rasch arbeitety, ein Analysenergebnis liefert;

das in seiner Qualitdt von der Bedienung des GerZts und dem
Geschick oder Aufmerksamkeit des Bedienungspersonals unab-
hédngig ist und es gleichzeitig gestattet; alle in Betracht
kommenden Analysen ohne Austausch des Rotors durchzufihren,

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Durchf&hfung analytischer
Bestimmungen durch Mischen und Inkubieren einer Probeldsung
mit wenigstens einer Reagenzldsung und optische Messung
eines Parameters im inkubierten Reaktionsldsungsgemischy, wo-
bei Mischen; Inkubieren und Messen wihrend der Einwirkung
einer Zentrifugalkraft durchgefiihrt werdens ist dadurch ge-
kennzeichnets daB man die Probeldsung unter der Einwirkung
der Zentrifugalkraft | "

a) mit einem léslichen Trockenreagenz zusammenbringt unter
wenigstens teilweiser Auflodsung desselben;,

b) das Gemisch bzw., die Ldsung durch eine Vielzahl kleiner
Hohlraume schleudert,

wobei man Zentrifugalkraft und Strémungswiderstand der klei-
nen Hohlriume so aufeinander abstimmt, d#B eine vollstandige
Auflésung der abgeldsten Anteile und Mischung der Reaktions-
partner und gegebenenfalls Inkubation eintritts bevor die |
Reaktionsldsung aus den kleinen Hohlraumen in eine MeRkammer
austritt; in der man die Messung vornimmt,



Das erfindungsgemiBe Verfahren gestattet es, auf die bis-
herige komplizierte Ausbildung von Zentrifugalanalysator-
Rotoren zu verzichten und durch einen ganz einfach ausge-
bildeten Rotor zu ersetzen, der zur Aufnahme von austausch-
baren Einsatzelementen eingerichtet ist, welche trotz ihres
einfachen mechanischen Aufbaus s&mtliche Manipulationen
tberflissig machen und lediglich noch Zugabe der Probeld—
sung erfordern. Die erfindungsgemdB vorgesehene Vielzahl
kleiner Hohlrdume setzt der unter dem EinfluB der Zentri-
fugalkraft nach auBen in.die Megkammer strdmenden Flissig-
keit einen solchen StrOmungswiderstand entgegen und be-
wirkt gleichzeitig eine so vollst&ndige Durchmischung von
Probeldsung und dem sich in der ProbelSsung aufldsenden
Reagenz, daB besondere rdumliche Gestaltungen von Misch-
kammérn, Verbindungskandlen und dergleichen {berfllssig
werden und allein durch die Wahl der Abmessungen der klei-
nen Hohlrdume jede in Betracht kommende Strdmungsgeschwin-
digkeit und Mischintensitdt beil gegebener Zentrifugalkraft
erzielt werden kann., Die hierflir erforderliche Vielzahl

von kleinen Hohlrdumen 1l&Bt sich auf einfachste Weise durxch
Verwendung eines netzflrmigen Elements, wie eines gefloch-
tenen Netzes, eines Papierstreifens, Vlieses oder derglei-
chen, oder eines offenzelligen Schaumstoffs oder einer
strukturierten Oberfldche erreichen. Die darin enthaltenen
Poren und Vertiefungen bilden die kleinen, miteinander in
Verbindung stehenden Hohlrdume, deren Anwendung ein wesent-

liches Merkmal der Erfindung ist,

Die Hohlraumgr&Bfe entspricht daher der Grdfe der offenen
Riume in derartigen netzfbrmigen Elementen und wird nor-
malerweise etwa 2 mm, vorzugsweise 1 mm nicht libersteigen.
Die Untergrenze wird durch die Passierbarkeit fiir die L&-
sung unter Einwirkung der Zentrifugalkraft bestimmt.

Statt eines netzfdrmigen Elements eignet sich beispielsweil-



se auch ein offenzelliger Schaumstoff oder eine struktu-
rierte Oberflidche, die mit einer zweiten glatten oder
ebenfalls strukturierten Oberfldche abgedeckt ist. Als
strukturierte Oberfléche. kommen sowohl aufgerauhte Ober-
fldchen in Betracht als auch solche, welche mit einer Viel-
zahl kleiner taschenartiger Vertiefungen versehen sind. Die
Verbindung zwischen den einzelnen sehr kleinen Hohlr&umen
wird in diesem Falle erhalten, indem die zweite gegenitber-
liegende Oberfldche nicht dicht anliegt, sondern einen ge-
ringen, fiir den Durchtritt von Fliissigkeit unter dem Ein-
flus der Schwerkraft ausreichenden Abstand aufweist., Lie-
gen dabei zwel strukturierte Oberfiéchen aneinander, so
kann die Strukturierung auf beiden Seiten unterschiedlich
-sein, so daB je nach Drehrichtung des Rotors unterschiedli—

che Effekte bewirkt werden kOnnen.

Ebenfalls kdnnen in FlieBrichtung der Flﬁssigkeit, also in
Richtung auf die MeBkammer, Elemente mit unterschiedlicher
Gr8Re der kleinen Hohlrdume und dementsprechend .unterschied-
lichem StrBmungswiderstand beil gegebkener Zentrifugalkraft
angeordnet werden. Auf diese Weise ist es m&glich, nach Be-
lieben die Strémungsgeschwindigkeit in einzelnen Absdhnit—ﬁ
ten des Stromungswegs von der Probeaufgabe zur MeRkammer

zu erhbhen oder zu verringern.

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung ist die MOglichkeit,
mehrere verschiedene TrockenreagenzZien vorzusehen, mit de-
nen man die Probeldsung unter dem EinfluB der Zentrifugal-
kraft zusammenbringt. Das erfindungsgemiBe Verfahren eig-
net sich daher auch zur Durchfiihrung mehrstufiger-analyti—
scher Bestimmungen, bei denen nacheinander verschiedene
Reaktionen ablaufen gelassen werden. Desgleichen ist.es
mbglich, verschiedene, miteinander nicht vertr&gliche Be-
standteile eines Reagenz rdumlich getrennt anzuordnen, und

zway sowohl innerhalb der kleinen Hohlr3ume als auch auBer-
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halb derselben.

Gemd8 einer ersten Ausflihrungsform des erfindungsgemiBen
Verfahrens l&8t man die Probeldsung, die mehr' oder minder
vorverdlinnt eingesetzt werden kann, durch eine mit den
sehr kleinen Hohlrdumen besetzte Strecke strdmen, bei der
die mittlere HohlraumgrSB8e und der mittlere Stromungswi-
derstand iiberall den gleichen Wert aufwéist. Diese -Ausfiih-
rungsform eignet sich besonders bei Verfahren, die einstu-
fig ablaufen. Gewlinschtenfalls kann als Bremsstrecke noch
eine Strecke mit erhShtem Strdmungswiderstand nachgeschal-
tet werden, z. B. um die Inkubationszeit bis zum Eintritt

in die Megkammer zu erhfhen. Dies ist im folgenden Absatz

ndher erldutert,

Eine weitere bevorzugte Ausflihrungsform des erfindungsge-
méBen Verfahrens ermdglicht die Anwendung von zwei Inkuba-
tionsstufen unter Verwendung von zwei verschiedenen Rea-
genzien, Hierbei 148t man die Probefllissigkeit zuerst durch
ein érstes, eine Vielzahl sehr kleiner, miteinander in Ver-
bindung stehender HohlrZume aufweisendes Element strdmen,
welches ein erstes Trockenreagenz enthd&lt., In Strﬁmuhgs-
richtung dahinter»angeofdnet findet sich ein zweites Ele-
ment mit einer Vielzahl éehr kleiner, miteinander in Ver-
bindung stehender Hohlrdume mit grSBerem Stromungswider-
stand als das erste>Element. Dieses zweite Element kann
beispielsweise ein netzfSrmiger Kbrper mit dichterer Pak-
kung der F&dden als im ersten Element oder ein Schaumstoff
mit kleinere Poren sein. Dieses zweite Element hat infol-
gedessen einen grdferen Strémungswiderstand und bremst die
Flﬁs—igkeit ab, so daB die erste Reaktion zwischen der Pro-

beldsung und dem ersten Reagenz ablaufen kann. Hinter die-

‘sem zweiten Element ist dann ein drittes Element mit einer

Vielzahl sehr kleiner, miteinander in Verbindung stehender

Hohlr&ume angeordnet, welches wiederum einen geringeren



stromungswiderstand besitzt als das zweite Element und
welches ein zweites, vom ersten verschiedenes Reagenz ent-
hilt. Die Probeldsung durchstrdmt also bei dieser Ausfiih-
rungsform der Erfindung zwel Inkubationsstufen, zwischen
denen sich eine Bremsstrecke befindet. Eine weitere Brems-

strecke kann nachgeschaltet werden.

