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(54) VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR STOFFTRENNUNG DURCH ZENTRIFUGATION

(567)  Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren
zur Stofftrennung wie insbesondere zur Trennung der
Bestandteile von Suspensionen, Emulsionen und Gas-
gemischen, sowie geeignete Vorrichtungen zur Durch-
fuhrung desselben.

Erfindungsgemal erfolgt das Trennverfahren durch

Ubliche Zentrifugation unter Verwendung geeigneter
Trennvorrichtungen und/oder Zentrifugationsbehaltnis-
sen in Anwesenheit von mindestens einem Beschleuni-
gungssensor in unmittelbarer Nahe zum Zentrifugations-
gut.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren
zur Stofftrennung wie insbesondere zur Trennung der
Bestandteile von Suspensionen, Emulsionen und Gas-
gemischen, sowie geeignete Vorrichtungen zur Durch-
fuhrung desselben.

[0002] Zur Stofftrennung werden haufig Zentrifugen
eingesetzt, die unter Ausnutzung der Massentragheit ar-
beiten. Die Funktionsweise beruht auf der Zentrifugal-
kraft, die aufgrund einer gleichférmigen Kreisbewegung
des zu zentrifugierenden Gutes (Zentrifugiergut) zustan-
de kommt und die gewlinschte Stofftrennung herbeifiihrt.
Ein ahnliches Verfahren verwendet der Fliehkraftab-
scheider, fir dessen Anwendung das erfindungsgemafe
Verfahren gleichermallen geeignet ist.

[0003] Zentrifugen nutzen die Massentragheit im Zen-
trifugiergutraum zur Stofftrennung. Dabei werden Parti-
kel oder Medien mit héherer Dichte aufgrund ihrer héhe-
ren Tragheit von den Bestandteilen mit niedrigerer Dichte
getrennt. Dieser Prozess ist gegenuber der Sedimenta-
tion durch die Schwerkraft wesentlich schneller oder wird
Uberhaupt erst moéglich, da Gegenkréafte wie die Adhasi-
on, die thermische Molekularbewegung oder die Visko-
sitdt Gberwunden werden.

[0004] Werden zur gewlinschten Stofftrennung eines
gegebenen Stoffgemisches unter Verwendung dersel-
ben Zentrifuge und eines Zentrifugationsbehaltnisses
derselben Spezifikation voneinander abweichende Zen-
trifugationsbedingungen angewendet, kann es insbe-
sondere im medizinisch-diagnostischen Bereich zu er-
heblichen Auftrennungsfehlern kommen, da die Tren-
nung der Bestandteile unterschiedlicher Dichte nur teil-
weise stattgefunden hat. Praktische Anwendungen hier-
fur sind zum Beispiel die Trennung von Vollblut in Serum
oder Plasma und Zellbestandteile. Die getrennten Be-
standteile wie Plasma und Serum werden zum Beispiel
in der Diagnostik zur Bestimmung von Krankheitsmar-
kern weiterverwendet. Hierbei ist die Einhaltung der Zen-
trifugationsbedingungen fiir die Vergleichbarkeit der
Messergebnisse unabdingbar, da schon kleine Unter-
schiede die Messergebnisse moderner Methoden beein-
flussen kénnen. Die aktuelle Entwicklung in der zellba-
sierten Immuntherapie gegen Krebs hat aufgezeigt, dass
Zentrifugationsprozesse auch im pharmazeutischen Be-
reich relevant sind. Beispielsweise ist bei dem neu zu-
gelassenen T-Zell basierten Medikament CTL019 (No-
vartis, CAR-T Technologie) fir die Vorbereitung der T-
Zellen eine Zentrifugation zur Aufbereitung der T-Zellen
zwingend notwendig. Die Uberpriifbarkeit, ob diese fiir
die Konditionierung erforderlichen Zentrifugationspro-
zesse im Rahmen der zuvor erfolgten Spezifikation (Va-
lidierung) stattgefunden haben, ist exakt nur am Zentri-
fugationsgerat oder Zentrifugationsbehaltnis und nur di-
rekt nach dem Zentrifugationsvorgang gegeben. Dieser
Umstand erfordert Vertrauen in regelmaRige Wartung,
sachgemale Nutzung und wahrheitsgemale Hersteller-
angaben. Insbesondere bei dezentral stattfindenden
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Prozessen mit multiplen Anwendern kann es dabei zu
einer Vielzahl von Fehlern oder UnregelmaRigkeiten
kommen, die im Zuge vieler Zertifizierungs- und Auditie-
rungsmaflnahmen nicht vorkommen dirfen, wie dies un-
ter anderem unter GMP (Good Manufacturing Practice)
bzw. GLP (Good Laboratory Practice) festgelegt ist.
[0005] Es besteht daher ein Bedarf an der Bereitstel-
lung eines Verfahrens sowie daflir geeigneter Vorrich-
tungen, mit denen die Ergebnisse einer Stofftrennung
der vorbezeichneten Art direkt vor Ort in Echtzeit erfasst
und vergleichsweise einfach sowie kostenglinstig Uber-
prift werden kdnnen.

