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@ Reaktionsbehalter fiir inmunologische Analysen.

@ Der erfindungsgemafBe Reaktionsbehalter fir immuno-
jogische Analysen hat rohrformige Gestalt und der Teil am
oder nahe seinem geschlossenen Ende ist in mehrere
miteinander verbundene Abteile unterteilt, indem Sicken
oder Trennwénde in Form von Rippen (S) Flanschen in der
Rohrwandung des Behélters vorgesehen sind oder der
Behdlter durch den Zwischenraum von zwei koaxialen
Rohren mit unterschiedlichen Radien geformt ist, wobei die
Wandungen der Rohre ebenfalls mit Falten oder dergleichen
versehen sein konnen. Der Reaktionsbehélter is vorzugs-
weise aus einem hydrophile funktionelle Gruppen enthalten-
den Material hergestelit, an welches sich der Antikérper
chemisch bindet, wodurch Rohre in gleichm&Riger Qualitat
erzielbar sind, welche sich gut lagern lassen. Das zu analysie-
rende Antigen wird schnell von dem an der Wandung des
Reaktionsbehalters fixierten Antikdrper gebunden.

FIG. 2
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Reaktionsbeh&lter fir immunologische Analysen

Die Erfindung betrifft einen rohrférmigen Reaktionsbehé&lter fiir
immunologische Analysen, welcher zumindest an seinem geschlos-
senen oder unteren Ende eine Innenwandung aufweist, an welcher
ein Antikdrper fixiert ist, welcher den zu analysierenden Be-
standteil (Antigen) und den markierten Bestandteil (markiertes
Antigen) an sich bindet.

Man kennt bereits Reaktionsbehz‘ilter, welche aus einem Reagenz-
glas oder Testrohrchen Qjaestehén und deren innere Wandung mit
einem Antikérper ﬁberzqgen ist. Man kennt auch Systeme, bei
denen man in ein herkdmmliches unbehandeltes Reagenzglas eine
Kugel oder einen anders geformten Einsatz hineinfallen 148t, wel-
cher mit einem Antikdorper beschichtet ist, welcher den zu ana-
lysierenden Bestandteil und den markierten Bestandteil an sich
bindet (US-Patentschriften 4 320 087 und 4 225 575).

Ein Nachteil der vorgenanhten Reaktionsbehédlter besteht darin,

daB eine Bindung des zu analysierenden Antigens und des mar-

‘kierten Bestandteils an den Antikérper oder an die mit dem Anti-

kérper beschichtete Kugel oder den &hnlichen Einsatz im Rea-

- genzglas langsam vor sich geht. Der Grund dafir ist darin zu

sehen, daB die Bindungsreaktionsgeschwindigkeit durch die Dif-
fusion des zu analysierenden Bestandteils (Antigen) und des
markierten Bestandteils (markiertes Antigen) innerhalb der Lo-
sung im Rohr an die Wandungen des Rohres bestimmt wird. Bei
einem herkdmmlichen Reagenzglas sind die Diffusionsentfernungen

grof und geht die Bindung langsam vor sich. Wenn die Abmes-
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sung des Molekiils zunimmt, nimmt seine Diffusionsgeschwindig-
keit ab, wodurch die Analyse von beispielsweise makromnlekula-
ren Proteinhormonen langsam vor sich geht. Die Verwendung ei-
ner mit einem Antikérper beschichteten Kugel erhéht die Bin-
dungsgeschwindigkeit im Vergleich zur Verwendung eines beschich-
teten Reagenzglases nicht wesentlich. Auch bringt das Einsetzen
einer Kugel oder eines &dhnlichen Objektes in das Reagenzglas ei-
nen weiteren Arbeitsschritt mit sich. Auflerdem ist die Handha-
bung und Lagerung getrennter Elemente fiir ein Reaktionsbehil-
tersystem unbequem und die mit Antikorper beschichtete Oberfld-
che des einzusetzenden Elementes kann leicht beschiddigt werden,

was zu ungenauen Analyseresultaten fiihrt.

