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Zahlgenauigkeit. Mit der Erfindung wird die Aufgabe gelost, dem Analysatorteil, genannt Hiillstromkammer, ein
wohldefiniertes Volumen Partikelsuspension so zuzufihren, daB die hydrodynamisch fir die Zahlung und Messungy
optimalen Verhiltnisse nicht gestort werden. Erfindungsgemal wird die Aufgabe dadurch gelost, daft der diinne
Flissigkeitsstrom, genannt Probenstrom, abwechselnd eine Saule Partikelsuspension wohlbestimmten Volumens und
eine Saule partikelfreie Flissigkeit gleicher physikalischer Eigenschaften wie die Suspensionsfliissigkeit fuhrt und
daB diese Saulen aneinandergrenzend in laminarer Stromung einer Hillstromkammer zugefiihrt werden.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Probenzufiihrung fiir Partikelzahl- und MeRgerate auf der Grundlage der

Hiillstromtechnik fur die Zufihrung der Partikelsuspension zum MeBort, gekennzeichnet dadurch,

daR ein Probenstrom abwechselnd eine Saule Partikelsuspension wohldefinierten Volumens und
eine Saule partikelfreie Fliissigkeit gleicher physikalischer Eigenschaften wie die
Suspensionsflissigkeit fihrt, dal diese Siulen aneinandergrenzend in laminarer Stromung einer
Hiillstromkammer zugefiihrt werden und ein Hillstrom fortwahrend in stetiger laminarer Stromung
der Hiillstromkammer zugefihrt wird.

2. Vorrichtung zur Probenzufiibrung fur Partikelzahl- und MeRgeréte, bestehend aus einer
Hullstromkammer (1) mit Hllstromzufithrung (2} und Probenstromzufiihrung (3), einem Kanal (5),
einem Kanal (11), Ventilen (6), (7), (8), (9), (10), einem Vorratsgefal fiir partikelfreie
Probenstromfiiissigkeit (14), einem Vorratsgefall fiir partikelfreie Hiillstromfliissigkeit (16), einer
Saugpumpe {12), einem geregelten Drucksystem (16) und einem Ansaugstutzen (17) fur die
Partikelsuspension, gekennzeichnet durch eine Anordnung der Kanéle (5) und (11) und Ventile (6),
(7), (8), (9), (17) derart, daB Kanal (5) und Kanal (11) parallel geschaltet sind, daB Kanal (5)
volumenkalibriert ist, daB Ventil (6) sich zwischen Ansaugstutzen (17) und Kanal (5) befindet, dal’
Ventil (10) sich zwischen Kanal (6) und Saugpumpe (12) befindet, daB Ventil (7) und (9) sich
swischen Kanal (5) und Kanal (11) befinden und Ventil (8) sich im Kanal (11) befindet.

Hierzu 1 Seite Zeichnung

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindungistanwendbarin Partikelzahl- und MeBgeraten, die Einzelpartikelmessungen durchfiihren an kleinen Partikeln, die
in Fliissigkeit suspendiert sind, und zwar unabhingig davon, ob die Messung nach dem elektrischen Widerstandsprinzip
(Coulter-Counter) oder iiber optische Antastung {DurchfluBmikrofotometer) erfolgt.