[0006] Die Aufgabe wird durch das Verfahren und
durch die Trennvorrichtung der unabhangigen Patentan-
spriche geldst. Vorteilhafte Ausfiihrungsformen sind in
den Unteranspriichen sowie in der nachfolgenden detail-
lierten Beschreibung dargelegt.

[0007] Wie bereits erwahnt, ist die Glte der Trennung
von Partikeln in Suspension durch Beschleunigungskraf-
te hauptsachlich von der Partikelgrée und den Dichte-
unterschieden zwischen den Stoffen abhéngig. Durch
die Anwendung von Beschleunigungskraften werden
Partikel mit gréBerem Volumen und héherer Dichte von
Partikeln mit geringerem Volumen und/oder geringerer
Dichte im Verlauf der Zentrifugation getrennt, wobei die
Zeit bis zur gewiinschten Trennung oder Sedimentation
durch die Anwendung hdéherer Beschleunigungskrafte
verkurzt werden kann. Durch die Stokes-Gleichung kann
die Sedimentationsgeschwindigkeit von Partikeln an-
hand von 5 Parametern sehr gut berechnet werden

L_d(p-Lg
187

, wobei v die Sedimentationsgeschwindigkeit der Parti-
kelsphare, d den Durchmesser der Sphare, p die Parti-
keldichte, L die Dichte des umgebenden Mediums, n die
Viskositdt des umgebenden Mediums, und g die Be-
schleunigungskraft bezeichnen.

[0008] Die Brown’'sche Molekularbewegung wirkt der
Sedimentationsgeschwindigkeit entgegen. Bei sehr klei-
nen Partikeln und geringen Dichteunterschieden miissen
deshalb sehr hohe Beschleunigungskrafte wirken, um ei-
ne erfolgreiche Trennung der Partikel zu gewahrleisten.
Durch die Anwendung von Zentripetalkraften um eine
fixierte Achse kdénnen diese hohen Beschleunigungs-
krafte erreicht werden, so dass selbst Trennungen von
Molekulen, die sich nur in der Isotopenverteilung unter-
scheiden, moglich sind. Diese allgemein als Zentrifuga-
tion bezeichnete Technik ermdglicht im biologischen
oder biotechnologischen Bereich die Trennung von Zel-
len, Organellen, Membranen und Molekilen. Eine grobe
Klassifizierung von Zentrifugationsanwendungen erfolgt
durch die erreichbaren Beschleunigungskrafte (ausge-
driickt in Vielfachen von g, der Erdbeschleunigung).
Wahrend bei der sogenannten Low Speed Zentrifugation
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bis zu 8.000 g zur Anwendung kommen, werden bei der
High Speed Zentrifugation bis zu 22.000 g und im Rah-
men einer Ultrazentrifugation bis zu 700.000 g angewen-
det.

[0009] Neben einerdirekten Sedimentation wird vor al-
lem die Low Speed Zentrifugation auch zur beschleunig-
ten Filtration oder anderen GréRenausschlussverfahren
genutzt. Dartiber hinaus werden bei der Festphasenex-
traktion von beispielsweise Nukleinsduren mittels soge-
nannter ’Spin Columns’ Zentrifugationsvorgénge zur Be-
schleunigung des Vorgangs eingesetzt (s. z.B. BioRad
(http://www.bio-rad.com/de-de/product/empty-spin-co-
lumns).

