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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Immu-
noassay-Verfahren, welches die Messung des Ge-
halts einer Substanz, die in einer Probe gemessen
werden soll, ermoglicht, sowie ein Immunoas-
say-System, verwendet in dem Immunoassay-Ver-
fahren.

[0002] Auf dem Gebiet der klinischen Untersu-
chung, zur Diagnose verschiedener Erkrankungen
und zur Untersuchung des Verlaufs des Zustandes
einer Erkrankung wurde das Messen des Gehaltes
eines charakteristischen Proteins, kennzeichnend fir
jede Erkrankung und existierend in menschlichen
Koérperflissigkeiten weithin verwendet. Fir solch
eine Messung des Proteingehalts wird hauptsachlich
ein Immunoassay, welcher eine Reaktion verwendet
(eine Antigen-Antikoérper-Reaktion), welche einen
Antikorper einsetzt, der in der Lage ist, spezifisch ein
Zielprotein als Antigen zu erkennen, weithin einge-
setzt. Bis heute wurden Immunoassay-Verfahren, ba-
sierend auf verschiedenen unterschiedlichen Prinzi-
pien entwickelt.

[0003] Unter solchen Immunoassay-Verfahren sind
Immunoassay-Verfahren, Messverfahren, wie z.B.
Immuno-Nephelometrie, welche hier als "Nephelo-
metrie" bezeichnet wird), Immunoturbidimetrie (wel-
che hier im folgenden als "Turbidimetrie" bezeichnet
wird) und eine Objekttrager-Verklumpung (slide ag-
glutination), verwendet zum Nachweis von Verklum-
pungen von Antigen-Antikbrper-Komplexen, welche
im folgenden hier als "Verklumpungs-Komplexe" be-
zeichnet werden, erzeugt infolge einer Antigen-Anti-
korper-Reaktion, fiur die Zwecke der Messung des
Gehaltes einer Substanz, welche in einer Probe ge-
messen werden soll, wohl bekannt.

[0004] In einer Antigen-Antikérper-Reaktion tritt Tri-
bung in einem Reaktionssystem aufgrund der Erzeu-
gung von Verklumpungs-Komplexen auf. Der Grad
der Trubung, erzeugt durch die Erzeugung von Ver-
klumpungs-Komplexen, hangt von den Mengen an
Antigen und Antikérpern ab. Die Nephelometrie und
Turbidimetrie sind Verfahren, basierend auf diesem
Prinzip, zur optischen Messung des Grades der Tru-
bung, erzeugt in einem Reaktionssystem, welche au-
Rerdem die Menge eines Antigens oder eines Anti-
korpers aus einem erhaltenen Messwert berechnen.
Genauer gesagt ist die Nephelometrie ein Verfahren
zum Messen von Verklumpungs-Komplexen, basie-
rend auf einer Veranderung in der Menge an gestreu-
tem Licht, gestreut in einem Reaktionssystem und die
Turbidimetrie ist ein Verfahren zum Messen der Ver-
klumpungs-Komplexe, basierend auf einer Verande-
rung in einer Verminderungsmenge der Menge an
transmittiertem Licht aufgrund der Streuung von Licht

in einem Reaktionssystem. Diese Messverfahren
werden zur Messung verwendet, durchgefuhrt mit
Antigenen und Antikérpern, welche einheitlich verteilt
sind. Folglich nennt man diese Messungen im allge-
meinen "homogene Immunoassays".

[0005] Im allgemeinen ist bekannt, dass in einem
homogenen Immunoassay-Verfahren, ein Phano-
men, welches das "Zonen-Phanomen" genannt wird,
auftritt. Das Zonen-Phanomen, ist ein Phanomen,
wo, wenn ein exzessiver Uberschuss an Antigenen
oder Antikérpern, im Vergleich mit einem Aquivalenz-
punkt, an welchem die Antigene und Antikérper die
maximale Menge an Verklumpungs-Komplexen bil-
den, beobachtet wird, Verklumpungs-Komplexe
kaum erzeugt werden. Speziell verursacht ein Anti-
genuberschuss Probleme in vielen Fallen. Im folgen-
den wird das Phanomen beschrieben unter Verweis
auf die Fig. 20A und Fig. 20B. Die Fig. 20A und
Fig. 20B sind schematische Darstellungen, welche
eine Reaktion von Antigenen und Antikérpern in ei-
nem Reaktionssystem illustrieren, verwendet in ei-
nem homogenen Immunoassay.

[0006] Wie in Fig. 20 gezeigt, wird normalerweise in
einem homogenen Immunoassay ein Aggluti-
nat-Komplex als eine groRe Molekllkette, einschlie-
Rend einen Antikdrper und ein Antigen, welche alter-
nierend aneinander binden, ausgebildet. Das Zo-
nen-Phanomen ist ein Phanomen, wo ein Aggluti-
nat-Komplex weniger leicht ausgebildet wird, wenn
das Antigen in einer Uberschissigen Menge im Ver-
gleich zum Antikérper existiert wird, wie dies in
Eig. 20B gezeigt ist, im Vergleich zu der Menge am
Aquivalenzpunkt, an welchem das Antigen und der
Antikdrper die maximale Menge an Verklum-
pungs-Komplexen bilden. Wie fir die Bindungsreak-
tion zwischen einem multivalenten Antikdrper und ei-
nem divalenten oder héhervalenten Antigen ist die
Gittertheorie von Heidelberger et al., bekannt und
Details werden beschrieben in William E. Paul, Fund-
mental Immunology, 1989.