Die als Reaktionsbehédlter verwendeten Reagenzgldser oder die
Kugeln und &hnliche Gegenstinde sind im allgemeinen aus Poly-
styrol oder Polypropylen hergestellt. Der Antikdérper wird an ih-
rer Oberfldache durch Adsorption oder in mehreren Stufen che-
misch fixiert. Eine derartige Fixierung ist umstdndlich und die
gleichméBige Beschichtung von Hunderten oder Tausenden von Re-
agenzgldsern in einer oder mehreren Partien ist duBerst schwie-
rig.

Der erfindungsgeméfBe Reaktionsbehilter iiberwindet die vorge-
nannten Nachteile und ist im wesentlichen dadurch gekennzeich-
net, daf die Oberfliche der Innenwandung des Reaktionsbehdl-
ters an und neben seinem geschlossenen Ende dadurch vergroBert
ist, daB8 in ihr eine oder mehrere parallel zur Lingsachse des
Behilters verlaufende, in den Behédlter hineinragende und in die
Behédlterwandung integrierte Fldchen vorgesehen sind.

1
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Nach einem Vorschlag der Erfindung ist der Behilter mit Sicken
oder Windungen versehen. Alternativ ist der Reaktionsbehilter
durch Trennwidnde in mehrere Abteile derart unterteilt, daB die |
Fliissigkeit ungehindert vom einen Abteil zu einem anderen flies-
sen kann. Der erfindungsgemédfie Reaktionsbehdlter kann auch
aus einem Rohr bestehen, welches ein zweites koaxiales Rohr mit
kleinerem Durchmesser umschliefit, wobei letzteres vom Boden aus

nach oben ragt.

Erfindungsgemdf ist der untere oder geschlossene Teil des Reak- -
tionsbehdlters mit wenigstens einem und zweckmiBigerweise mit
nicht mehr als acht Sicken; vorzugsweise in symmetrischer An-
ordnung iiber den Umfang verteilt, versehen. Gem&f einer beson-
ders vorteilhaften Ausbildung ist der Beh&lter mit vier bis sechs
symmetrisch angeordneten Sicken versehen. Jede Sicke kann von
der Wandung in den Reaktionsbehédlter um ein Stiick hineinragen,
welches etwa 1/8 bis etwas weniger als 1/2, wie beispielsweise
1/8 bis etwa 5/12, vorzugsweise 1/5 bis 1/3 des Innendurchmes- .
sers des Behédlterquerschnittes entspricht, um einerseits die Dif- -
fusionsabstédnde ausreichend zu verkiirzen und andererseits den- -
noch eine ungehinderte Stromung der Fliissigkeit im Behdlter zu
ermoglichen. Die. Ldngsausdehnung der Sicken erlaubt ein schnel-
les und sauberes Entleeren des Behilters. Die Sicken erstrecken
sich in Léngsrichtung des Reaktionsbehdlters {iber eine Lé&nge,
welche ausreicht, um {iber den Spiegel der Probe im Rohr hin-
auszureichen. Diese Linge betrdgt beispielsweise im allgemeinen
etwa 1/4 bis 1/2, insbesondere etwa 1/3 der Lange des Behil-
ters, wenn der Behélter die Form eines Mikroreagenzrohres be-
sitzt.
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Nach einem zweiten Vorschlag der Erfindung kann der Reaktions-
beh&lter mit Trennwénden versehen sein, welche in den Behilter
hineinragen und derart ausgebildet sind, daffi die Fliissigkeit
zwischen den verschiedenen Teilen des Beh&lters ungehindert
flieBen kann. Die Trennwénde kdnnen beispielsweise Flansche
sein und im allgemeinen rechtwinklig zur Wandung des Behélters
verlaufen oder sie kénnen die Form von Rippen haben. Die vor-
genannten Forderungen in Verbindung mit der Ausfiihrung der
Sicken gilt auch in diesem Fall in Bezug auf die Anzahl der
Wandungen oder Rippen, ihre Lange und ihre Ausdehnung in den
Behédlter hinein. |

Ein besonders vorteilhafter Reaktionsbehédlter ist ein Testrohr,
dessen unteres oder geschlossenes Ende mit fiinf symmetrisch an-
geordneten Rippen in der Rohrwandung versehen ist, welche sich
von der Wandung aus in das Rohr um ein etwa einem 1/3 des
Innendurchmessers des Rohrquerschnittes entsprechendes Stiick
erstrecken.