[0010] Eine Erweiterung der Methoden betrifft die dif-
ferenzielle Zentrifugation, welche die sequenzielle An-
wendung unterschiedlicher Zentrifugationsbedingungen
nutzt, um mehrere Stoffe aus demselben Gemisch zu
trennen. Weiterhin werden ’'Rate-Zonal’-Zentrifugatio-
nenund isopyknische Zentrifugationen verwendet. Beide
Techniken verwenden Hilfsstoffe, die Gradienten bilden.
Bei 'Rate Zonal' ist die Dichte des Gradienten geringer
als die zu trennenden Stoffe, weshalb es erforderlich ist,
die Zentrifugation zu einem definierten Zeitpunkt zu stop-
pen, um die Trennung verschiedener PartikelgréRen zu
erreichen. Bei der isopyknischen Zentrifugation ist die
Dichte des Gradienten durchaus héher als diejenige der
zu trennenden Stoffe, so dass sich die Partikel in einer
Bande des Gradienten gleicher Dichte bzw. gleicher Se-
dimentationsrate sammeln.

[0011] In Zentrifugen werden gewdhnlich Festwinkel-
rotoren, Ausschwingrotoren oder spezialisierte Rotoren-
systeme eingesetzt, die vorliegend auch als Trennvor-
richtungen bezeichnet werden. Die Rotoren kénnen di-
rekt zur Aufnahme eines aufzutrennenden Gemisches
ausgestaltet sein, oder sie sind ausgelegt zur Aufnahme
von Behaltnissen wie insbesondere Réhrchen unter-
schiedlicher GréRe und Beschaffenheit (Polypropylen,
meist bis 20.000 g (Festwinkelrotor), bei h6heren g-Kraf-
ten eher Duroplasten (z.B. Polycarbonat).

[0012] Zu den bekanntesten Zentrifugenherstellern
gehdren Beckmann-Coulter (Sorvallund andere Marken,
groRter Hersteller von Ultrazentrifugen), Hettich, Ther-
mo, Eppendorf, und NuAire.

[0013] Typische Zentrifugationsbehaltnisse wie z.B.
Zentrifugenréhrchen weisen ein Volumen zwischen 5 pl
und 5000 ml auf, wobei sie zumeist konisch, kugelférmig
oder elliptisch geformt sind. Die vorliegende Erfindung
istjedoch nicht auf diese exemplarische Auswahl an Gro-
Renund Formgebungen gebunden, sondern ist gleicher-
mafen fir die Verwendung von Behaltnissen anderer
GréRen und Formen geeignet.

[0014] Herkdmmliche Zentrifugenréhrchen werden
zumeist aus thermoplastischen oder duroplastischen
Kunststoffen im Spritzgussverfahren (im speziellen
Streckblas- oder Spritzblasverfahren) hergestellt, wobei
die Temperaturen im normalen Spritzgussverfahren bis
zu 220°C erreichen kdnnen. Im Spritzblasverfahren wer-
den niedrigere Verarbeitungstemperaturen im Bereich
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von ca. 100-120°C angewendet.

[0015] Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird
vorgeschlagen, die gewlinschte Stofftrennung mit Zen-
trifugen durchzufiihren, deren Rotoren und/oder Behalt-
nisse wie insbesondere Réhrchen mit mindestens einem
RFID-Transponder ausgeristet sind, wobei dieser
Transponder vorzugsweise eine Komponente eines
auch einen Empféanger umfassenden RFID-Systems
darstellt und einen Beschleunigungssensor (Accelero-
meter) umfasst, wobei der Beschleunigungssensor alter-
nativ auch als Komponente einer sogenannten inertialen
Messeinheit (engl. ’Inertial Measurement Unit’, IMU) be-
reitgestellt sein kann.