Die Erfindung hat damit ein sehr weites Anwendungsgebiet in Medizin, Biotechnologie und Technologie.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die bekannten techn schen Losungen zur Probendosierung fir Partikelzahl- und MeRgerite sind im Zusammenhang mitdem
Wirkprinzip der Partikelzahl- und MeRgerate zu verstehen. Das Wirkprinzip der Partikelzahl- und MeRgerite ist dadurch
gekennzeichnet, daB die Partikel aus der Suspension heraus vereinzelt zum MeRort gefiihrt und positioniert werden. Dabei hat
sich insbesondere die Hiillstromtechnik nach Crosland-Taylor (A Device for counting small particles suspendedina fluid trough
atube, Nature 171 [1953], 37) sowie die hydrodynamische Fokussierung nach Spielman und Goren {Improving resolution in
coulter-counting by hydrodynamic focusing). Colloid and interface Sci 26 {1968], 176) bewihrt. In typischen Anordnungen
werden 1000 Partikel pro sec. gezahlt. Fiir einen waiteren Uberblick sei auf Steinkamp (Flow cytometry, Rev. Sci. Instr.55 [1984],
1375) verwiesen. Eine fiir die Anwendung der Erfindung retevante Anordnung ist gegebenin Braun, G. et al. FC DD 222123 A1
(Verfahren und Vorrichtung zur fluorometrischen Bestimmung der Menge in Partikeln eingebetteten Stoffs).

Bei der bewihrten Hiillstromtechnik werden die Partikel in einem diinnen Fliissigkeitsstrom, genannt Probenstrom, der von
einem partikelfreien Flissigkeitsstrom, genannt Hullstrom, ummanteltist, durch den MeRort gefiihrt. Die Aufgabe ist dann,
auBer der Zihlung der Partikel, noch das Flissigkeitsvolumen des Probenstroms wahrend der Zihlung zu bestimmen bzw. das
Fliissigkeitsvolumen, in dem gezihlt werden soll, priizise zuzufihren. Hierfir sind eine Vielzaht technischer Losungen bekannt.
Die Anzahl der in Betracht kommenden Lésungen wird eingeschrankt durch die Tatsache, daf in Folge der Hilllstromtechnik die
2u analysierenden Volumina des Probenstroms sehr klein sein konnen. Typische Werte fiir die Probenstromvolumina liegen im
Bereich von Mikrolitern. Damit scheiden aus verschiedenen Gri:nden bekannte Verfahren dber die Unterbrechung elsktrischer
Kontakte durch den Abrif} einer leitenden Fliiecinkeit {z. B. Gerit Laborscale der Fa. Medicor, Ungarn} aus. AuBerdem sind
leitende Suspensionsflissigkeiten bei optischer Antastung der Partikel oft nicht erforderlich bzw. nicht erwiinscht.

Andere Verfahren beruhen auf der Triggerung des Zahlprozesses beim Durchlaufeiner Luftblasein der Partikelsuspension durch
ein volumenkalibriertes Kapillarrohr (Geréte der Fa. Ortho Diagnostic Systems, USA). Die Luftblasen kénnen jedoch zu einer
Stérung der hydrodynamischen Fokussierung und damit der Mefgenauigkeit fihren. Ein weiteres Verfahren nutzt die genaue
Einstellung von Durchmesser und FluBgeschwindigkeit des Probenstromes (Gerat FACSan der Fa. Becton Dickinson, USA}iiber
Druckstabilisierung aus. Dieses Verfahren ist sehr aufwendig und storanfallig.

Ein weiteres Verfahren, das die definierte Zugabe einer Suspension bekannter Konzentration zu der zu bestimmenden (Haynes,
Shorr, PS DE 2748923, G01 N 15/06) nutzt, kommit fiir Routinemessungen nichtin Frage.