[0007] In einem Antigen-Antikérper-Konzentrations-
bereich, abgesehen von dem Zonenphanomen, wie
in Fig. 20A dargestellt, wird ein Verklumpungs-Kom-
plex als eine groRe Molekiilkette ausgebildet, in wel-
cher der Antikérper und das Antigen alternativ anein-
ander binden. Falls in diesem Fall eine Antikor-
per-Konzentration konstant ist, erhéht sich die Men-
ge und Grole der Verklumpungs-Komplexe mit der
Zunahme der Antigen-Konzentration. Folglich kann
durch Messen sowohl der Menge als auch der GroRRe
der Verklumpungs-Komplexe in Form einer optischen
Veranderung, die Antigen-Konzentration quantitativ
gemessen werden. Darlber hinaus kénnen Verklum-
pungs-Komplexe sichtbar bestatigt werden mit dem
bloRen Auge in Form einer Trubung oder Verklum-
pung abhangend von den Antikérper- und Anti-
gen-Konzentrationen. Folglich ist es auch mdglich,
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eine qualitative Beurteilung durch visuelle Beobach-
tung und dergleichen durchzufiihren.

[0008] Jedoch wird in tatsachlich vorkommenden
homogenen Immunoassays eine Antigen-Konzentra-
tion haufig unter Verwendung eines Antikodrpers ge-
messen. Darilber hinaus haben Messwerte haufig si-
gnifikante Bedeutung in dem Fall, wo die Anti-
gen-Konzentration hoch ist im Vergleich zu dem Fall,
wo sie niedrig ist. Jedoch wenn das Antigen in einem
Uberschissigen Mafy im Vergleich zum Antikérper
vorliegt, ist die Menge der Antikérper mit durch Anti-
genen gesattigten Bindungsstellen erhdht, wie dies in
Fig. 20B dargestellt ist und folglich wird die Erzeu-
gung von Verklumpungs-Komplexen schwierig. Folg-
lich ist es schwierig, die Ergebnisse der Antigen-An-
tikérper-Reaktion in dem Fall zu unterscheiden, wo
die Antigen-Konzentration gering ist im Vergleich zu
denjenigen im Falle, wo das Antigen im Uberschuss
vorliegt. Dementsprechend kann die korrekte Quanti-
fizierung und Beurteilung gemafl der Antigen-Kon-
zentration nicht realisiert werden. In einem anderen
Fall ist die Durchflihrung der qualitativen Beurteilung
bzw. die Beurteilung entsprechend der Antigen-Kon-
zentration auf einen messbaren Konzentrationsbe-
reich begrenzt. Wie oben beschrieben, wird das Zo-
nen-Phanomen, verursacht durch den Antigeniber-
schuss, haufig Ursache eines Problems in homoge-
nen Immunoassays.

[0009] Um die oben beschriebenen Probleme zu 16-
sen, wird ein Verfahren offenbart, in welchem ein An-
tikdrper (oder Antigen), d.h. eine bindende Substanz,
welche in der Lage ist, spezifisch an ein Antigen
(oder einen Antikérper) zu binden, d.h. eine Sub-
stanz, welche gemessen werden soll, in verschiede-
nen Konzentrationen prapariert, bei welchen der Ge-
halt des Antikdrpers (oder Antigens) 1/n ist, (wobei n
eine zuféllige Zahl gréRer als 1 ist) und die bindende
Substanz in jeder Konzentration wird in Reaktion mit
der zu testenden Substanz gebracht und anschlie-
Rend wird ein erzeugter Verklumpungs-Komplex ge-
messen (siehe die japanische offengelegte Veroffent-
lichungsnummer 60-79269). Gemal dem Verfahren,
kann beurteilt werden, ob eine Antigen-Antikor-
per-Reaktion innerhalb eines Konzentrationsbe-
reichs aufgetreten ist, in welchem ein Antigen-Uber-
schuss vorliegt (was hier im folgenden als "Zonenre-
gion" bezeichnet wird).

[0010] Dariber hinaus wird ein Verfahren offenbart,
in welchem aus Messergebnissen, erhalten durch
Messen unter Verwendung von zwei Lichtquellen von
verschiedenen Wellenlangen, ein Beurteilungsindex,
wie z.B. ein Absorptionsverhaltnis, durch Berechnen
erhalten wird, und ermittelt wird, ob eine Antigen-An-
tikérper-Reaktion in einer Zonenreaktion auftreten
ist, basierend auf dem Bewertungsindex oder nicht
(siehe japanische offengelegte Publikationsnummer
63-19560, japanische offengelegte Publikationsnum-

mer 63-149564 und japanische offengelegte Publika-
tionsnummer 4,204,378).