Eine weitere bevorzugte Ausfllhrungsform der Erfindunc ent-
spricht der vorstehend aufgefiihrten Methode mit zwel Inku-
bationsstufen und einer dazwischengeschalteten Abbremsung
der Fliissigkeit, weist jedoch zwischen dem zweiten und dem
dritten Element noch ein zus#tzliches Element auf, in dem
eine Trennung durchgeflihrt werden kann. In diesem zus&tz-
lichen, vierten Element weisen die sehr kleinen Hchlrdume
entweder eine reaktive Oberfldche auf oder sind so ausge-

bildet, daB sie eine Molekularsiebwirkung entfalten,

Im Falle einer reaktiven Oberfldche weist diese entweder
als Ionenaustauscher wirkende Gruppen auf, enthdlt Grup-
pen, die eine Affinitdtschromatographie-Wirkung entfalten
oder enthdlt enzymatisch oder immunologisch aktive KOrper
kovalent oder in anderer Weise gebunden. Die Fixierung ven
Substanzen der oben genannten Art, also von enzymatisch
aktiven, immunologisch aktiven oder flir eine Affinit&ts-
chromatographié geeigneten Substanzen an Cberfldchen ven
Festkdrpern ist dem Fachmann bekannt und braucht hier nicht
niher erldutert zu werden. Wenn das VierterElement bei~
spielsweise ein netzfdrmiger Kdrp=ar ist, welcher aus Cel-
lulose oder Polyamidfasern besteht, so lassen sich fiir die
2ktivierung dér Oberflédche beispielsweise die in den DE~-
OSen 27 o8 o018 und 24 38 436 beschriebenen Verfahren an-
wenden. Gleiches gilt bei affinit&tschromatographisch
wirksamen Substanzen, die an die Faseroberfldchen fixiert
werden. Bei Oberfldchen mit Ionenaustauscherfunktion kann

das vierte Element aus einen dexr bekannten Jonenaustauscher-



materialien bestehen, beiséielsweise auf Basis von sulfo-
nierten oder amidierten Polystyrolharzen, Cellulosefasern
oder vernetzten Dektrangelen. Das vierte Element mit che-
misch reaktiver Oberfldche kann auch aus einer dichten
Packung sehr kleiner Kdrnchen mit reaktiver Oberfliche be-
stehen, die aus den dem Fachmann hierfiir bekannten Substan-
zen aufgebaut sein kdnnen, Geeignete Materialien sind Glas,
Metalle, Runststoffe, KeramikkOrnchen und &hnliche, dem
Fachmann als Tr&ger flr chromatographisch oder biologisch
aktive Substanzen bekannte Materialien.

Das Trockenreagenz ist wie erwé&hnt vorzugsweise innerhalb
der sehr kleinen, von der Probefliissigkeit zu durchstré-
menden Hohlr&ume angeordnet. Es ist jedoch auch mdglich,
das Reagenz, beispielsweise in granulierter oder tablet-
tierter Form vor den sehr kleinen Hohlrdumen oder in einer
Unterbrechung derselben anzuordnen. Indem man die Strd-—
mungsgeschwindigkeit durch geeignete Wahl von Zentrifugal-
kraft und Gr&Be der kleinen Hohlriume entsprechend gering
wdhlt, kann die Kontaktzeit zwischen dem festen Reégenz

und der Probellsung in weiten Grenzen festgelegt werden,

so daf ausreichend Zeit zur vollstdndigen Auflésung des
Reagenz in der Probeldsung zur Vérfﬁgung steht., Je nach

der Natur des verwendeten Reagenz kann es jedoch ausrei-
chen, wenn nur ein Teil desselben aufgeldst wird. In die-
sen Fdllen wird vorzugsweise das Reagenz in einem tberschus
Uber die zur Umsetzung mit der ProbelSsung erforderlichen
Menge eingesetzt. Ebenso kann das Reagenz auch schwerlds-—
liche oder unl&sliche Partikel enthalten, die sich nur vér—
z8gert oder gar nicht in der Probeldsung aufl8sen. Derarti-
ge unldsliche Partikel sollten eine Teilchengr&fe aufwei-
sen, die wesentlich unter der Gr&B8e dex kleinen Hohlréume_
und ihrer Verbindungs8ffnungen liegt, um ein einwandfreies
Passieren der kleinen Hohlrdtume zu ermdglichen. Es ist je-

doch auch mdglich, auf einem Teil der Strecke die sehr klei-



nen Hohlrdume so zu gestalten, daB sie eine Siebfunktion

auf derartige unl&sliche Partikel ausibben.

Die beschriebene Arbeitsweise unter Anordnung von Elu-
E}ons* und Mischstrecken, Brems- und Inkubationsstrecken
und reaktive Oberfliche-Strecken kann natlirlich auch durch
Wiederholung-dieéer Verfahrensabschnitte ergdnzt werden,
beispielsweise indem die drel verstehend erlduterten Ar-
beitsweisen beliebig kombiniért werden.

Die Messung des Reaktionsergebnisses kann nach den hier-
fiir {iblichen Methoden'erfolgén, beispielsweise also op-
tisch unter Bestimmung des Reaktionsendpunkts oder Auf-
nahme einer Kinetik. Ebenso kdnnen Leiéféhigkeitsmessungen
vorgenommen werden,

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Einsatzele-
ment fiir einen zentrifugalanalysenrotor, welches dadurch
gekennzeichnet ist, daB es wenigstens ein Analysenreagenz
in getrockneter Form enthdlt und eine Vielzahl sehr klei-
ner, miteinander in Verbindung stehender Hohlrdume auf-
weist, welche eine Probeaufgabekammer” und eine Mefkammer
miteinander verbinden.

Das erfindungsgemdBe Einsatzelement ermdglicht eine beson-
ders einfache Durchfilhrung des erfindungsgemdBen Verfah—
rens und 188t die durch das Verfahren ermdglichte, gegen-
{iber bisher bekannten Zentrifugalanalysenrotoren erreichte
entscheidende konstruktive Vereinfachung voll zum Tragen
kommen. Das erfindungsgemafle ﬁinsatzelement wird zusammen
mit einer Rotoreinheit fiir einen Zentrifugalanalysator an-
gewendet, welcher eine mit einem Antrieb verbundene Rotor-
basis und einen im Betrieb mit der Rotorbasis verbundenen
Rotorkopf aufweist, in welchem Kammern fiir die Aufnahme

" einer Probenfliissigkeit und radial auswdrts von den Jjeweils

-



zugeordheten Probekammern MeBkammern fiir die Messung von

flir den Nachweis von Bestandteilen der‘Probe charakteristi-
schen Parametern sowie Fluidkanidle zur Verbindung der Probe-
kammern und der MeBkammern einschlieBt, wobei die Rotorein-
heit dadurch ausgezeichnet ist, daB der Rotorkopf eine Mehr-
zahl verschiedener erfindungsgemdBer Einsatzelementé ein-
schlieﬁt,,die auswechselbar und mit der Rotorbasis an ver-
schiedene Stellen wahlweise im Betrieb positionsstabil ver=-
bindbar sind. Eine derartige Rotoreinheit ist in der gleich-
zeitig unter der internen Nr, 2411 mit dem Titel "Rotorein-
heit mit Einsatzelementen fiir einen ientrifugalanalysator"
eingereichten Anmeldﬁng der gleichen Anmelderin n&her be-

schrieben, auf die hier Bezug genommen wird.