GemdB einem dritten Ausfiihrungsbeispiel besteht der Reaktionsbe-

~hélter aus zwei koaxialen Rohren unterschiedlichen Durchmessers,

wobei das Innenrohr sich vom Boden des Aufienrohres nach oben
erstreckt und dadurch zwischen beiden ein kreisringformiger Re-
aktionsraum begrenzt wird. Das Innenrchr kann dadurch ausge-
bildet werden, daB der Boden des Aufienrohres in das Rohr zu
dessen Mindung hin eingedriickt wird. Alternativ kann das In-
nenrohr auch an der Bodeninnenfldche des Auflenrohres auf ir-
gendwie geeignete Weise befestigt werden. Die Weite des Ringrau-
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mes kann schwanken, betrdgt jedoch zweckméfiigerweise etwa 1/5
bis 1/3 des Innendurchmessers des AuBenrohres. Eines oder beide
der koaxialen Rohre konnen auch mit Sicken oder Rippen oder
Flanschen versehen werden, wie dies im Zusammenhang mit der
Ausfiihrung aus einem einzigen Rohr beschrieben wurde. Dabei
sind das Innen- und das AuBenrohr vorzugsweise mit der glei-
chen Anzahl von beispielsweise Sicken versehen, welche ineinan-

dergreifen (Fig.4).

Der erfindungsgeméfle Reaktionsbehdlter ist vorzugsweise aus ei-
nem Kunststoff oder einem anderen, hydrophile funktionelle Grup-
pen enthaltenden Material hergestellt, wie beispielsweise -~COOH,

-0OH, -CHO, —NH2 usw.. Geeignete Kunststoffe fiir den Reaktionsbe-

hélter sind beispielsweise Polyakrylat-Athylen-Copolymere; Poly-
styrolderivate, wie beispielsweise Polyaminostyrol, Polystyrol-
akrylnitril oder Polyvinylbenzylchlorid; Polyhydroxydthylmet-
akrylat, Tris—akryl—NH2 .

Versuche haben gezeigt, daB in dem erfindungsgem&fBen Reakti-
onsbehédlter der an der Wandung des Beh&lters fixierte Antikér-
per sehr schnell den zu analysierenden Bestandteil (Antigen)
und den markierten Bestandteil (markiertes Antigen) aus der L&-
sung an sich bindet (Fig. 5). Mit dem erfindungsgemé&fen Reak-
tionsbehédlter kénnen die immunologischen Analysen schnell durch-
gefiihrt werden und die Moglichkeit von Fehlern nimmt ab, da
die Bindungsreaktion fast bis zum Ende vor sich gehen kann,
bevor die Lésung aus dem Behdlter entfernt wird und die Menge

des an der Wandung gebundenen markierten Bestandteils gemes-
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sen wird. Dies bedeutet einen eindeutigen Vorteil fiir den Benut-

zer, wenn im allgemeinen téglich Hunderte von Analysen durch-
gefihrt werden miissen.

Der Antikérper wird erfindungsgemdB am Reaktionsbehidlier auf

einfache und zuverldssige Weise fixiert, da das Material des Re- |

aktionsbehé&lters funktionelle Gruppen enthilt.