[0011] Desweiteren wird ein Verfahren offenbart, in
welchem unter Verwendung einer Reaktionsrate, er-
halten durch die Differentiation eines optischen zu
messenden Signals mit der Zeit beurteilt wird, ob eine
Antigen-Antikdrper-Reaktion in einer Zonenregion
aufgetreten ist, basierend auf einem Peak-Ra-
ten-Wert, in welchem die Reaktionsrate an einem
Maximum angekommen ist und der vergangenen
Zeit von einem Start einer Reaktion bis zu der Zeit,
wenn die Peak-Rate erreicht ist (siehe US-Patent Nr.
4,157,871).

[0012] Jedoch missen in dem Verfahren, offenbart
in der japanischen offengelegten Publikations-Nr.
60-79269, eine Vielzahl von Reaktionsgefalen pra-
pariert werden und eine Vielzahl von Messungen
mussen fir jede Probe durchgefiihrt werden. Dem-
entsprechend werden die Messprozeduren schwie-

rig.

[0013] Desweiteren missen in den Verfahren, of-
fenbart in der japanischen offengelegten Publikati-
ons-Nr. 63-19560, in der japanischen offengelegten
Publikations-Nr. 63-149564 und in der japanischen
offengelegten Publikationsnummer 4-204378, eine
Vielzahl von Lichtquellen hergestellt werden oder Mit-
tel zum Abtrennen von Licht einer jeden Wellenlange
von weilem Licht sowie Mittel zum Durchfuhren einer
Vielzahl von Messungen oder Mittel zum Durchfiih-
ren von Wellenlangen-Abtrennungen an einer Detek-
torstelle missen bereitgestellt werden.

[0014] Dementsprechend wird die Konfiguration ei-
nes Mefisystems komplex und auch die Messproze-
duren werden schwierig.

[0015] Daruber hinaus wird in dem Verfahren, offen-
bartim US-Patent Nr. 4,157,871, wenn der Peak-Ra-
ten-Wert klein ist, dieser Peak-Raten-Wert leicht
durch eine Verunreinigung beispielsweise durch Bla-
sen oder Staub und die Erzeugung von Rauschen
aufgrund des Einflusses von Magnetwellen auf einen
Dekoder und dergleichen beeinflusst. Folglich ist die
Moglichkeit des Auftretens eines Fehlers in der Beur-
teilung der Resultate erhoht.

[0016] Die US-Anmeldung 2003/0100129 betrifft ein
spezifisches Bindungsanalyse-Verfahren zum quan-
titativen Bestimmen eines Analyten in einer Probe
aus einem Signal, zugeordnet zu einer spezifischen
Bindungsreaktion zwischen dem Analyt in der Probe
und einer spezifisch bindenden Substanz, welche in
der Lage ist, spezifisch an den Analyten zu binden,
charakterisiert dadurch, dass die folgenden Schritte
umfasst werden:

(a) vorab Herstellen einer Datenbank umfassend

fur eine individuelle Probe enthaltend einen zu er-
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wartenden Analyt, zumindest die Beziehung zwi-
schen einer Konzentration des Analyts und einem
Sattigungswert oder einer Veranderung der Sig-
nalintensitat, zugeordnet zu einer spezifischen
Bindungsreaktion zwischen dem Analyt in der
Probe und einer spezifischen Bindungssubstanz,
welche in der Lage ist, spezifisch an den Analyten
zu binden, die Veranderung der Signalintensitat
mit der Zeit und die Zeit t,, zu welcher der Sétti-
gungswert erhalten wird sowie die Zeit t_, zu wel-
cher ein Maximumwert der Signalintensitat erhal-
ten wird;

(b) Erzeugen einer Probe, enthaltend einen Ana-
lyten und Bestimmen, basierend auf der Daten-
bank, eines Messmusters der Signalintensitat kor-
respondierend mit der Probe;

(c) Ausldsen einer spezifischen Bindungsreaktion
zwischen dem Analyten und einer spezifischen
Bindungssubstanz;

(d) Messen der Signalintensitat, basierend auf
dem Messmuster, zumindest zweimal in einem
Zeitraum, in welchem die Signalintensitat, zuge-
ordnet zur spezifischen Bindungsreaktion eine
Sattigung erreicht, nach dem Schritt (c); und

(e) Bestimmen basierend auf der Datenbank, ei-
ner Menge des Analyts in der Probe durch Ver-
wendung von zumindest zwei Signalintensitaten,
erhalten in dem Schritt (d).

[0017] WO 91/04489 offenbart ein homogenes Im-
munoassay-System zur Bestimmung eines Antikor-
pers oder eines Antigens in einer Probe, welches aus
einem interferometrischen Signal einer optischen
Quelle besteht, einen Wellenleiter, gecoatet mit ei-
nem Antikdrper oder einem Antigen und aufweisend
zumindest eine Region, eingetaucht in eine Lésung,
enthaltend eine Probe, wobei das korrespondierende
Antigen oder der korrespondierende Antikérper auf
dem Wellenleiter komplexiert werden kénnen, einen
Detektor, adaptiert, um das inferometrische Signal
nach seiner Ausbreitung durch den Wellenleiter zu
messen, und eine Messeinheit, zur Durchfihrung ei-
ner Fourier-Transformation des interferometrischen
Signals zum Bestimmen des Grades der Abschwa-
chung des interferometrischen Signals einer Wellen-
lange korrespondierend mit einer Absorptionscharak-
teristik des Antigen-Antikdrper-Komplexes oder ei-
nes Labels, eingebracht in den Antigen-Antikor-
per-Komplex, wobei das Bestimmen der Menge an
Antigen oder Antikérper in der Probe erfolgt.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0018] Die vorliegende Erfindung wurde entwickelt
mit Blick auf die oben beschriebenen Situationen. Es
ist daher eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung
ein einfaches und hochakkurates Immunoassay-Ver-
fahren zur Verfigung zu stellen.