Das erfindﬁngsgeméﬁe Einsatzelement kann allein aus einem
netzfﬁrmigen Element, welches eine Vielzahl sehr kleiner,
miteinander in Verbindung stehender Hohlridume definiert,
bestehen. Beispiele flir derartige netzfdrmige Elemente
sind ein géflochtenes Netz, Vlies, Papier, bffenzellige

- Schaumstoffe, dichtgepackte kleine Kﬁrpet und dergleichen.
Wenn das Einsatzelement alleine aus einem derartigen Ele-
ment mit den sth kleinen, miteinander in Verbindung ste--
henden Hohlriumen besteht, so ist das Analysenreagenz in
getrockneter Form in den Hohlriumen enthalten. Im einfach-
sten Fall kann also ein derartiges Einsatzelement nur aus
einem Stlck Vlies oder Papier bestehen, welches mit dem
‘Analysenreagenz imprégniert ist. Ein derartiges Einsatz-
element kann beispielsweise so angewendet werdeh, daB ein
Zentrifugalanalysenrotorkdrper, welcher eine Anzahl von
kreisfdrmig angeordneten Probeaufgabekammern und eine An-
zahl von diesen zugeordneten, radial auswirts davon ange-
ordneten MeBkammern, die miteinander durch radiale Schlit-
ze verbunden sind, vecrgesehen wird, in diese Schlitze das
erfindungsgeméBe Einsatzelement dicht passend eingesetzt

wird, die Probeldsung in die Probeaufgabekammer eingebracht

N



und nach VerschlieBen durch eine Rotordeckelplatte oder
dergleichen eine vorbestimmte Zentrifugalkraft erzeugt
wird unter deren Einfluf die Probeflﬁssigkeit durch das
Vlies oder Papier nach auBen geschleudert wird., Hierbeil
durchstrdmnt die Fliissigkeit die vielen sehr kleinen, mit-
einander in Verbindung stehenden Hohlr&ume, 1&st das Trok-
kenreagenz auf, bewirkt eine vollstédndige Durchmischung
der Reaktionspartner und eine Inkubation durch die beim
lbergang von einem der sehr kleinen Hohlrdume zum néchsten
erforderliche Umlenkung der Strdmungsrichtung und gelangt
‘schlieBlich in die MeBkammer, in der man in an sich bekann-

ter Weise die Messung durchflhrt,

In einer weiteren Ausflihrungsform des erfindungsgemdBen
Einsatzelements kann dieses jedoch aufer dem die Vielzahl
sehr kleiner, miteinander in Verbindung stehender Hohl-
riume aufweisenden Element auch eine Probeaufnahmekammer

. oder/und MeRkarmer aufweisen. Eine derartige Ausfﬁhrungs-w
form des erfindungsgemifen Einsatzelements kann beispiels-
weise aus dem die sehr kleinen Hohlrdume aufweisenden Ele-
ment in Form eines ldnglichen Kdrpers bestehen, der mit
einer Folie, die beispielsweise aus Kunststoff besteht,
nach auBen abgedichtet ist, wobei an wenigstens einer
Schmalsgite des lédnglichen ROrpers die Folie eine Schlau-
fe bildet, die eine MeBkammer oder/und Probeaufgabekammer
definiert, Ein derartiges Einsatzelement 1&8t sich daher
beispielsweise auf &uBerst einfache Weise herstellen, in-
dem man einen mit dem trockenen Analysenreagenz imprdgnier-
ten rechteckigen Papier- oder Vliesstreifen auf eine Kunst-
stoffolie legt, die zu beiden Seiten géringfﬁgig, Z. B.

0,5 bis 1 mm, {bersteht. Die Folie wird an einem Ende um-
géschlagen und auf die andere Seite des Streifens gelegt,
derart, daf am umgelegten Ende eine kleine Schlaufe gebilF
"det wird. Durch Versiegeln der {iberstehenden Kanten der Fo-

lie -entsteht das fertige Einsatzelement, Anstelle einer Fo-



lie k&nnen natiirlich auch entsprechend geformte Kdrper aus
Kunststoff oder dhnlichem formbarem Material verwendet wer-
den. Das erfindungsgemdfe Einsatzelement kann mehrere rdum-
lich veoneinander getrennt vorliegende, in der Regel ver-
schiedene, Analysenreagenzien enthalten. Die Analysenrea-
genzien kénnen wie bereits erwéhnf, innerhalb der sehr
kleinen Hohlrdume vorliegen. Beispielsweise gibt man eine
bestimmte Menge einer Ldsung des Analysenreagenz auf eine
Stelle des die kleinen Hohlrdume aufweisenden Elements,

wie eines Vlies- oder Papierstreifens und trocknet ihn
dort, beispielsweise durch Lyophilisierung oder andere
Trocknungsmethoden., Alternativ kann das Analysenreagenz

im erfindungsgemdfBen Einsatzelement auch als geformter
Kbrper, beispielsweise in Form eines Granulats, in tablet-
tierter Form oder dergleichen vorliegen und dann in der

Regel auBerhalb der sehr kleinen Hohlrdume angeordnet sein,

Das erfindungsgemdfe Einsatzelement kann auf wenigstens
‘einem Teil der Oberfliche der kleinen Hohlriume reaktiv
ausgebildet sein. Wie oben bereits erwdhnt, kann hierbei
~der netzf8rmige Kdrper aus Fasern oder Fadden bestehen, an
deren Oberfldche reaktive Substanzen, beispielsweise en-
zymatisch oder immunologisch reaktive Substanzen fixiert
sind. Auf die obigen Ausfiihrungen im Rahmen der Erlaute-

rung des. erfindungsgemédBen Verfahrens wird verwiesen.

Beim erfindungsgemdfen Einsatzelement kdnnen mehrere Ele-
mente oder Korper, welche eine Vielzahl sehr kleiner, mit-
einander in Verbindung stehender Hohlrdume aufweisen, ne-
beneinander oder vorzugsweise hintereinander angeordnet
werden, so da8 es mdglich ist, durch unterschiedliche Gr&-
Be der kleinen Hohlrdume unterschiedliche Strdmungswider-—
stdnde und damit auch StrOmungsgeschwindigkeiten einzustel-
len, ohne daB eine Variation der Zentrifugalkraft durch

Drehzahldnderung erforderlich wdre. Im Fall eines netzfdr-
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migen Elements wird beispielsweise der Strdmungswiderstand
®

durch die Dicke der Fasern und die Art ihrer Verbindung be-

dingt. Bei abnehmendem Faserdurchmesser werden die mittle-
ren Durchmesser der kleinen Hohlriume geringer und der
Strémungswiderstand steigt entsprechend an. Durch die Art
der Verbindung der einzelnen Fasern wird die Grd8e der
Durchlisse zwischen den sehr kleinen Hohlriumen ebenfalls
beeinfluft und durch Ausnutzung dieses Effekts 1ldB8t sich
ebenfalls der Stromungswiderstand auf eine bestimmte ge-
winschte GrdBe einstellen. Auf diese Weise ist es mdglich,
innerhalb des Einsatzelements Strecken mit grdferem und
géringerem Strémungswiderstand'vorzusehen'und damit eine ,
Beschleunicung oder Abbremsung der Strémungsgeschwindigkeit

der Reaktionsl@sung zu bewirken.

Ein bevorzugtes Einsatzelement ist dadurch gekennzeichnet,
daB zwischen Probeaufgabekammer und MeBkammer Abschnitte
mit unterschiedlicher mittlerer HohlraumgrdBe angeordnet
sind, welche fiir eine durchstrdmende Fllissigkeit unter-

&

schiedlichen Strdmungswiderstand aufweisen.
Ein weikeres bevorzugtes Einsatzelement ist gekennzeichnet:
durch ein erstes Element, welches eine Vielzahl sehr klei-
ner, miteinander in Verbindung stehender Hohlrdume aufweist,
und ein erstes Reagenz enthdlt, ein in Strémungsrichtung

. dahinter angeordnetes zweites Element mit einer Vielzahl
sehr kleiner, riteinander in Verbindung stehender Hohlrdu-
me mit grbﬁerem Stromungswiderstand ais das erste Element
und ein in Strémungsrichtung dahinter angeordnetes drittes
Element, welches eine Vielzahl sehr kleiner, miteinander

in Verbindung stehender Hohlrdume aufweist, die einen.ge—
ringeren Strémungswiderstand besitzen als die Hohlrdume

. des zweiten Elements, und ein zweites Reagenz?enthélt.

Ein weiteres bevorzugtes Einsatzelement ist dadurch ge-

E
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kennzeichnet:, daB es zwischen dem zweiten und dritten Ele- .
ment ein weiteres Element mit einer Vielzahl sehr klelner,
miteinander in Verblndung stehender Hohlrdume aufweist,

welche eine reaktive Oberfliche aufweisen.