[0016] RFID (engl. radio-frequency identification’) be-
zeichnet eine Technologie fir Sender-Empféanger-Sys-
teme zum automatischen und beriihrungslosen ldentifi-
zieren und Lokalisieren von Objekten mit Radiowellen.
Ein bekanntes RFID-System besteht somit aus einem
Transponder, der sich am oder im Gegenstand befindet
und einen kennzeichnenden Code enthalt, sowie einem
Lesegerat zum Auslesen dieser Kennung. Erfindungs-
gemaR istder Transponder in der Trennvorrichtung einer
Zentrifuge wie insbesondere am Rotor und/oder am Zen-
trifugenréhrchen und somit in unmittelbarer Ndhe zum
aufzutrennenden Gut angeordnet, wobei die Anordnung
des Transponders alternativ auch im Rotor und/oder im
Zentrifugationsréhrchen bzw. ggfs. im aufzutrennenden
Gut erfolgen kann. Obwohl erfindungsgemaf bevorzugt
RFID-Systeme der vorbezeichneten Art, d.h. mit kenn-
zeichnendem Code des Transponders und Lesegerat
zum Auslesen der Kennung, eingesetzt werden, kénnen
insbesondere die mit einem RFID-Transponder verse-
henen Zentrifugationsréhrchen als Ein- oder Mehrweg-
artikel ausgestaltet sein. Da die Moglichkeit besteht,
RFID-Transponder Uber ein spezielles Druckverfahren
schaltungsstabil und hitzeresistent in Polymere einzu-
betten, ist es erfindungsgemal bevorzugt, Zentrifugati-
onsrohrchen aus Kunststoff zu verwenden, die durch vor-
bezeichnete Spritzgussverfahren unter Einlagerung sol-
cher hitzeresistenter RFID-Transponder aus Polymeren
hergestellt worden sind.

[0017] Die aktuell verfigbaren RFID-Transponder
(RFID-Chips) ermdglichen bereits eine Temperaturbe-
standigkeit bei 220°C fur die Zeitdauer einer Stunde, was
dem Temperaturbereich fir Spritzgussverfahrenim Rah-
men der Herstellung von Zentrifugationsréohrchen aus
Kunststoff weitgehend entspricht. Im Rahmen der vorlie-
genden Erfindung wird daher bevorzugt die Bereitstel-
lung sowie Verwendung von Trennvorrichtungen wie ins-
besondere Zentrifugationsrohrchen mit eingelagerten
RFID-Transpondern vorgeschlagen, welche in die
Spritzgussform oder fir das Spritzblasverfahren des
Roéhrchens bereits in den Vorférmling eingebracht wor-
densind. Besonders bevorzugtistdie Verwendung sowie
Bereitstellung von Trennvorrichtungen wie insbesondere
von Zentrifugationsréhrchen mit RFID-Transpondern,
die in das Endstlck (in die Wandung des Bodens) des
Vorférmlings eingebracht worden sind, so dass der
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Transponder unter Anwendung des Spritzblasverfah-
rens bei der nachfolgenden Verfestigung des Férmlings
im Boden des Zentrifugenréhrchens dauerhaft fixiert an-
geordnetist. Vorzugsweise weist der RFID-Transponder
zusatzliche Aussparungen auf, die eine Orientierung und
Positionierung sowie ein Abstandhalten wahrend des
Spritzgussverfahrens erleichtern. Alternativ und in Ab-
hangigkeit von der konkreten Anwendung und des auf-
zutrennenden Gutes wird bevorzugt, einen handelsibli-
chen RFID-Transponder unabhangig von seiner Be-
schaffenheit und Herstellungsweise vor dem Trennvor-
gang oder der Zentrifugation lose in das Zentrifugenrdhr-
chen einzulegen, oder ein Réhrchen mit einer Mdglich-
keit zur Aufnahme des Transponders wie z.B. einem
Schlitzam Boden oder der Verschlusskappe zu verwen-
den, wodurch die Zentrifugation in beiden Fallen in An-
wesenheit des RFID-Transponders im Zentrifugations-
réhrchen erfolgt.