[0019] Ein Immunoassay-Verfahren gemaf der vor-

liegenden Erfindung ist ein Immunoassay-Verfahren
zum Messen einer Konzentration einer Substanz,
welche gemessen werden soll und in einer Probenlo-
sung enthalten ist, wobei das Verfahren die folgen-
den Schritte umfasst:
a) Mischen der Probenlésung und einer spezifisch
bindenden Substanz, die in der Lage ist, spezi-
fisch an die zu messende Substanz zu binden und
Erhalten innerhalb eines vorbestimmten Proben-
nameintervalls, einer zeitlichen Veranderung ei-
ner optischen GrofRe in einer Reaktion der zu
messenden Substanz und der spezifisch binden-
den Substanz als diskrete Messwerte;
b) Auswahl eines Zeitintervalls aus den Messwer-
ten, einschlieBend eine Zeit, zu der die Steige-
rungsrate der Anderung der optischen GréRe ma-
ximal ist;
c¢) Durchfiihren eines diskreten Fourier-Transfor-
mation der Messwerte mit dem Zeitintervall, von
dem angenommen wird, eine Periode einer perio-
dischen Funktion zu sein, um eine Amplituden-
spektrum-Verteilung zu erhalten; und
d) Bewerten, anhand der Form der Amplituden-
spektrum-Verteilung, ob ein Zonen-Phanomen in
der Reaktion in Schritt a) eingetreten ist.

[0020] In dem Verfahren ist eine Kombination der zu
messenden Substanz und der spezifisch bindenden
Substanz eine Kombination eines Antigens und eines
Antikorpers.

[0021] Gemal dem Immunoassay-Verfahren der
vorliegenden Erfindung kann der Gehalt (die Konzen-
tration) einer zu messenden Substanz erhalten wer-
den. Genauer gesagt kann gemaf der vorliegenden
Erfindung die Veranderung der Grofie des optischen
Parameters eines Reaktionssystems gemessen wer-
den, wahrend beurteilt wird, ob das Zonen-Phano-
men in einem Reaktionssystem aufgetreten ist oder
nicht. Folglich ist ein Wert fur den Gehalt (die Kon-
zentration) der zu messenden Substanz, erhalten ba-
sierend auf der Veranderung der GroRe des opti-
schen Parameters hoch verlasslich. Darliber hinaus
ist die Veranderung der GroRe des optischen Para-
meters des Reaktionssystems messbar, wahrend be-
urteilt wird, ob das Zonen-Phanomen in dem Reakti-
onssystem aufgetreten ist oder nicht. Folglich kdnnen
die Messprozeduren sehr einfach sein. Dartber hin-
aus wird gemafly der vorliegenden Erfindung eine
Fourier-Transformation eingesetzt. Folglich kann fur
eine Veranderung in den Messdaten, Rauschen als
ein hochfrequentes Signal betrachtet werden und ein
Signal aufgrund der Veranderung in Messdaten kann
von einem Signal aufgrund von Rauschen abgetrennt
werden. Dementsprechend wird das Immunoas-
say-Verfahren dieser Ausfuhrungsform kaum durch
Rauschen beeinflusst.

[0022] Die Veranderung der GroRe des optischen
Parameters kann eine GroRe einer Veranderung der
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gestreuten Lichtintensitat oder eine GréRRe einer Ver-
anderung an transmittiertem Licht sein.

[0023] Das Zeitintervall kann im Voraus bestimmt
worden sein, basierend auf Messdaten fir die Veran-
derung der GroRe des optischen Parameters, ge-
messen in einer Reaktion, in welcher kein Zo-
nen-Phanomen auftritt.

[0024] Das Zeitintervall kann eines sein von einer
Zeit, bei welcher die spezifische Bindungssubstanz
und die Probenlésung vermischt werden bis zu einer
Zeit, zu der die Veranderung der Grofie des opti-
schen Parameters konstant wird, nachdem die Reak-
tion substantiell gesattigt ist.

[0025] Es ist bevorzugt, dass in Schritt d) beurteilt
wird, ob das Zonen-Phanomen in der Reaktion in
Schritt a) aufgetreten ist oder nicht, basierend auf der
Form der Amplitudenspektrum-Verteilung, gemessen
in einer Reaktion, in welcher kein Zonen-Phanomen
auftritt.

[0026] In Schritt €) kann beurteilt werden, ob das
Zonen-Phanomen in der Reaktion in Schritt d) aufge-
treten ist oder nicht, basierend auf der Form der Am-
plitudenspektrum-Verteilung und einer Form der Am-
plitudenspektrum-Verteilung, gemessen in einer Re-
aktion, welcher kein Zonen-Phanomen auftritt.