Ein derartiges erfindungsgeméaBes Einsatzelement enth&lt vor-
zugsweise auch Elementer, die an der Oberfléche enzymatisch .

oder immunologisch aktive SuBstanzen gebunden aufweisen,

Ein weiteres bevorzugtes Einsatzelement gem&R der Erfindung
ist dadurch gekennzeichnets; daB gs Elemente enthalty, deren
Oberfléche reaktive Gruppen mit Ionenaustauschereigenschaf-
ten aufweist,

Ausflihrungsbeispiel

Das erfindungsgemsRe Verféhren zur Durchfihrung’ analytischer'
Bestlmmungen und das hierfur geeignete Rotorelnsatzelement
werden nachstehend naher erlautert,

In der beiliegenden Zeichnung zeigen:

Fige. 1: eine AuBenansicht eines Zentrifugalanal&senauto-

maten, der fiur die Anwcndung der Erfindung. geeig-

net ist;

Fig., 2: einen Schnitt durch die Ebene eines Zentrifugal-
analysatorrotors;

Fige. 3: . einen Querschnitt durch den Rotor von Fige. 2;
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Fig., 4: eine Seitenansicht eines erfindungsgem&Ben Ein-
satzelements;
Fig, 5: einen Langsschnitt durch das Einsatzelement von
Fig. 4;
Fig. 6: eine schematische Ansicht des Einsatzelements der

Figs. 4 und 5 auf einem Rotor;

Fig. 7a, ,

7b und 7c: schematische Darstellungen von strukturiertenm
Oberflachen mit sehr kleinen, miteinander in Vern
bindung stehenden Hohlraumen;

Fig. 8 5 graphische Darstellungen der nach den Beispielen
9 und 10: erhaltenen Analysenresultate,

Fig. 1 zeigt eine Augenansicht eines Zentrifugalanalysenge-
rats, welches fir die Erfindung geeignet ist., Ein Einzel-
teile des Gerits aufnehmendes Gehause 1 enthzlt einen Zen-
trifugenrotor 2, Die gezeigte Rotoréusf&hruné%form entspricht
dem in-den Fig, 2 und 3 n&her beschriebenen Rotor., Der Rotor
2 wird durch nicht gezeigte Antriébselementé in der bei der-
artigen Analysengeréten bzw, Zentrifugen lblichen Weise be-
festigt und angetrieben, Zwei Bedienungsfastenfelder 3a und
3b ermbéglichen die Vornahme der erforderlichen Manipulationen
und Eingriffe in die Steuerung, Ein Bildschirm 4 ermégiicht
die optische Wiedergabe von Analysenresultaten und die Ab-
rufung gespeicherter Informationen, 5 und 6 sind Eingabe-

bzw, Ausgabestationen f{ir Magnetkarten; Holerithkarten oder
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shnliche Speichereinrichtungen fir dem Geradt zuzufihrende
Informationen,

In den Fige 2 und 3 ist eine flir die Erfindung geeignete Ro-
torausfihrung dargestellt; die im Prinzip aus drei aufein-
ander befestigten runden Scheiben besteht’, von denen Fig, 2
- eine Aufsicht der mittleren Scheibe und Fig. 3 einen Schnitt
durch den Rotor auf der Linie III-III zeigt.

Der Rotor 21 besteht aus einer schwarzen Mittelscheibe als
Mittelteil 22 und zwei transbarenten Kunststoffplatten:, die

" als Bodenteil 24 und Deckelteil 23 dienen, In dém beispiel$$
weise schwarz geféarbten Mittelteil 22 von beispielsweise

6 mm HOhe und 33 mm Durchmesser sind auf einem Radius wvon
 Z. B. 28 mm Durchmesser finf gleichméaRig verteilte Lécher
von beispielsweise 1,7 mm Durchmesser angeordnet’ die als ‘
MeRkammer;, speziell als Kivetten 25, dienen, Zum Mittelpunkt
des Mitteiteils 22 hin schlieBt sich an jede MeBkammer eine
Vorkammer 25a von z., B, 2 mm x 5 mm an. Danach folgt ein
schlitzartiger Kanal 26 von z, B, 6 mm.L&nge und 1 mm Breite,
Der Kanal 26 .ist auf halber Héhe von der Vorkammer 25a durch
eine Barriere 27 getrennt, Die Barriere 27 verhindert ein
ZuriickflieBen der Lésungfwéhrend der Mischschritte.-Vor dem
Kanal 26 nach innen zu iiegt die Probenaufgabekammer 28 mit
einem Durchmesser von z., B, 3 mm, Diese setzt sich auch nach
unten in das Bodenteil 24 fort und ist so gestalteti; daB die
bei der Beschléunigung des Rotors auftretenden Tragheits-
krafte die verdinnte Probe auf den Elutionskanal 26 zutrei~
ben, Die Vertiefungen im Boden 24 sind beispielsweise so be-
‘messen; daB 20 /ul nicht ganz bis an den Elutionskanal an-
stehen, Das zur Flillung der Kivette 25 benétigte Volumen
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einschlieBlich der Verluste durch Retention auf dem Einsatz-
element 29 betréagt beispielsweisa_lB /ul. Das Einsatzelement
29 besteht aus einem mit einem Analysenreagenz in fester
Form imprignierten rechteckigen Papierstreifen;, der dicht

passend in den schlitzartigen Kanal 26 eingesetzt ist.

Bodenteil 24 und Deckelteil 23 bestehen beispielsweise aus
durchsichtigem Plastikmaterizl und bilden auch die Fenster
fur die Kivetten 25, Das Bodenteil 24 wird z. B, durch Ultra-
schallverschweifung mit dem Mittelteil 22 verbunden. Das
Deckelteil 23 wird nur aufgeschraubt; wobei Silikongummi-
dichtungen 30 um Kivetten 25 und Kandle 26 herum angéordnet
werden koénnen, Im Deckelteil 23 befinden sich (ber den Kana-
len 26 Aussparungen 315 die verhindern:, daf FllUssigkeit

durch Kapillarwirkung des Spalts zwischen Mittelteil 22 und
Deckelteil 23 zurUckgesaugt werden kann,

Die Fig. 4 und 5/zeigen gin weiteres erfindungsgemdfBes Ein-
satzelement; welches als Wegwerfteil ausgebildet ist und
sich zur Verwendung auf einem groBeren Rotor eignet., Das
Einsatzelement 41 bestehty von links nach rechts betrachtet;
aus der Probenaufgabekammér 427, einer Anzahl Felder 43; 44;
45; 46; 47 ; 48; 494 in die EinsatzkOrper mit einer Vielzahl
miteinander in Verbindung stehender Hohlriume eingesetzt
werden koénneny welche z, B, Reagenz enthaltens, den Flissig-
keitsstrom abbremsen konnens, eine reaktive Oberfléche auf-
weisen kdnnen usw, An die Felder 43 bis 49 folgt eine als
Mischzone 50 ausgebildete Strecke und die Kivette 51 als
MeRkemmer, Die Mischstrecke 50 kann aus zweil dicht aneinan-
derliegenden strukturierten Oberfléachen oder einem Netz be-
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dnderungen der Strdmungsgeschwindigkeit vorgesehen werden
k6nnen. Die Probe 1l8st nacheinander die bendtigten Mengen .
Puffer, 4-Aminoantipyrin, Enzyme und Phenol auf, wobei

auch die Reaktion gestartet wird. In den Feldern 46 bis 49
und der Mischstrecke 50, gegebenenfalls alleine in der
Mischstrecke 50, wird eine gute Durchmischung der L3sung
erreicht und die schon reagierende L8sung strémt in die
Kivette 51, wo sie in der von Zentrifugalanalysatoren be-

kannten Weise vermessen werden kann.

Das erfindungsgemédfe Einsatzelement 41 148t in den Feldern
46 bis 49 den Einbau von Elementen mit einer Vielzahl sehr
kleiner, miteinander in Verbindung stehender Hohlriume zu,
die ais Bremskdrper, Trennsdulen usw. wirksam sind. Bremskdr-
per sind beispielsweise Elemente mit sehr kleinen Poren, die
einen Durchtritt der Flissigkeit beispielsﬁeise erst nach .
5 oder mehr Minuten zulassen, so daB in diesen Feldern

auch eine Vorinkubaticn ablaufen gelassen werden kann, Fel-
der mit Elementen, welche chemisch reaktive Oberflichen
aufweisen, eignen sich als Trennsdulen, Gleiches gilt' fir

als Molekularsiebe wirksame Einsdtze.