Die Erfindung wird nachstehend anhand der beiliegenden Zeich-

nung im einzelnen erldutert; es zeigt

Fig. 1

Fig. 2

Fig. 3

Fig. 4

einen Reaktionsbehilter, dessen unteres Teil gewunden
ist oder mit Sicken versehen ist, und zwar im L&ngs- -

schnitt und im Querschnitt;

einen Langs- und einen Querschnitt eines Reaktionsbe- -
hidlters, welcher durch Trennwidnde in einzelne Abteile :
unterteilt ist;

einen L&ngs- und einen Querschnitt eines Reaktionsbe-
hélters, der aus 2zwel koaxialen Rohren mit unter-
schiedlichen Durchmessern ‘gebildet ist;

einen Querschnitt eines Reaktionsbehédliers gem&af Fig.
3, bei welchem das Innen—- und das Auflenrochr mit Win-

dungen oder Sicken versehen ist und
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Fig. 5 das Bindevermigen des zu analysierenden Bestandteils
(Antigen) und des markierten Bestandteils (markiertes
Antigen) als eine Funktion der Zeit bei einer Messung
mit einem erfindungsgem&fen Reaktionsbehdlter (Kurve
A) bzw. mit einem herkdémmlichen Testrohr (Kurve B).

Bei der Ausfihrung gem#df Fig. 1 ist die Oberfldche der Wan-
dung des Reaktionsbehdlters oder Rohres dadurch vergrofiert,
da in der Wandung vier Windungen oder Sicken P vorgesehen
sind, welche sich lber einen Teil der Rohrlidnge erstrecken. Auf
diese Weise wird auch der flissigkeitsgefiillte Raum V im Rohr
etwas enger. Bei dieser Ausfiihrung betrdgt der Abstand zwi-
schen zwei einander gegeniiberliegenden Sicken etwa die H&lfte
des Rohrdurchmessers. Gleiche Eigenschaften ergeben sich bei
dem RBReaktionsbehédlter gem&B Fig. 2, bei welchem der Fliissig-

keitsraum V durch Trennwédnde oder Rippen S in vier Abteile un-

terteilt ist, welche in den Behdlter um ein etwa 1/3 des Durch-

messers entsprechendes Stiick hineinragen. In Fig. 3 ist der

Fliissigkeitsraum V durch zwei koaxiale Rohre T, und T, unter- ;

: 1 2
schiedlichen Durchmessers definiert. In Fig. 4 wird der Fliissig-

keitsraum zwischen zwei koaxialen Rohren wie in Fig. 3 ausge-
bildet, doch sind das AuBenrohr X und das Innenrohr Y mit

Windungen oder Sicken P entsprechend denen der Fig. 1 versehen,

Der erfindungsgeméBe Reaktionsbehédlter wird wie folgt verwen-

det: Die Testprobe und der markierte Bestandteil werden in den .
Reaktionsbehédlter eingebracht. Daraufhin bindet sich das Antigen

in der Probe und das markierte Antigen, welches als der mar-

o S -91'31292_‘
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kierte Bestandteil fungiert, an den Antikérper an der Wandung
des Reaktionsbeh&dlters. Wenn die Bindungsreaktion weit genug
fortgeschritten ist, wird die Lésung aus dem Reaktionsbehilter
abgegossen und die Menge des an der Wandung des Reaktionsbe-
halters anhaftenden markierten Bestandteils gemessen. Die Menge
an markiertem Bestandteil kann auch aus der aus dem Reaktions—
behédlter ausgegossenen Lésung gemessen werden. Das Analysever-
fahren hé&ngt von dem verwendeten markierten Bestandteil ab.
Die Fixierung des Antikorpers an der Wandung des Reaktionsbe-
hé&lters erfolgt durch chemische Bindung des Antikdrpers an die
funktionellen Gruppen des Materials, aus welchem der Reaktions—
behé&lter besteht.