[0027] Es ist bevorzugt, dass in Schritt d) beurteilt
wird, ob das Zonen-Phanomen in der Reaktion in
Schritt a) aufgetreten ist oder nicht, basierend auf ei-
nem Verhaltnis eines Amplitudenwertes bei einer
Frequenz, korrespondierend mit einem reziproken
Wert des Zeitintervalls, zu einer Gleichstromkompo-
nente (d.h. einem Amplitudenwert bei einer Frequenz
von 0) der Amplitudenspektrum-Verteilung.

[0028] Es ist bevorzugt, dass in dem Schritt d) beur-
teilt wird, dass kein Zonen-Phanomen in der Reaktion
in dem Schritt a) aufgetreten ist, falls das Verhaltnis
hoéher ist als ein Referenzwert erhalten aus entspre-
chenden Verteilungen einer Reaktion, in welcher kein
Zonen-Phanomen auftritt und einer Reaktion, in wel-
cher das Zonen-Phanomen auftritt und dass das Zo-
nen-Phanomen aufgetreten ist in der Reaktion in
Schritt a), falls das Verhaltnis geringer ist als der Re-
ferenzwert.

[0029] Das Immunoassay-Verfahren der vorliegen-
den Erfindung kann desweiteren vor dem Schritt a)
den Schritt e) einschlieffen des Konstruierens eines
Reaktionssystems, das nur einen Vertreter aus der
Gruppe der Probenlésungen der spezifisch binden-
den Substanz einschlief3t und des Erhaltens inner-
halb eines vorher bestimmten Probename-Intervalls,
einer sich mit der Zeit andernden optischen Gréle (=
Grole der Veranderung des optischen Parameters)
in dem Reaktionssystem als diskrete Messwerte. In

diesem Verfahren wird im Schritt a) der andere Ver-
treter aus der Probenlésung und der spezifisch bin-
den Substanz, der nicht in dem Reaktionssystem ent-
halten ist, ggf. zum Reaktionssystem hinzugegeben,
um die Probenlésung und die spezifisch bindende
Substanz zu vermischen und das Zeitintervall mag
von einer Zeit, bevor die spezifisch bindende Sub-
stanz und die Probenldsung vermischt werden, bis zu
einer Zeit, wenn die Veranderung der GréRRe des op-
tischen Parameters substantiell konstant wird, nach-
dem die Reaktion substantiell gesattigt ist, reichen.

[0030] Es ist bevorzugt, dass in dem Schritt d) beur-
teilt wird, dass kein Zonen-Phanomen in dem Reakti-
onssystem in Schritt a) aufgetreten ist, falls eine Dif-
ferenz zwischen einem reziproken Werts eines Zei-
tintervalls von einer Zeit, wenn die spezifische Bin-
dungssubstanz und die Probenlésung vermischt wer-
den bis hin zu einer Zeit, wenn eine Reaktion in dem
Reaktionssystem substantiell gesattigt wird und ei-
nem Amplitudenwert bei einer Frequenz korrespon-
dierend mit einem reziproken Wert eines Zeitinter-
valls von der Zeit, wenn die spezifisch bindende Sub-
stanz und die Probenlésung vermischt werden bis zu
der Zeit, wenn die Veranderung der Grée des opti-
schen Parameters substantiell konstant wird, nach-
dem die Reaktion wie im Reaktionssystem gesattigt
wird, einen positiven Wert annimmt und das Zo-
nen-Phanomen in dem Reaktionssystem in Schritt a)
auftreten ist, falls die Differenz einen negativen Wert
annimmt.

[0031] Eine Konzentration der Substanz, welche
gemessen werden soll, kann quantifiziert werden, ba-
sierend auf einem Amplitudenwert einer Gleichstrom-
komponente der Amplitudenspektrum-Verteilung in
Schritt c).

[0032] Optional kann ein Immunoassay-System ge-
maf der vorliegenden Erfindung folgendes einschlie-
Ren: ein Mittel zum Messen einer Veranderung einer
Grolie eines optischen Parameters einer Reaktion,
ausgeldst, wenn eine Probenldsung enthaltend eine
zu messende Substanz und eine spezifisch bindende
Substanz, welche in der Lage ist, spezifisch eine. zu
messende Substanz zu binden, vermischt werden;
ein Mittel zum Verarbeiten von Messdaten, verknlpft
mit dem Mittel zur Messung, zum Auswahlen eines
Zeitintervalls der Messdaten, erhalten durch das Mit-
tel zum Messen, einschlielRend eine Zeit, zu der eine
Steigerungsrate der Veranderung der GréRRe des op-
tischen Parameters maximal ist und das Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation, wobei ange-
nommen wird, dass das Zeitintervall eine Periode ei-
ner periodischen Funktion ist, auf die gemessenen
Daten, innerhalb des Zeitintervalls, um eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung zu erhalten; und ein Auswer-
tungsmittel verknlpft mit dem Mittel zum Verarbeiten
der Messdaten zum Auswerten, basierend auf der
Form der Amplitudenspektrum-Verteilung, ob ein Zo-
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nen-Phanomen in der Reaktion aufgetreten ist oder
nicht.