Am aussichtsreichsten sind die Verfahren, bei denen ein abgemessenes Probenvolumen zugefiihrt wird. Diesistz.B. realisiert,
wenn das Probenvolumen mechanisiert aus einer Spritze herausgedriickt wird {Informationsblatt Neueinfiihrung Leitz MPV 4 -
DurchfluRzytometer).
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Der am weitesten fortgeschrittene Stand wird verkdrpert durch EP 101161 A2, GO1N 1/00 der Fa. Technicon Instr. Corp., USA
{Farrel, Apparatus and method for passing two fluids simultaneously through and analytical flow cell). Hier wird ein genau
bestimmtes Volumen durch die Hillstromzufiihrung der Mekammer gedriickt, wahrend gleichzeitig am Ausgang der
MeRkammer ein um ein genau bestimmtes Volumen des Probenstromes vermehrtes Volumen angesaugt wird. Der Nachteil
dieser Anordnung ist, daB sie in diskontinuierlicher Weise arbeitet. Praziser ausgedrickt, wird das Stromungsfeld, das die
hydrodynamische Fokussierung bewirkt, etwa zur gleichen Zeit aufgebaut, in der der MeBvorgang beginnt, Damit sind
Positionsinstabilititen des Probenstromes verbunden, die sich nachteilig auf die MeRgenauigkeit auswirken, wie das auchinder
Literatur beschrieben ist (D.C.Nguyen, R.A.Keller, Ultrasensitive Laser-induced fluorescence detection in hydrodynamically
focused flows, Journal of the Optical Society of America 134 [1987], 138).

Ziel der Erfindung

Verbesserung der MeR- und Zihlgenauigkeit von Partikelzdh!- und MeBgeraten bei der Analyse kleiner Probenvolumina.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, einer Hiillstromkammer von Partikelzahl- und MeRgeraten ein wohldefiniertes
Volumen Partikelsuspension in einem Probenstrom so zuzufiihren, daft die hydrodynamischen, fiir die Zéhlung und Messung
optimalen Verhiltnisse mdglichst aicht gestért werden.

Erfindungsgemaf wird die Aufgabe dadurch geldst, daft der Probenstrom abwechselnd eine Siule Partikelsuspension
wohlbestimmten Volumens und eine Siule partikelfreie Fiissigkeit gleicher physikalischer Eigenschaften wie die
Suspensionsfliissigkeit fiihrt und daB diese Séulen aneinandergrenzend in laminarer Strémung der Hilllstromkammer zugefiiht
werden, wahrend der partikelfreie Hiillstrom fortwéhrend in stetiger laminarer Strémung der Hiillstromkammer zugefiihrt
wird.

Die erfindungsgemafe Vorrichtung zur Probenzufiihrung fiir Partikelzahl- und MeRgeréte, besteherd aus einer
Hiillstromkammer mit Hillstremzufiihrung und Probenstromzufiihrung, zwei Kandlen, fiinf Ventilen, einem VorratsgefaR fir
partikelfreie Probenstromfliissigkeit, einem VorratsgefaR fiir partikelfreie Hiillstromfliissigkeit, einar Saugpumpe, einem
geregelten Drucksystem und einem Ansaugstutzen fir die Partikelsuspension ist gekennzeichnet dadurch, daB die Kanéle
parallel geschaltet sind, daB einer der Kanale volumenkalibriert ist, daf ein Ventil sich in der Verbindung des volumenkalibrierten
Kanals zum Ansaugstutzen befindet, dal ein Ventil sich in der Verbindung des volumenkalibrierten Kanals zur Saugpurnpe
befindet, daR jeweils ein Ventil sich in den die Parallelschaitung der Kanle herstellenden Verbindungen befindet und daR ein
Ventil sich im nicht volumenkalibrierten Kanal befindet.

Die Funktionsweise der Vorrichtung wird im folgenden erlédutert.

Erstens: Diein der die Parallelschaltung der Kanile herstellenden Verbindung befindlichen Ventile sind geschlossen, die anderen
gedfinet. Auf diese Weise wird der Probenstromzufihrung der Hillstromkammer eine Saule partikelfreie Flissigkeit aus dem
VorratsgefaB zugefiihrt, wahrend gleichzeitig der volumenkalibrierte Kanal mit Partikelsuspension gefiilit wird.

Zweitens: Die Ventile in den Verbindungen des volumenkalibrierten Kanals zum Ansaugstutzen und zur Saugpumpe sowie das
Ventil im nicht volumenkalibrierten Kanal sind geschlossen, die anderen gedffnet. Auf diese Weise wird eine Sule
Partikelsuspension wohlbestimmten Volumens im unmittelbaren Anschiuf} an die Siule partikelfreie Flissigkeit der
Probenstromzufiihrung der Hiillstromkammer zugefiihrt, wahrend die restliche Partikelsuspension zum Abfallbehalter gelangt.