Die Anwendung von Einsatzelementen fiir die Felder 46 bis
49, die als Bremskammern und Trennsdulen dienen, sei nach-
'folgend am Belspiel der Bestimmung von Tyroxin (T,) n&her
erldutert, Die in den Fig. 4 und 5 gezeigten Feldér wei-
sen dann Eins&tze, beispielsweise Papiervliese, auf, die
mit folgenden Substanzen imprdgniert sind bzw. nachstehen-

de Wirksamkeit aufweisen:

43 Erster Puffer und Detergenz
44 Markiertes Antigen (T4—POD); POD = Peroxidase
45  T,-AntikSrper (aK)

46 - Bremskammer (Inkubationsstrecke)
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Felder 43 bis 49 beispielsweise mit Papierstreifen als Ele-
mente mit einer Vielzahl sehr kleiners miteinander in Ver-
bindung stehender Hohlraume gefillty so kdnnen diese ent-
~sprechend ‘den oben ndher erlauterten Verfahrensstufen aus-
gestaltet sein, Soll beispielsweise mit dem Einsatzelement
41 Glucose bestimmt werdens, so befindet sich im Feld 43 ein
mit Puffersubstanz impréagniertes Vliess; im Feld 44 ein mit
4A-Aminoantipyrin imprigniertes Vlies; in Feld 45 ein mit den
Enzymen und der Phenolkomponente impragniertes Vliesy wobei
diese chemischen Substanzen natirlich stets in trockener
Form vorliegen. '
Im Betrieb wird in die.Probeaufgabekammer 42 die mit Wasser
oder einer anderen geeigneten w&Brigen LOsung verdinnte
Probe eingegebens; deren minimale Menge sich aus dem Kivet-
tenvolumen und der unter den gegebenen Umsténden hinsichit-
lich Radius des Rotors und Umdrehungsgeschwindigkeit auf
dem Vlies zurickbleibende Menge L8sung ergibt. Nach Beginn
der Rotation durchstrémt die verdlinnte Probe die Vliese in
den Feldern 43 bis 49, wobei in den Feldern 46 bis 49 wei-

tere Reagenzien und/oder aktive Oberflichen und/oder Ver-



47  Trennsdule (Antikdrper gegen Anti—T4)
48 Zweiter Puffer, Glucoseoxidase
45 Farbentwicklungssubstrat (z. B. Phernol und 4-Aminoanti-

pyrin).

A =
T-P T4 aus der Probe

Dabei laufen &ie Reaktionen nach folgendem Schema ab:

T4, + T4-POD + 2K — T4, # 2K + T4-POD # BK + T4, +

T4-P0OD
# bezeichnet den Antigen-2AntikSrper-Komplex.

Diese Reaktion findet in der Inkubationsstrecke 46 statt.
Die Trennsiule 47 enthdlt Antikdrper gegen Anti-T4 gebunden,
so daB sie T4P # BX und T4-POD # AK vollstdndig abscfbiert.
T4P und T4-POD passieren durch die S&ule 47, Nachdem die
von den Antik&rperkomplexen befreite Lsung die Abschnitte
48 und 49 passiert hat und die dortigen Reagenzien geldst
hat, gelangt die auf diese Weise angereicherte LOsung in
die Riivette 51, in der die POD-RAktivitdt des T4-POD aus
Phenol + 4-Aminoantipyrin mittels des aus der Probenglucocse
unter GOD-Einfluf erzeugten H202 einen Farbkomplex bildet,

dessen Konzentrationsanstieg bei 500 nm gemessen wird.

Wie aus Fig. 6 ersichﬁlich, ist ein derartiges Einsatzele-
ment durch hier nicht gezeigte Befeétigungsmittel auf ei-
nem Rotor so befestigt, daf von oben eine Probeneingabe
durch ein geeignetes Dosiergerdt und eine Durchstrahlung
der Kivette zur Messung des Reaktionsergebnisses erm0g-
licht wizrd.

Fig. 7 zeigt schematisch m@éliche Anordnungen der sehr

kleinen Hohlrétme, wobei a und b strukturierte Oberfli-
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chen und ¢ ein netzfbrmiges Element darstellen.

Die erfindungsgemdfen Einsatzelemente kdnnen auch gebilin-.
delt zu gréBeren segmentfdrmigen Einheiten zusammengefaft
vorliegen, sc daB sich ein Analysenprofil in einem einzi-
gen Arbeitsgang bestimmen 1&8t, da jedes Einzelelement
einen anderen Parameter der eingegebenen Probe zu bestim-
men gestattet. Solche segmentfdrmigen Einsatzelementbiindel
eignen sich auch zur gleichzeitigen Messung eines bestimm-
ten Parameters in einer Vielzahl von Procben. In diesem
Fall enthdlt jedes Einsatzelement im Einsatzelementbiindel
eine eigene Probeneingabekammer. Es ist offensichtlich,”
daB beliebige Kombinationen zwischen diesen Ausfithrungsfor-
men mdglich sind, so daB gleichzeitig viele gleichartige
ocder/und unterschiedliche Bestimmungen durchgefiihrt werden
kénnen. Die Einsatzelemente kdnnen wiederverwendbar oder,

was bevorzugt wird, wegwerfbar ausgebildet sein.

Die Reagenzien kénnen in gemischter Form vorliegen oder

als Einzelkomponenten, die beim Durchstrdmen cder Probe-
fiﬁssigkeit nacheinander aufgeldst und miteinander ge-
mischt werden. In diesem Falle kOnnen die verschiedenen,

im Einsatzelement angeordneten netzflrmigen Elemente aus
einzelnen Papierstreifen bestehen, die jeweils eine be-
stimmte Reagenzmenge imprdgniert enthalten. Derartige
einzelne Komponenten eines Analysenreagenz enthaltende
Trdger sind beispielsweise in der DE-0S 28 52 994 beschrie-

ben.

Mit_dém erfindungsgemdfen Verfahren und Einsatzelement
lassen sich im Prinzip alle vorkommenden Bestimmungen

von Blut und Serumbestandteilen aber auch andere analy-
tische Bestimmungen durchfitthren. In der nachstehenden Ta-
belle 1 ist eine Reihe von Beispielen von Bestimmungsme-

thoden angegeben, die einen einzigen Inkubationsschritt.



erfordern ("Typ 1") die erfiﬁdungsgeméﬂ durchgefihrt werden
k8nnen. Die Tabelle gibt die zu bestimmenden Farameter,

die zweckmifige Verdiinnung der Probe, die Dauer der Be-
stimmung in Sekunden, die anzuwendende MeBtechnik und die

Anzahl der bendtigten Reagenzsegmente an.
Tabelle 1

Parareter Verd.- lefzeit MeBtechnik = Reagenz-

fektor . (gesamt) . .. . . - segmente
Glucose 1o00~200 <1oo s Pseudo-EP 3
Bilirubin
total 1o 6o s EP; polychrom. 1
Creatinin 10 <90 s Pseudo-EP 2
Albumin 200 30 s EP; polychrom. 1
Gegsamtei- o
welR 50 <90 s Pseudo-EP -1 (2)
Eisen 4 90 & EP; polychrom. 3
H&moglobin 250 ' 165 s EP; polychrom 2
Harnstoff 100 60 s Pseudo-EP 3
Harnsidure 50 120 s Pseudo-EP 3
Triglyceri-
de 5¢ 150 s Pseudo-EP 3
Cholesterin 1oo0-200 150 s Pseudo-EP 3
Chlorid 50 <60 s EP; polychrom. 1
Calcium 50 - <60 s EP; polychrom. 2
Phosphat 50 : 100 s Pseudo-EP 2
f—GT 10 90 s [Kinetik 2
AP 50 120 s  Kinetik 3 (4)
GOT 10 90 s Kinetik . 3
GPT 1c ) 90 s Kinetik
LDH - 1loo 6Cs Kinetik

EP = Enépunktbestimhung

Pseudo-EP = Verfahren, bei dem mit Hilfe eines bekann-
ten mathematischen Verfahrens Anfangs- und
Endextinktion berechnet werden.
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In analoger Weise lassen sich beispielsweise auch Lactat

und Ammoniak, Lipase, Amylase und Creatinkinase bestimmen.

In der nachfolgende Tabelle 2 sind weitere erfindungsgemdsf

bestimmbare Parameter angegeben, die mehr als einen Inkuba-

tionsschritt erfordern und beispielsweise die Erstellung

eines Schilddriisenprofils, die Bestimmung spezifischer Pro-

teine, die Bestimmung von Cerinnungsaparametern und von

Wirkstoffen

Parameter

ermbglichen.