[0018] Alternativ oder zusatzlich wird vorgeschlagen,
den mit der Funktion eines Beschleunigungssensors
ausgestatteten RFID-Transponder in oder an einem Ro-
tor als Trennvorrichtung anzuordnen. Bei gewissen tech-
nischen Zentrifugationsprozessen werden keine Réhr-
chen bendtigt, sondern es kommt direkt zur Trennung
des Gutes im Rotor. Meist geht es dabei um die kontinu-
ierliche Trennung von Suspensionen. Gerade im biolo-
gischen Bereich werden oft Zellen einer kontinuierlichen
Flusszentrifugation (engl. Continuous Flow Centrifugati-
on) unterworfen. Das erfolgt im niedertourigen Bereich
bis 1000 g, wobei es jedoch aufgrund der GréRRe der Ro-
toren in Abhangigkeit von der konkreten Positionierung
des aufzutrennenden Gutes innerhalb des Rotors zu er-
heblichen Unterschieden hinsichtlich der am Trennungs-
gut herrschenden g-Kraft kommen kann. Im Falle der
Verwendung derartig mit RFID-Transpondern besttickter
Rotoren ist es daher bevorzugt, eine mehrfache punktu-
elle Uberwachung (erhdhte ortliche Auflésung durch
gleichzeitige Verwendung mehrerer RFID-Transponder)
der tatsachlich vorherrschenden Beschleunigungskrafte
durchzufiihren, um eine verbesserte Ausbeute und Via-
bilitat von Zellen und Zellprodukten zu ermdglichen.
[0019] Im Rahmen dervorstehenden Abhandlung wird
darauf hingewiesen, dass vor allem wahrend der Be-
schleunigungs- und Abbremsphasen eines Trennvor-
ganges Unterschiede hinsichtlich der wirkenden Be-
schleunigungskraft g auftreten (s. Figur 3), sofern sich
der Abstand des aufzutrennenden Gutes zur Zentrifuga-
tionsachse (Drehachse) des Rotors nicht andert.
[0020] Insbesondere bei Ausschwingrotoren und der
Verwendung von Gradientensystemen kann es wahrend
der Zentrifugation zu erheblichen Positionsunterschie-
den der Partikel kommen, weshalb insbesondere bei der
Aufreinigung von Zellen Unterschiede hinsichtlich Viabi-
litdt und Ausbeute beobachtet werden kdnnen. Je weiter
eine Zelle von der Zentrifugationsachse entfernt ist, des-
to groReristdie Kraft, die auf sie wirkt und beiihr Schaden
anrichten kann. Die g-Kraftin einer Zentrifuge (auch Ra-
dial Centrifugal Force (RCF)) lasst sich Uber die einge-
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stellte Drehzahl sowie iber den Abstand von der Zentri-
fugationssaule (Drehachse) nach folgender Formel be-
rechnen

RCF =11.18 ¢ 7 ¢ ((0/1000)°

, wobei R den Abstand zum Zentrifugationsmittelpunkt
in cm, und Q die Drehzahl in rpm ('rounds per minute’)
bezeichnen.

[0021] Ein Unterschied hinsichtlich der g-Kraft bei ei-
nem angenommenen Abstand von 10 cm des aufzutren-
nenden Gutes zur Zentrifugations- oder Drehachse kann
sowohl in einem Zentrifugenréhrchen als auch in einem
Rotor leicht zustande kommen. Bei einem Abstand von
1 cm und einer Drehzahl von 5000 rpm ergibt sich eine
RCF von 279,5 g. Bei 10 cm Abstand und 5000 rpm ergibt
sich 2795 g fiir die RCF. Wahrend 280 g fur Zellen gut
vertraglich sind, kénnen g-Kréfte von tber 1000 g Zellen
zerstéren und zum Platzen bringen. Daraus wird deutlich,
dass ein (6rtlich) mehrfaches Einbringen von mit Be-
schleunigungssensoren ausgestatteten RFID-Trans-
pondern in ein Réhrchen, einen Rotor, oder eine andere
Trennvorrichtung vorteilhaft sein kann und damit bevor-
zugtist. Dies giltinsbesondere im Falle einer gewlinsch-
ten differenzierten Trennung von Zellen und Biomoleki-
len.

[0022] Dievorliegende Erfindung wird nachfolgend an-
hand von Ausfiihrungsbeispielen naher erlautert.

Beispiel 1

[0023] Fur die Ausfihrung der erfindungsgemafien
Lehre wurden RFID-Transponder 4 mitintegrierter Funk-
tionalitat eines Beschleunigungssensors von ST Electro-
nics (Genf, Schweiz) bezogen. Sie sind bis ca. 200°C
temperaturbesténdig, umfassen eine Antenne und wei-
sen eine GroRe von ca. 3 mm x 3 mm sowie eine Dicke
von ca. 1 mm auf (s. Figuren 1 und 3). Aufgrund ihrer
geringeren GroRe wurden vorliegend passive RFID-
Transponder 4 eingesetzt, wobei alternativ auch semi-
passive Transponder verwendet wurden.