[0033] Mit dem optionalen Immunoassay-System
der vorliegenden Erfindung kann die Veranderung
der GroRRe des optischen Parameters einer Reaktion
gemessen werden, wahrend beurteilt wird, ob das
Zonen-Phanomen in dem Reaktionssystem aufgetre-
ten ist oder nicht. Folglich ist ein Wert fir den Gehalt
(die Konzentration) der zu messenden Substanz, er-
halten basierend auf der Veranderung der GroRRe des
optischen Parameters héchst verlasslich. Darlber hi-
naus kann die Veranderung der GroRRe des optischen
Parameters des Reaktionssystems gemessen wer-
den, wahrend beurteilt wird, ob das Zonen-Phano-
men in dem Reaktionssystem aufgetreten ist oder
nicht. Dementsprechend kdnnen Messprozeduren
sehr einfach sein. Dariber hinaus wird gemaR der
vorliegenden Erfindung eine Fourier-Transformation
eingesetzt. Folglich kann fur eine Veranderung der
Messdaten das Rauschen als ein hochfrequentes Si-
gnal betrachtet werden und ein Signal aufgrund der
Veranderung in den Messdaten kann von einem Sig-
nal hervorgerufen durch Rauschen unterschieden
werden. Folglich ist das Immunoassay-Verfahren die-
ser Ausfiuhrungsform kaum durch Rauschen beein-
flusst. Das heildt, gemaR dieser Ausfiihrungsform
kann eine einfache und hochverlassliche immunolo-
gische Messung durchgeflihrt werden.

[0034] Das Zeit-Intervall kann aus einer Zeit sein,
wenn die spezifische Bindungssubstanz und die Pro-
benlésung vermischt werden, bis hin zu einer Zeit,
wenn die Veranderung der Grolie des optischen Pa-
rameters substantiell konstant wird, nachdem die Re-
aktion substantiell gesattigt ist.

[0035] Das optionale Immunoassay-System kann
eine Konfiguration aufweisen, in welcher das Mittel
zum Auswerten im voraus gespeichert worden ist, als
eine Referenzform, namlich eine Form einer Amplitu-
denspektrum-Verteilung in dem Fall, wo kein Zo-
nen-Phanomen in der Reaktion aufgetreten ist und es
vergleicht die Referenzform mit einer Form der Amp-
litudenspektrum-Verteilung, erhalten durch das
Messdaten-verarbeitende Mittel, wodurch die Beur-
teilung durchgefuhrt wird.

[0036] Das optionale Immunoassay-System kann
eine Konfiguration aufweisen, in welcher das Aus-
wertemittel eine Beurteilung durchfiihrt, basierend
auf einem Verhaltnis eines Amplitudenwertes bei ei-
ner Frequenz korrespondierend mit einem reziproken
Wert des Zeitintervalls zu einer Gleichstromkompo-
nente der Amplitudenspektrum-Verteilung.

[0037] Das optionale Immunoassay-System kann
eine Konfiguration aufweisen, in welcher das Aus-
wertmittel beurteilt, dass kein Zonen-Phanomen in
die Reaktion in dem Messmittel aufgetreten ist, falls

das Verhaltnis groRer ist als ein Referenzwert, erhal-
ten aus entsprechenden Verteilungen einer Reaktion,
in welcher kein Zonen-Phanomen aufgetreten ist und
einer Reaktion, in welcher das Zonen-Phanomen
auftritt und dass das Zonen-Phanomen in der Reak-
tion in dem Messmittel aufgetreten ist, falls das Ver-
haltnis geringer als der Referenzwert ist.

[0038] Das Zeit-Intervall kann von einer Zeit stam-
men, bevor die spezifisch bindende Substanz und die
Probenlésung vermischt werden bis zu einer Zeit,
wenn die Veranderung der Grolie des optischen Pa-
rameters substantiell konstant wird, nachdem die Re-
aktion substantiell gesattigt ist. In diesem Fall ist es
bevorzugt, dass das Auswertmittel beurteilt, dass
kein Zonen-Phanomen in der Reaktion aufgetreten
ist, falls ein Unterschied zwischen einem Amplituden-
wert bei einer Frequenz korrespondierend mit einem
reziproken Wert eines Zeit-Intervalls von einer Zeit,
zu der die spezifisch bindende Substanz und die Pro-
benlésung vermischt werden bis zu einer Zeit, wenn
eine Reaktion in dem Reaktionssystem gesattigt wor-
den ist, eine positive Zahl ist und das Zonen-Phano-
men in der Reaktion aufgetreten ist, falls die Differenz
eine negative Zahl ist.

[0039] Desweiteren kann das optionale Immunoas-
say-System desweiteren ein Mittel zur Quantifikation
enthalten, verknipft mit dem Mitte! zur Messdaten-
verarbeitung, zum Quantifizieren einer Konzentration
der zu messenden Substanz, basierend auf der Form
der Amplitudenspektrum-Verteilung.

[0040] Das Quantifizierungsmittel zum Quantifizie-
ren der Konzentration der Substanz, welche gemes-
sen werden soll, kann die Konzentration der Sub-
stanz, welche gemessen werden soll, quantifizieren,
basierend auf dem Amplitudenwert der Gleichstrom-
komponente der Amplitudenspektrum-Verteilung.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZEICHNUNGEN

[0041] Fig. 1 ist ein Flussdiagramm, welches die
entsprechenden Schritte eines Immunoassay-Ver-
fahrens gemaf einer Ausfiihrungsform der vorliegen-
den Erfindung illustriert.