" Tabelle 2

Verdin- MeBzelt
nungsfak-
tor

MeBtechnik Reaktions-/
Feagenz-
segmente

Lipase
Amylase
Ccreatin-

kinase

25 180 s

100 180 s

1o 180s

Schilddriisen-

profil:

Ty

Trijodthyronin

Thyroxin-bin-
dendes Globulin

Thyreotropin

Enzyme:
Saure
Phosphatase

Gerinnung:
Opt. Quick

Heparin
Plasminogen
Antiplasmin

Prothrombin

360 s
360 s

1) siehe Seite 18/19

Kinetik 2
Kinetik 2

Kinetik 3

~

Analog T41)
Analog T4 7

Kinetik

Kinetik

w w W w W



.= 23 -

Tabelle 2 (Fortsetzung)

Parameter Verdin- MeBzeit MeBtechnik Reaktions-/
nungs- Reagenz-
faktor : segmente

Antitrypsin Kinetik 3

Drogen:

Digoxin ' Analog T4
Digitoxin "
Phenytoin ' "
Phenobarbital "
Primidon : "
Carbamazepin
Gentamycin - "
Tobramycin ’ "
EAmykacin
Opiate ' "
Barbiturate
Methadon "
Amphetamin !
Kokain ' "
Morphin ( o
Benzodiazepin "
Propoxyphen "
" Theophyllin ' n

e N B B T B N B I B N B B e e N

Methotrexat "

Rrebsindikatoren:

aT—Foetopro—
tein , ' ’ Analog T4, 7

Carcinoembryo-
nales Antigen ' " 7

Die Erfindung ermdglicht auch die Bestimmung spezifischer

-AT, @, ~Makro-

Proteine, wie IgG, IgA; IgM, Transferin, & 5

1
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globulin, Haptoglobulin, B-Lipoprotein, ai—Glykoprotein
und Albumin, wobei die TINIA~Meftechnik angewendet wizrd
und der Verdiinnungsfaktor 2weckméBig 1 : 1oo betrdgt,
Hierbei wird die Zunahme der Tribung in einer Ldsung durch
Bildung des Hapten-Antikdrper-Komplexes gemessen. Das Ver-
fahren ist dem Fachmann bekannt. Flr diese Bestimmungen
reicht ein Inkubationsschritt und demzufolge die Anordnung

von zwel Reagenzsegmenten aus,

Die obigen Ausflihrungen zeigen, daR durch die ErfindUng
ein Analysensystem geschaffen wird, welches folgende Vor-
teile miteinander vereint: Es ist nur ein Minimum an Mani-
pulationen von.der Probeentnahme bis zum fertigen Analy-

senresultat erforderlich. . -

Es kOnnen sowohl eine Vielzahl einfacher, h&ufig eingesetz-
ter Analysen auch spezielle komplizierte Einzelanalysen in

gleicher Weise durchgefilhrt werden.

Die Menge des erforderlichen Probevolumens wird auf ein Mi-
nimum verringert mit entsprechender Minimalisierung von

Reagenzbedarf und Reagenzkosten.

Die Durchfihrung kann einfach und mit wenig trainiertem

Personal erfolgen,

Die Analysenzrequenz ist so hoch, wie bei den schnellsten@_
bekannten automatisierten Analysensystemen.
ErfindungsgemdB ist es iUberraschenderweise auch mglich,
das feste Reagenz in wesehtlich geringeren Probeflilssig-
keitsmengeﬁuaufzulésen und damit konzentriertere L&sungen
zZu gewinnen, als dies unter scnst vergleichbﬁren Verhdlt-
nissen mdglich ist, wenn mamw Reagenzien von festen Tri-

gern ohne EinfluB der Zentrifugalkraft abldst.



Tabelle 2 (Fortsetzung)

Parameter Verdin- Mefzeit  MeBtechnik Reaktions-/
: nungs- Reagenz-
faktor , segmente

Antitrypsin Kinetik 3

Drogen: |
Digoxin ) Analcg T4
Digitoxin . 0
Phenytoin'
Phenobarbital g
Primidon
Carbamazepin o | "
Gentamycin
Tobramycin
Amykacin » 1"
Opiate

Barbiturate
Methadon "
Amphetamin "
Kokain "
Morphin ' T
Benzodiazepin
Propoxyphen u
" Theophyllin "
. Methotrexat : u

O T S L O L O L L N L R R I e T

Krebsindikatoren:

g, ~t'oetopro~- »
tein Analog T4 7

Carcinocembryo-
nales Antigen : " 7

Die Erfindung erm8glicht auch die Bestimmung spezifischer

Proteine, wie IgG, IgdA, IgM, Transferin, a1*AT, aQ-Makro—
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globulin, Haptoglobulin, B8-Lipoprotein, ai—GlykoprOtein
und Albumin, wobel die TINIA-Meftechnik angewendet wird
und der Verdiinnungsfaktor zweckmiBig 1 : loo betrdgt.
Hierbei wird die Zunahme der Trilbung in einer ILSsung durch
Bildung des Hapten-AntikSrper-Komplexes gemessen. Das Ver-
fahren ist dem Fachmann bekannt. Fiir diese Bestimmungen
reicht ein Inkubationsschritt und demzufolge die Anordnung

von zwel Reagenzsegmenten aus.

Die obigen Aﬁsfﬁhrungen zeigen, daB durch die Erfindung
ein Analysensystem geschaffen wird, welches folgende Vor-
teile miteinander vereint: Es ist nur ein Minimum an Mani- .
pulétionen von.der Probeentnahme bis zum fertigen Analy-

senresultat erforderlich.

Es konnen sowohl eine Vielzahl einfacher, hdufig eingesetz-
ter Analysen auch spezielle komplizierte Einzelanalysen in

gleicher Weise durchgefiihrt werden.

Die Menge des erforderlichen Probevolumens wird auf ein Mi-
" nimum verringert mit entsprechender Minimalisierung von
Reagenzbedarf und Reagenzkosten.

Die Durchfihrung kann einfach und mit wenig trainiertem

Personal erfolgen,

Die Analysenzrequehz ist so hoch, wie bei den schnell&ten.

bekannten automatisierten Analysensystemen.

ExfindungsgemdfB ist es Ulberraschendexrweise auch mdglich,
das feste Reagenz in wesentlich geringeren Probefliissig-
keitsmengen aufzul8sen und damit konzentriertere Lésuﬁgen
zu gewinnen, als dies unter sonst vergleichbaren Verhdlt-
nissen m8glich ist, wenn mamr Reagenzien von.festeﬁ Tra-~

gern ohne EinfluB der Zentrifugalkraft abldst.



11. 5. 82
AP G 01 N/235 010/2

5C 090 18
- 25 =

Die Erfindung erlaubt weiter die Anwendung der verschiedenen
denkbaren MeBmethoden:y, wie optische Durchstrahlung; Nephelo=
metrie, Turbidimetrie, Reflexionsmessung, Fluoreszenzmes~
sung; Lumineszenzsmessung, radioaktive Strahlungsmessung;,

elektrische Messungen; wie Lel tfaéhigkeit und dergleichen.
Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung wsiter.

Beispiel 1

Dieses Beispiel beschreibt die Durchfihrung der Erfindung
unter Verwendung eines Rotors:, wie er in den Fig. 2 und 3
der Zeichnung dargestellt ist,

a) MeRBvorgang

Einsatzelement

Zur Verwendung kommt ein Faservlies. Dieses besteht zu 40 %
aus Polyamidfasern und 40 % aus Zellwolle, Es hat ein\Aufé
nahmevermogen fir waBrige Ldsungen von etwa 5300 ml/ng bei
einer Dicke von 04,5 mm und einem Fl&chengewicht von 75 g/m2a
Zur Beladung werden Trénklésuhgen von Reagenzien entspre-
chender Konzentration hergestellt. Diese werden entweder mit
einer Pipette aufgetrdufelt oder in einer Impra&gnieranlage
aufgebracht, Dabei wird das Papier in die TranklOsung ge-
taucht’, danach (berschiissige LOsung zwischen zwei Rollen ab-
gequetscht und im Luftstrom getrocknet. Die zur Beladung
notwendigen Mengen ergeben sich aus der angestrebten Konzen-
tration in der Kivette und den fiir die Reagenzien verschie-
denen Elutionsgraden,
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Die zugeschnittenen Reagenzpapiere (2 mm X & mm bis & mm X
6 mm) werden in die als Schlitze ausgebildeten Kandle 26

des Rotors (Fig. 2) ge-



_26_

steckt. Wegen cder Kiirze des Kanals betrdgt die Breite 1 mm
und es werden mindestens zwei Vliese nebeneinander gestellt,
um ein Verrutschen der Vliese zu verhindern. Die Vliese
werden mit Hilfe einer Pinzette eingesteckt und der abnehm-
bare Deckel zugleich Kivettenfenster, wieder aufgeschraubt.
18/ul verdiinnter Probeldsung werden in die Probekammer do-
siert. Zentrifugation bei 2880 rpm flir 1 Sekunde bis 25
Sekunden. In diesem Schritt wird die verdlinnte Prcbe in

die ersten Vliese transportiert und 18st das Reagenz auf.