[0024] Der passive RFID-Transponder 4 |asst sich auf-
grund der geringen GréRe am einfachsten in den Kunst-
stoff des herzustellenden Zentrifugenréhrchens 1 einar-
beiten. Passive RFID-Transponder haben allerdings kei-
ne unabhangige Stromquelle, weshalb sie vor ihrem Ein-
satz Uber eine RFID-Reader/Senderstation entspre-
chende Signale erhalten, damit sie Daten senden oder
schreibenkénnen. AnschlieRend wird tiber die integrierte
Antenne eine Induktion ausgeldst, wodurch der RFID
Transponder 4 mit ausreichend Strom (ca. 0,35 Watt)
versorgt wird. Diese Strémmenge reicht aus, um auch
das in den RFID Transponder 4 integrierte 3-Wege Ac-
celerometer fir den nachfolgenden Zentrifugationsvor-
gang ausreichend zu versorgen.

[0025] In mehreren Parallelversuchen wurde ein Akti-
vierungssender/Empféanger sowohl an, in als auch in der
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Nahe der zu benutzenden Zentrifuge angebracht. Die
Zentrifugenréhrchen 1 mit passivem RFID-Transponder
4 (Empfangsreichweite 1-6 m) wurden vor der jeweiligen
Zentrifugation fur einige Sekunden in Reichweite des
Senders gebracht. Eine erfolgte Aktivierung konnte tber
das Display des Senders/Empféangers tberpriift werden.
Der Zentrifugationsvorgang wurde gestartet. Die passi-
ven RFID-Transponder 4 sendeten die Daten in Echtzeit
an den Sender/Reader. Dieser Ubermittelte die Daten
der Beschleunigungsmessung an eine Datenbank.
Durch die standige Aktivierung der Transponder 4 war
eine durchgehende Ubermittlung der Zentrifugationsda-
ten auch beildngeren Zentrifugationsprozessen stets ge-
wabhrleistet.

[0026] Im Rahmen der alternativen Verwendung von
semipassiven RFID-Transpondern 4, die eine begrenzte
Stromzufuhr haben, konnte auf eine Aktivierung durch
eine Sender/Reader-Einheit vor der Zentrifugation ver-
zichtet werden. Die Aktivierung erfolgte lGber das inte-
grierte Accelerometer, d.h. dass Datenschreibvorgénge
nur ab einer vorher festgelegten Zentrifugalkraft von 50
g ausgeldst wurden. Das Auslesen des RFID-Transpon-
ders 4 erfolgte zu einem spateren Zeitpunktund an einem
anderen Ort. Diese Anwendung hat den Vorteil, dass der
Einsatzort nicht die Voraussetzung haben muss, die
RFID-Transponderdaten online auszulesen. So ist ein
sehr flexibler Einsatz der erfindungsgemafl® mit RFID-
Transpondern 4 ausgestatteten Zentrifugenréhrchen 1
moglich, selbst in weniger technologisierten Umgebun-
gen.

Beispiel 2

[0027] Als praktische Anwendung der erfindungsge-
mal vorgeschlagenen RFID-Accelerometer Technolo-
gie bei Zentrifugationsprozessen wird hier die Aufreini-
gung von PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells)
herangezogen, welche eine Vorstufe der fir die T-Zell
basierte Immuntherapie darstellt. Ein haufiger Anwen-
dungsfehler ist die Einstellung der Drehzahl in Umdre-
hungen (rpm) anstatt der beabsichtigten radialen Zentri-
fugalkraft bzw. Beschleunigung (RCF oder g). Das kann
dazu filhren, dass die gewlinschte Auftrennung der ver-
schiedenen Zellpopulationen nicht wie gewlinscht statt-
findet. Hierzu wurde folgende Versuchsreihe durchge-
fuhrt.