Ausfiihrungsbeispiel

Ein Ausfihrungsbeispiel soll anhand der Zeichnung néher erldutert werden.

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren wurden die Zahlung und Messung der GréRenverteilung von masnschlichen
Erythrozyten, suspendiert in physiologischer Kochsalzlésung, an einem DurchfluBzytometer als Probensuspension 4 mittels der
erfindungsgeméfen Vorrichtung, bestehend aus einer Hilllstromkammer 1 mit Hullstromzufiihrung 2 und
Probenstromzufiihrung 3, einem volumenkalibrierten Kanal 5, dessen Volumen 50l betrégt, einem Kanal 11, den Ventilen 6, 7,
8,9, 10 nach dem Scheibenhahnprinzip, einem Vorratsgefa 14 fir partikelfreie Probenstromfliissigkeit, die aus physiologischer
Kochsalzlésung besteht, einem VarratsgefdR 15 fir partikelfreie Hillstromfliissigkeit, die aus destilliertem Wasser besteht, einer
Saugpumpe 12, einem geregelten Drucksystem 16 des Férderdrucks 0,04 MPa, einem Ansaugstutzen 17 sowie einem
Abfallbehalter 13, durchgefihrt.

Zunichst wurde der Kanal 6 mit der Erythrozytensuspension als Probensuspension 4 gefiillt, wahrend gleichzeitig der
Probenstromazufiihrung 3 der Hiillstromkammer eine Séaule partikelfreie Flissigkeit aus dem VorratsgefaB 14 zugefiihrt wird,
indem die Ventile 7 und 9 geschlossen sind, wéhrend die Ventile 8, 8 und 10 gedffnet sind. Dann wird der Inhalt des
volumenkalibrierten Kanals 5, bestehend aus 50! Erythrozytensuspension in unmittelbarem Anschlu® an die Saule
partikelfreier Flissigkeit der Probenstrom.«fihrung 3 der Hiillstromkammer zugefiihrt, vidhrend die restliche
Erythrozytensuspension zum Abfallbehilter 13 gelzgi, indem die Ventile 6, 8 und 10 geschlossen und Ventil7 und Ventil 2
geoffnet sind.

Ubereinstimmend mit Messungen an einem kommerziellen Partielzahigerat Laborscale (Medicor, Ungarn) wurde die
Erythrozytenkonzentration zu (5,08 + 0,05) x 10'¥/1 ermitteit. Gegeniiber der Messung am Laborscale wurde die Schiefe der
GroRenverteilung verringert sowie der Variationskoeffizient von CV = 26% auf CV = 18% reduziert. Dies st in der
hamatologischen Diagnostik von Bedeutung fiir das Erkennen pathoiogischer Befunde (siehe 2.B. Bessmann, J.D.etal. Am.
J.Clin. Pathol. 80 {1283], 322).
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Beispiel 2
Nach dem erfindungsgemaRen Verfahren wurde mittels der erfindungsgeméRen Vorrichtung eine immunologische

Untersuchung an einer Lymphozytenpopulation, die nicht mehr als 5 x 10° Zellen enthielt, durchgefiihrt. Gegeniiber Beispiel 1
wurden die Zellen in iiblicher Weise in PBS suspendiert. Der angrenzende Probenstrom bestand ebenfalls aus PBS, ansonsten
wurden die Bedingungen nach Beispiel 1 nicht geéndert. Die zuverlassige Analyse kleinster Probenmengen ist ein weiterer
Vorteil der erfindungsyeméaBen Losung (Vergleiche 2.B. Chen, Z. et al., Leukemia Res. 10 [1986], 1411),
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Fig. 7
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