Zentrifugation bei 12000 rpm filr 5 Sekunden. Hierduxch
wird die L8sung aus dem Vlies in die Klvette getrieben.
Auf dem Vlies bleiben nur minimale Mengen Ldsung zurick,

Anschliefend wird gemischt.

Dieser Vorgang besteht aus 1 Sekunde Beschleunigung auf
12000 rpm und 1 Sekunde Anhalten und wird 6~ bis 2o-mal
wiederholt. Durch die Beschleunigungs— und Bremsschritte
wird die L&sung in der Kivettenvorkammer gemischt. Diese
Schiittelzyklen sind nicht notwendig, wenn nach dem letzten
Vlies eine l&ngere Wegstrecke zur Verfiigung steht, auf
der Mischkdrper angeordnet sind. AnschlieBend wird 4 Se-
kunden lang bei 12000 rpm zentrifugiert zum Austreiben

von Luftblasen und Sedimentieren von z, B, Fasern aus dem
Lichtweg heraus, bevor auf MeSgeschwindigkeit geschaltet

wird,. Die Messung erfolgt bei 288oc rpm.

Diese Ausfilhrungsform aber eignet sich insbesondere fir

die in Tabelle 1 angegebenen Bestimmungen.

b) Bestimmung von Glucose

Testzusammensetzung
loo mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,0
0,77 mM 4-Aminoantipyrin
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117 mM Phenol
>18 U/ml Glucoseoxidase

>1,1 U/ml Peroxidase

Beladung der Papiere (getrinkt) _
Enzym/Farbstoffvlies, 6 mm x 6 mm wird mit LYsung, enthal~-
tend

1680 mU Glucoseoxidase

270 mU Peroxidase

8,4 /ug,Aminoantipyrin

getrdnkt und getrocknet,

Puffervlies, 3 mm x 6 mm wird mit Ldsung, enthaltend
228/ug Dinatriumhydrogenphosphat
312/ug Natriumdihydrogenphosphat

getrdnkt und getrocknet.

Der Kuppler, Phenol, wurde 11 mM mit der verdinnten Probe

zugegeben,

MeBbdincungen:

Verdinnung 1 : 1co mit 0,2 % Triton-X-405 + 11 m¥ Phenol in dest.

Erste Zentrifugaticn bei 2880 rpm flir 5 Sekunden
6-mal Mischen '
Vliesanordnung: 1/2 Enzym/Farbstoff

Puffer

1/2 Enzym/Farbstoff

Messung der Absorption beil 500 nm.

Die Auswertung erfolgt nach der Pseudo-Endpunkt-HMethode,
d. h. durch Anpassung der MeBpunkte 25 bis 70 Sekunden an

die Funktion nach einer bekannten mathematischen Methode.
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MeRergebnisse:

~Linearité&t:

Es wurden widBrige Glucose-Standards unter Anwendung eines
Rotationsphotometers vermessen., Die Ergebnisse sind in

Fig. 8 graphisch dargstellt. Zwecks Methodenvergleichs
wurden erfinduﬁsgeméﬁ ermittelte Werte mit manuell ermittel-
ten Werten verglichen. In beiden Fdllen wurde mit dem Stan-
dard 1co mg/dl geeicht. Die Ergebnisse zeigt Fig. 9, wel-
che in graphischer Darstellung auf der Abszisse die manuell,
auf der Ordinate die erfindungsgemdB ermittelten Werte an-
gibt. ’

Beispiel 2

Bestimmung von GOT (Aspartat-Aminotransferase)
Es wurde w2 in Beispiel 1 beschrieben vorgegangen, unter

Verwendung eines Einsatzelements gemdB Fig., 2 unc 3.

"1, Testzusammensetzung
Die Sollkonzentrationen wurden analog verschiecdener Empfeh-
lungen gewdhlt,

8o mM Tris, pH 7,8 bei 30°C

240 mM L~Asparaginsdure

12 mM a-Ketoglutarsdure

2000 U/1 Malatdehydrbgenase'(MDH)

3000 U/l Lactatdehydrcgenase (LDH)

0,23 mM NADH

Als Referenztest wurde der Monotest GOT nach IFCC, Best.Nr,

300667 Boehringer Mannheim verwendet.

2., Beladung der Papiere (getridnkt)
Puffervlies, 3 mm x 6 mm, enthdlt
407

/ug Trisbase



134o/ug Asparaginsdure
pH 7,8 mit NaOH bei 30°C

Enzymvlies, 3 mm x 6 rm, enthdlt
84 mU MDH
126 mU LDE .
76 jag Natriumketoglutarat

pH der Trédnkldsung war 7,4.

Farbstoffvlies, 3 mm X 6 mm, enthdlt
6/ug Natrium~-NADH
pH 9,95 mit 11 mM Natriumcarbonat.

3. Mefbedingungen
Verdiinnung 1 + 1o mit 0,02 % Triton-X-405
Erste Zentrifugation bei 288c rpm fir 1 Sekunde

6-ral Mischen

Vliesanordnung: 2/3 Enzym
puffer

" 2/3 Farbstoff

Méssung der Absorption bei 340 nm.

4, MeBergebnisse

Prdzision und Linearitdt: _

Gemessen wurde am Rotationsphctometer mit 13 verschiedenen
Verdlinnungen des Kontrollserums (Percipath E von Boehringer
Mannheim). Es wurden jewells vier Konzentrationen in einem
Rotor vermessen, wobei eine als Eichwert dient. Die Ergeb-

nisse zeigt Fig. 1o. ’



- 30 —

Beispiel 3
Alkalische Phosphatase

Die Bestimmung erfolgte wie in Beispiel 2 mit folgender
Testzusammensetzung:
Der Handtest als Bezugsmethode wird mit den hier aufgefthr-
.ten Kenzentrationen durchgefihrt.

0,6 M D(-)-N-Methylglucamin

4 mM Magnesium~L-aspartat

12 mM Di-tris-para-nitrophenylphosphat

7,7 mM Tris, d.h. Trishydroxymethylaminomethan

0,2 % Triton X-405 . A

PH 10,45 (bei 25°C mit Salzsdure einstellen).
Beladung der Papiere (aufgetrdufelt und getrocknet):
Substratvlies, 3 mm X 6 mm

13o/ug TrispNPP

12/ug Tris

getrocknet wurde im Vakuum tUber silikagel

Puffervlies A, 4 mm X 6 mm
2362/ug Methylglucamin
232 /ug Methylglucaminhydrechlorid
58 /ug Magnesiumaspartat

Puffervlies B, 4 mm x 6 mm

3836/ug Methylglucamin

MeBbedingungen:
Verdlinnung 1 + 40 mit 0,2 % Tritom
Erste Zentrifugation bei 2880 rpm flir 25 s

2o0-mal Mischen



Vliesanordnung: Puffer A Hilfsvlies
(Zentrum) (Klivette)
Puffer B Substrat

Messung der Absorption bei 470 nm.

MeBergebnisse:

Prédzision: ,
Normbereich, 6o bis 170 U/l (opt.) Probe loo U/l

n=13
A = 33,2 mE/min
VK = 8,7 %

Pathologischer Bereich, >170 U/1l: Probe 5o0c U/L
n =16
A = 145,4 mE/min
VK = 4,4 %
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Beispiel 4

Zwei Faservliese (wie in Beispiel 1 beschrieben) der Fliche
6 mal 6 mm werden mit einer Ldsung folgender Zusammensetzung

imprégniert (Aufnahmevolumen 15 /ul),

50 mm Phosphatpufferﬁbbh = 7,5

2,5 g/100 ml peg 6000

anti-igg vom Schaf (Mancini-Titer 15 - 30)
Die Reaktion erfolgt nach folgendem Prinzip:
igg + anti-igg =---~ igg+anti-igg-Komplex

Der Komplex fithrt zu einer Tribungszunahme in der LOsung;,
‘deren Extinktion gemessen werden und zur Konzentrationsbe-
stimmung nach einem bekannten Verfahren herangezogen werden
kann,

Die Eichung erfolgt mit 3 Standards bekannter Konzentration,

Durchfihrung und Bestimmung: ‘

In ein Kunststoffteil der Ausflhrung gem&B Fig, 4 und 5
werden die beschrisbenen Papiervliese in die Positionen- 43
und 44 eingelegt., Das Kunststoffteil wird mit einer Plastik-
folie verschiossen, ' '

Humanserumproben unbekannter Konzentration werden mit 0,9
proz. NaCl-Lésung-ng 1 3 250 verdinnt, 60 ,ul der verdinn-
ten Probe werden in die Probenaufgabekamme} gegeben,

Das 'Einsatzteil wird auf den Rotor eines Zentrifugalfoto-
meters gesetzt, Die Anfangsrotationsgeschwindigkeit betrigt
200 upm. Nach 15 sec wird die Rotationsgeschwindigkeit auf
1500 upm gesteigert, Damit wird die Losung in die Kivette
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getrieben und gleichzeitig von Luftblasen befreit, Die foto-

metrische Messung erfolgt bei 360 upm bei 340 nm, Die Ab-
lesung des Endwertes erfolgt nach 150 sec.