[0028] 50mlZellkulturréhrchen 1 (Art.Nr.210261 Grei-
ner BioOne, Frickenhausen, Deutschland) wurden mit
Hilfe von 2-Komponenten Kleber 11 (Henkel, Diisseldorf,
Deutschland) mit je einem RFID-Transponder mit Acce-
lerometer 4 (Accelerometer: H3LIS331DL, ST-Electro-
nics, Genf, passiver RFID-Transponder Andy 100 IC,
Farsens, San Sebastian, Spanien) in Deckel 2 und Bo-
den 3 versehen und diese entsprechend versiegelt. Nach
abgeschlossener Trocknung wurden die Réhrchen 1 fiir
ca. 10 Sekunden tber einen Impinj R220 UHF RFID Rea-
der gehalten (ebenfalls Farsens), um die passiven RFID-
Transponder 4 zu aktivieren. Anschliefend wurden die
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Réhrchen 1 mit 20 ml Ficoll Paque Gradientenmedium
5beladen (GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Anschlie-
Rend wurden vorsichtig 20 ml EDTA-Vollblut 6 aus einer
Eigenblutspende in das Réhrchen 1 gegeben (s. Figur
3A). Ein Teil der Proben wurde entsprechend der Vor-
schrift bei 350 g (Fig. 3B) 45 Minuten lang zentrifugiert,
wahrend ein anderer Teil bei 350 rpm (Fig. 3C) 45 Minu-
ten lang zentrifugiert wurde (Eppendorf 5810R mit Rotor
A-4-81, ohne Bremskrafteinstellung). Nach erfolgter
Zentrifugation zeigte sich bei Zentrifugation B bei 350 g
das erwartete Bandenmuster aus Plasma 7, mononuk-
ledren Zellen 8 und Granulozyten 9, sowie das Sediment
aus Erythrozyten 10. In Zentrifugation C zeigten sich
demgegeniber nicht die erwarteten Banden fir mono-
nukleare Zellen 8 und polymorphnukleare Zellen 9, und
rote Schlieren aus dem Erythrozytensediment 10 durch-
zogen einen GrofRteil der Probe. Die Ubertragung der
Daten erfolgte bei der passiven RFID-Einheit online. Die
Auswertung der Daten fur Zentrifugation B ergab eine
maximale Zentrifugationskraft g im Plateau von 311 g
(+/- 2g) fur den im Boden 3 eingebrachten RFID-Trans-
ponder 4 (b2), wahrend der RFID-Transponder 4 im De-
ckel 2 (b1) im Plateau eine maximale Beschleunigungs-
kraft von 136 g (+/- 2g) zeigte (siehe Figur 4). Eine Inter-
polation auf die Mitte des Gefalkes, was der Position der
mononuklearen Zellen 8 entspricht, ergab eine maximale
Zentrifugationskraft von 233 g (+/- 2g). In Zentrifugation
C betrug die im Plateau durch das Boden-Accelerometer
(c2) maximal registrierte Zentrifugationskraft 22 g, wah-
rend die Messung durch das Accelerometer 4 im Deckel
2 (c1) nur 10 g ergab (siehe Figur 4). Der ermittelte Ver-
lauf der Zentrifugalkrafte ist fir die Zentrifugationen B
und C in Figur 4 dargestellt. Die niedrigen nicht ausrei-
chenden Zentrifugationskrafte in Zentrifugation C lassen
sich klar durch den Anwendungsfehler und die dadurch
zu niedrige Beschleunigung begriinden. Die Abweichun-
gen in Zentrifugation B von den eingestellten 350 g sind
durch den Abstand des Accelerometers 4 vom maxima-
len Zentrifugationsradius des Gerates gegeben und
macht selbst im Bodenbereich des Gefalles mehr als 10
% der Zentrifugalkraft aus. Ein weiterer Anwendungsfeh-
ler, der eindeutig Uber ein integriertes Accelerometer 4
festgehalten werden kénnte, ware die Einstellung einer
Bremskraft an der Zentrifuge. Eine zugefiihrte Brems-
kraft ist bei einer Gradientenzentrifugation nicht er-
wiinscht, da durch die Fliehkrafte die beim Abbremsen
frei werden Dichtebanden des Gradienten verschwim-
men und es zu keiner Zellseparation kommt. Die Auf-
zeichnung durch ein Accelerometer 4 wiirde hier in der
Auslaufphase nach der eigentlichen Zentrifugation ein
wesentlich abrupteres Abnehmen der Zentrifugations-
kraftim Vergleich zu einem ungebremsten Auslaufen an-
zeigen (siehe zusatzliche Kurven in Figur 4).