[0042] Fig. 2A istein Graph, welcher diskrete Mess-
daten fir die Veranderung einer GréRRe eines opti-
schen Parameters in einer Ausfuhrungsform der vor-
liegenden Erfindung zeigt; und Fig. 2B ist ein Graph,
welcher eine Amplitudenspektrum-Verteilung in der
Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung zeigt.

[0043] Fig. 3 ist eine schematische Ansicht, welche
die Konfiguration eines Immunoassay-Systems ge-
mafR der Ausfihrungsform der vorliegenden Erfin-
dung illustriert.

[0044] Fig. 4 ist ein Graph, welcher die Ergebnisse
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des Plottens von Mittelwerten von Messwerten zeigt,
erhalten von zwischen 150 Sekunden, wenn die Im-
munoreaktion hinreichend gesattigt ist, bis zu 200
Sekunden bei Messungen von menschlichen Albu-
minlésungen durch Immunonephelometrie geman ei-
nem Beispiel der vorliegenden Erfindung.

[0045] Fig. 5ist ein Graph, welcher die Veranderun-
gen mit der Zeit einer Streulicht-Intensitat zeigt, er-
halten in Messungen von menschlichen Albuminlo-
sungen in einem Beispiel der vorliegenden Erfin-
dung.

[0046] Fig. 6 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation auf Verande-
rungen mit der Zeit in gestreuten Lichtintensitaten
zeigt, erhalten in Messungen einer menschlichen Al-
buminlésung mit einer menschlichen Albumin-Kon-
zentration von 5 mg/dI.

[0047] Fig.7 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation auf Verande-
rungen mit der Zeit in gestreuten Lichtintensitaten
zeigt, erhalten in Messungen einer menschlichen Al-
buminlésung mit einer menschlichen Albumin-Kon-
zentration von 10 mg/dl.

[0048] Fig. 8 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation auf Verande-
rungen mit der Zeit in gestreuten Lichtintensitaten
zeigt, erhalten in Messungen einer menschlichen Al-
buminlésung mit einer menschlichen Albumin-Kon-
zentration von 20 mg/dI.

[0049] Fig.9 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation auf Verande-
rungen mit der Zeit in gestreuten Lichtintensitaten
zeigt, erhalten in Messungen einer menschlichen Al-
buminlésung mit einer menschlichen Albumin-Kon-
zentration von 30 mg/dI.

[0050] Fig. 10 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation auf Verande-
rungen mit der Zeit in gestreuten Lichtintensitaten
zeigt, erhalten in Messungen einer menschlichen Al-
buminlésung mit einer menschlichen Albumin-Kon-
zentration von 50 mg/dI.

[0051] Fig. 11 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation auf Verande-
rungen mit der Zeit in gestreuten Lichtintensitaten
zeigt, erhalten in Messungen einer menschlichen Al-
buminlésung mit einer menschlichen Albumin-Kon-
zentration von 100 mg/dl.

[0052] Fig. 12 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation auf Verande-
rungen mit der Zeit in gestreuten Lichtintensitaten
zeigt, erhalten in Messungen einer menschlichen Al-
buminldsung mit einer menschlichen Albumin-Kon-
zentration von 200 mg/dl.

[0053] Fig. 13 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation auf Verande-
rungen mit der Zeit in gestreuten Lichtintensitaten
zeigt, erhalten in Messungen einer menschlichen Al-
buminldsung mit einer menschlichen Albumin-Kon-
zentration von 300 mg/dl.

[0054] Fig. 14 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch Durchfiihren
einer diskreten Fourier-Transformation auf die jewei-
ligen Verandenrungen mit der Zeit in gestreuten
Lichtintensitaten zeigt, erhalten in Messungen von
menschlichen Albuminlésungen mit einer menschli-
chen Albumin-Konzentrationen von 5 mg/dl und 300
mg/dl.

[0055] Fig. 15 ist ein Graph, welcher die entspre-
chenden Veranderungen mit der Zeit an Streulicht-In-
tensitaten in Messungen von menschlichen Albumin-
I6sungen zeigt, mit menschlichen Albumin-Konzent-
rationen von 5 mg/dl und 300 mg/dl.

[0056] Fig. 16 ist ein Graph, welcher die Ergebnisse
zeigt, erhalten durch Zugabe von zufalligem Rau-
schen zu den Messdaten in Zeitintervallen von

Fig. 15.

[0057] FEig. 17 ist ein Graph, welcher die Ergebnisse
zeigt, erhalten durch Verschieben der Messdaten von
Fig. 15 um 0,5 Sekunden, um einen Unterschied zu
erzeugen.

[0058] Fig. 18 ist ein Graph, welcher die Ergebnisse
zeigt, erhalten durch Verschieben der Messdaten von
Fig. 16 um 0,5 Sekunden, um einen Unterschied zu
erzeugen.

[0059] Fig. 19 ist ein Graph, welcher eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung zeigt, erhalten durch Durch-
fuhren einer diskreten Fourier-Transformation auf die
Messdaten von Fig. 16 in dem Fall, wo zufalliges
Rauschen hinzugefligt worden ist.