Vergleicht man die Ergebnisse mit den Messungen nach einem
bekannten Verfahren; so erh&lt man Ubereinstimmungen mit
einem Korrelationskoeffizienten von 05,96 mit einem Lineari-
tétsbereich von 2500 mg i1gg/100 ml Probe.
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Erfindungsanspruch

1, Verfahren zur Durchfihrung analytischer Bestimmungen

2.

durch Mischen und Inkubieren einer Probeldsung mit wenig-
stens einer ReagenzlGsung und optische Messung eines Pa-
rameters im inkubierten Reaktionsldsungsgemischi; wobei
Mischen;, Inkubieren und Messen wihrend der Einwirkung
einer Zentrifugalkraft durchgefihrt werdens gekennzeich-
net- dadurchi; da® man die Probeldsung unter der Einwir-
kung der Zentrifugalkraft
a) mit einem l&slichen Trockenreagenz zusammenbringt
unter wenigstens teilweiser Auflbsung desselben;,
b) das Gemisch bzw. die Ldsung durch gine Vielzahl klei-
ner Hohlrdume schleuderts, ’ ,
wobei man Zentrifugalkraft und Sfrémungswiderstahd der
kleinen Hohlrdume so aufeinander abstimmti daR eine voll-
sténdige Aufldsung und Mischung der Reaktionspartner und
gegebenenfalls Inkubation eintritty bevor die Reaktions-
lﬁéung aus den kleinen Hohlrzumen in eine MeRkammer aus-

tritty in der man die Messung vornimmt,

Verfahren nach Punkt 14 gekennzeichnet dadurch;, daR man
nacheinander mehrere verschisdene Trockenreagenzien in
der Probeldsung auflost, '

3. Verfahren nach Punkt 1 oder 25 gekennzeichnet dadurchs

daB man bei gegebener Zentrifugalkraft die Strdmungsge-
schwindigkeit des Gemisches bzw, der Lésung veranderts,
indem man nacheinander kleine Hohlraume von unterschied-
lichem mittleren Durchmesser durchstrémen 1&Rt,
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, gekenn-

zeichnet dadurchy, daB® man kleine Hohlriume mit reakti-

- ver Oberfliche; die mit wenigstens einem Bestandteil

der Ldsung bzw, des Gemisches in chemische Wechselwir-
kung tritty durchstromt,

Yerfahren nach Punkt 47, gekennzeichnet dadurchy; dak man
reaktive Oberflachen der kleinen Hohlrdume anwendets,
welche Austauscheraktivitét oder Affinitétschromatogra-’
phie-Aktivitdt aufweisen, '

Verfahren nach Punkt 595 gekennzeichnet dédurchg daR die
Oberflache der kleinen Hohlrdume enzymatisch oder immu-

nologisch aktive Substanzen tragt,

Einsatzelement fir einen Zentrifugalanalysenrotory; ge-
kennzeichnet dadurchy daB er wenigstens ein Analysen-
reagenz in getrockneter Form enthdlt und eine Vielzahl
sehr kleiners miteinander in Verbindung stehender Hohl-
rédume aufweisty; welche eine Probeaufgabekammer (28; 42)
und eine MefBkammer (25; 51) miteinander verbinden,

Einsatzelement nach Punkt 79 gekennzeichnet dadurch,

daB die Vielzahl sehr kleinerty miteinander in Verbin-
dung stehender Hohlriume durch ein netzférmigestle-

ment gebildet ist,

Einsatzelement nach Punkt 83 gekennzeichnet dadurchy
daf das netzfdrmige Element aus einem geflochtenen Netz
besteht,
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10. Einsatzelement nach Punkt &, gekennzeichnet dadurch; daB
' das netzfdrmige Element aus einem Vlies oder Papier be-

steht.

11. Einsatzelement nach Punkt 8y, gekennzeichnet dadurchr, daR
das netzfdrmige Element aus einem offenzelligen Schaum-
stoff besteht, . '

12, Einsatzelement nach-einem der Punkte7 bis 11, gekenn-
zeichnet dadurch:; daB die Vielzahl sehr kleiner; mitein-
ander in Verbindung stehender Hohlrdume durch eine
strukturierte Oberflache gebfldet wird, welche mit éiner

glatten oder strukturierten Oberfliche abgedeckt ist,

13. Einsatzelement nach einem der Punkte 7 bis 12, gekenn-
zeichnet dadurch: daB es Probeaufnahmekammer (28; 42)
oder/und MeBkammer (25; 51) aufweist,

- 14, Einsatzelement nach einem der Punkte 7 bis 135 gekenn-
zeichnet dadurchi; daR es einen eine Vielzahl sehr klei-
ner, miteinander in Verbindung stehender Hohlraume auf-
weisenden langlichen Kdrper enthilt;, der mit einer Fo-
‘lie (30) abgedichtet ist:, die an wenigstens einer

. Schmalseite eine Schlaufe bildet:, die eine MeRkammer
(25; 51) oder/und Probeaufgabekammer (28; 42) definiert,

15, Einsatzelement nach einem der Punkte -7 bis 14, gekenn-
zeichnet dadurchy, daB es mehrere réumlich voneinander ge-

trennt vorliegende Analyéenreagenzien enthalt,

16, Einsatzelement nach einem der Punkte 7 bis 15, gekenn-
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zeichnet dadurch:;, daB das Analysenreagenz als geformter

Kérper vorliegt.

Einsatzelement nach einem der Punkte 7 bis 16:, gekenn-
zeichnet dadurch?; daf wenigstens ein Teil der Oberfliche
der kleinen Hohlriume reaktiv ausgebildet ist und mit
der Reaktionsldsung in chemische Wechselwirkung treten
kann. ' '

Einsatzelement nach Punkt 177 gekennzeichnet dadurchs

~daB an der Oberfliche enzymatisch oder immunologisch

aktive Substanzen gebunden sind,

Einsatzelement nach Punkt 175, gekennzeichnet dadurch; _
daB die Oberflache reaktive Gruppen mit Ionenaustauscher-
eigenschaften aufweist, ‘

Einsatzelement nach einem der Punkte 7 bis 19, gekenn-
zeichnet dadurchy, daB zwischen Probeaufgabekammer (28;
42) und MeBkammer (25; 51) Abschnitte mit unterschied-
licher mittlerer‘Hohlraumgrﬁﬁe4angeordnet sind;, welche
fir eine durchstromende FlUssigkeit unterschiedlichen

Stromungswiderstand aufweisen,

Einsatzelement nach einem der Punkte 7 bis 20 gekenn-
zegichnet dgrghfaié erstes Element’, welches eine Viel-

zahl sehr kleiner; miteinander in Verbindung stehender
Hohlriume aufweist und ein erstes Reagenz enthilt:, ein
in Stromungsrichtung dahinter angeordnetes zweites Ele-

ment mit einer Vielzahl sehr kleiners miteinander in
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Verbindung stehender Hohlrdume mit grdRerem Strdmungs-
widerstand als das erste Element und ein in Stromungs-
richtung dahinter angeordnetes drittes Elementr, welches
eine Vielzahl sehr kleiner:, miteinander in Vérbindung
stehender Hohlrdume asufweist;, die einen geringeren Stré-
mungswiderstand besitzen als die Hohlriume des zweiten

Elements;, und ein zweites Reagenz enthilt,

Einsatzelement nach Punkt 21, gekennzeichnet dadurchy,

daB es‘zwischen dem zweiten und dem dritten Element ein
weiteres Element mit einer Vielzahl sehr kleiner, mitein-
ander in Verbindung stehender Hohlraume aufweist:, welche
eine reaktive Oberfléche aufweisen,

Einsatzelement nach einem der Punkte 7 bis 227 gekenn-

zeichnet durch einen Abschnitt;, in dem die sehr klsinen

‘Hohlraume Molekularsiebstruktur aufweisen,

Hierzu_6 _ Setien Zeichnungen
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