Figurenbeschreibung

[0029] Die Figur 1 (A-F) veranschaulicht die jeweilige
Positionierung eines miniaturisierten RFID-Accelerome-
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ters 4 im Bereich des Bodens 3 von Zentrifugationsbe-
haltnissen 1 unterschiedlicher Formgebung. A) Direkte
Inkorporation des RFID-Accelerometers 4 ohne Anten-
nen in das Zentrifugationsgefal 1 wahrend des Herstel-
lungsprozesses. B) Direkte Inkorporation des RFID-Ac-
celerometers 4 mit Antennen wahrend des Herstellungs-
prozesses. C) Einbringen und ggfs. Fixieren eines RFID-
Accelerometers 4 in das Innere eines Zentrifugations-
réhrchens 1. D) Anbringen und Fixieren eines RFID-Ac-
celerometers 4 in eine aulere Einbuchtung eines Zen-
trifugationsgefalles 1. E) Anbringen eines RFID-Accele-
rometers 4 an das DeckelaulRere eines Zentrifugations-
gefales 1. F) Anbringen eines RFID-Accelerometers 4
an das Deckelinnere eines Zentrifugationsgefalies 1.
[0030] Die Figur 2 (A, B) zeigt den aufgezeichneten
Verlauf der Beschleunigung in g Uber die Zeit der Zen-
trifugation, beispielsweise innerhalb festgelegter Para-
meter (A), sowie den aufgezeichneten Verlauf der Be-
schleunigung in g Uber die Zeit der Zentrifugation und
anschlieBendem Abbruch bei Erreichen einer festgeleg-
ten Beschleunigung g (B).

[0031] Inden Figuren 3 und 4 sind die Ergebnisse der
in Beispiel 2 dargelegten Versuchsanordnung verglei-
chend dargestellt.

Bezugszeichenliste

[0032]

1 Zentrifugationsréhrchen, Zellkulturréhrchen,
Réhrchen, Zentrifugationsbehaltnis

2 Deckel

3 Boden

4 Beschleunigungssensor, RFID-Transponder mit

Accelerometer, RFID-Accelerometer, Accelero-
meter, Transponder
Gradientenmedium
EDTA-Vollblut
Plasma
Mononukleare Zellen
Granulozyten, polymorphnukleare Zellen
0 Sediment aus Erythrozyten, Erythrozytensedi-
ment
11 2-Komponenten Kleber

= ©O© 00 ~NO O,

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Trennung der Bestandteile von Zen-
trifugationsgiitern wie Suspensionen, Emulsionen
und Gasgemischen durch Ubliche Zentrifugation un-
ter Verwendung geeigneter Trennvorrichtungen
und/oder Zentrifugationsbehaltnissen, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die Trennung in Anwesenheit
von mindestens einem Beschleunigungssensor (4)
in unmittelbarer Nahe zum Zentrifugationsgut er-
folgt.
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10.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Beschleunigungssensor (4) in
der Lage ist, die am Zentrifugationsgut wirkende Be-
schleunigungskraft zu messen und aufzuzeichnen
und/oder an einen Empfanger zu senden.

Verfahren nach Anspruchl oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Beschleunigungssensor (4) ein
funktionell zur Beschleunigungsmessung ausge-
stalteter RFID-Transponder (4) eingesetzt wird.

Verfahren nach einem dervorstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass der Beschleuni-
gungssensor (4) wahrend der Zentrifugation in
und/oder an der Trennvorrichtung bzw. dem Zentri-
fugationsbehaltnis (1) angeordnet ist.

Verfahren nach einem dervorstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass als Trennvorrich-
tung ein Rotor eingesetzt wird.

Verfahren nach einem dervorstehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass als Zentrifugati-
onsbehaltnis (1) ein Zentrifugationsréhrchen (1) ein-
gesetzt wird.

Trennvorrichtung oder Zentrifugationsbehaltnis, da-
durch gekennzeichnet, dass sie bzw. es mit min-
destens einem Beschleunigungssensor (4) ausge-
stattet ist.

Trennvorrichtung oder Zentrifugationsbehaltnis
nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass
sie bzw. es den mindestens einen Beschleunigungs-
sensor (4) als integralen Bestandteil umfasst.

Trennvorrichtung nach Anspruch 7 oder 8, dadurch
gekennzeichnet, dass sie ein Rotor ist.

Trennvorrichtung oder Zentrifugationsbehaltnis
nach einem der Anspriiche 7 bis 9, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Beschleunigungssensor
(4) in der Lage ist, die am Zentrifugationsgut wirken-
de Beschleunigungskraft zu messen und aufzu-
zeichnen und/oder an einen Empfanger zu senden.
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