Auf diese Weise erhdlt man gleichmédBige Reaktionsbehé&lter, und
zwar selbst bei Herstellung in groSlen Serien, wadhrend aufierdem
eine einwandfreie Lagerung ermdglicht wird. Aufgrund der Form
des erfindungsgemé&fien Reaktionsbehdélters geht die Bindung des
Antigen und des markierten Bestandteils an dem an der Wandung
des Reaktionsbehdlters fixierten Antikdorpers sehr schnell vor
sich. Mit dem erfindungsgemédfien Reaktionsbehdlter lassen sich
alle derartigen Substanzen und Substanzkombinationen analysie-
ren, welche eine immunologische Analyse erlauben. Bei dem an
der Wandung des Reaktionsbehdlters fixierten "Antikdrper" kann
es sich auch um ein Antigen handeln.
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Patentanspriiche:

1. Rohrférmiger Reaktionsbehédlter fiir immunologische Analysen,
welcher zumindest an und neben seinem geschlossenen Ende eine |
Innenwandung aufweist, an welcher ein Antikdrper fixiert ist,
an welchen sich der zu analysierende Bestandieil und ein mar-
kierter Bestandteil einer Losung im Beaktionsbehdlter binden,
dadurch gekennzeichnet, daB die Ober-
fliche der I1nnenwandung des Reaktionsbehilters am und nahe
seinem geschlossenen Ende dadurch vergroéflert ist, daf in der
Innenwandung eine oder mehrere parallel zur Langsachse des Be- ;
hélters verlaufende, in den Behdlter hineinragende und in die |

Behélterwandung integrierte Fldchen ausgebildet sind.

2. Reaktionsbehé&lter nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dafl die Flachen durch radial nach innen weisende Sicken (P)
oder Windungen in der Behé&lterwandung gebildet sind.

3. Reaktionsbeh&dlter nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daBl die Fldchen aus in der Innenwandung des Behélters ausge-
bildeten, radial nach innen weisenden Rippen (S) oder Flanschen
bestehen.

4., Reaktionsbehdlter nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB die Fldche dadurch gebildet ist, daB das Bodenteil des Be-
hilters in den Behilter in Richtung auf dessen Offnung i{iber ei-
nen im wesentlichen der Reaktionsfldche entsprechenden Teil ein-

gepreft ist.
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5. Reaktionsbehdlter nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB die Fldche dadurch gebildet ist, da8 auf der inneren Bo-
denwandung des Behédlters ein koaxiales Rohr (TZ) kleineren
Durchmessers befestigt ist.

6. Reaktionsbehédlter nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekenn-
zeichnet, daffi eines der Rohre mit radial verlaufenden Sicken
oder Rippen oder Flanschen versehen ist.

7. Reaktionsbehédlter nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekenn-
zeichnet, daB beide Rohre (X, Y) mit Sicken (P) oder Rippen
oder Flanschen versehen sind.

8. Reaktionsbehédlter nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
daB die Sicken oder Rippen oder Flansche in dem einen Rohr und
die im zweiten Rohr ineinandergreifen.

9. Reaktionsbeh#lter nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekenn-
zeichnet, daf der Behilter mit héchstens acht, vorzugsweise vier
bis sechs Sicken oder BRippen oder Flanschen versehen ist.

10. Reaktionsbeh&lter nach Anspruch 9, dadurch gekehnzéichnet,
daB die Sicken oder Rippen oder Flansche in den Reaktionsbe-
hidlter um 1/8 bis etwas weniger als 1/2, beispielsweise um 1/8
bis 5/12, vorzugsweise um 1/5 bis 1/3, des Innendurchmesser des
Behé&lters hineinragen.
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11. Reaktionsbehélter nach irgendeinem der vorhergehenden An-
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB er aus einem hydrophile
funktionelle Gruppen enthaltenden Material besteht.

12. BReaktionsbehé&lter nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet,
daB8 das Material aus der Gruppe der Polyakrylat-Athylen-Copo-
lymere; Polystyrolderivate, wie beispielsweise Polyaminostyrol,
Polystyrolakrylonitril oder Polyvinylbenzylchlorid; Polyhydroxy-

dthylmetakrylat; Tris-akryl-NH, ausgewdhlt ist.

2
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Bindung A

FIG. 5
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