[0060] Fig. 20A und Fig. 20B sind schematische
Darstellungen, welche eine Reaktion eines Antigens
und eines Antikorpers illustrieren in einem Reaktions-
system verwendet in einem homogenen Immunoas-
say-Verfahren.

7/39



DE 60 2004 002 902 T2 2007.02.01

BESCHREIBUNG DER BEVORZUGTEN AUSFUH-
RUNGSFORMEN

[0061] In einem Immunoassay-Verfahren, verwen-
det zum Messen des Gehalts einer Substanz, welche
in einer Probe gemessen werden soll, wird die zu
messende Substanz in Reaktion mit einer spezifisch
bindenden Substanz gebracht, welche in der Lage
ist, spezifisch eine Substanz, die gemessen werden
soll, zu binden, die GréRe der Veranderung an opti-
schen Charakteristika wahrend der Reaktion wird ge-
messen und die GréRRe der zu messenden Substanz
wird aus den Messergebnissen berechnet.

(Erstes Immunoassay-Verfahren)

[0062] Im folgenden wird ein erstes Immunoas-
say-Verfahren gemal der vorliegenden Erfindung
unter Verweis auf die Fig.1 und 2 beschrieben.
Fig. 1 ist ein Flussdiagramm, welches die entspre-
chenden Schritte des ersten Immunoassay-Verfah-
rens dieser Ausfliihrungsform beschreibt. Fig. 2A ist
ein Graph, welcher die diskreten Messdaten fur eine
optische Veranderungsgrof’e zeigt. Fig. 2B ist ein
Graph, welcher eine Amplitudenspektrum-Verteilung
zeigt. In Eig. 2B wird der Kehrwert eines Zeitinter-
valls (einer Periode) diskret Fourier-transformiert und
durch f als eine Fundamental-Frequenz reprasen-
tiert. Es sollte festgehalten werden, dass die Kombi-
nation der Substanz, die gemessen werden soll, und
der spezifisch bindenden Substanz die Kombination
aus Antigen und Antikorper ist.

[0063] In dem ersten Immuno-Assay-Verfahren der
vorliegenden Erfindung wird zunachst im Schritt St1
(von Eig. 1), welcher mit dem Schritt e in den Anspru-
chen korrespondier, ein Reaktionssystem einschlie-
Rend nur einen Vertreter der Substanz, welche ge-
messen werden soll, und der spezifisch bindenden
Substanz (fragliche Substanz), konstruiert und die
Messung der Veranderung der GroRRe des optischen
Parameters des Reaktionssystems wird gestartet. In
diesem Fall ist der Grund, warum das Reaktionssys-
tem nur einen Vertreter der Substanz, welche gemes-
sen werden soll, und der spezifisch bindenden Sub-
stanz einschliel3t, dass die spezifisch bindende Sub-
stanz zu der Substanz, welche gemessen werden
soll, spater hinzugegeben werden kann, oder die
Substanz, welche gemessen werden kann, zur spe-
zifisch bindenden Substanz spater hinzugegeben
werden kann.

[0064] Als nachstes wird im Schritt St2 (welche mit
dem Schritt a) in den Anspriichen korrespondiert),
das Mischen der Substanz, welche gemessen wer-
den soll, und der spezifisch bindenden Substanz ge-
startet, um Veranderungen mit der Zeit in der Veran-
derung der GréRe des optischen Parameters des Re-
aktionssystems werden als diskrete Messdaten er-
halten. Es sollte festgehalten werden, dass die "Ver-

anderung der Grof3e des optischen Parameters", ge-
nauer gesagt, die Intensitat des gestreuten Lichts
oder die GroRe der Veranderung an gestreutem Licht
ist und die Messung der Veranderung der Grolie des
optischen Parameters durchgefiihrt wird mit einer
konstanten Probenname-Periode. In dem Fall, wo
das Reaktionssystems die zu messende Substanz
einschlief3t, wird die spezifisch bindende Substanz
zum Reaktionssystem hinzugegeben, und in dem
Fall, in welchem das Reaktionssystem die spezifisch
bindende Substanz einschlief3t, wird die zu messen-
de Substanz zum Reaktionssystem hinzugegeben.

[0065] Durch die Schritte St1 und St2, wie oben be-
schrieben, werden beispielsweise Messdaten fiir die
Veranderung der GréRRe des optischen Parameters,
wie in Fig. 2A gezeigt, erhalten. Es sollte festgehal-
ten werden, dass die Messdaten fiir die Veranderung
der GroRe des optischen Parameters gemal Fig. 2A
durch eine Linie, welche die diskreten Messergebnis-
se erhalten zu den Messzeiten verbindet, angezeigt
werden.

[0066] In dem Immunoassay-Verfahren dieser Aus-
fuhrungsform ist, wenn die zu messende Substanz
ein Antigen ist, die spezifisch bindende Substanz ein
Antikérper und wenn die zu messende Substanz ein
Antikorper ist, die spezifisch bindende Substanz ein
Antigen. Im Schritt St1 wird zu der Zeit, wenn das Re-
aktionssystem nur einen Vertreter der zu messenden
Substanz und der spezifisch bindenden Substanz
einschlielt, kein Verklumpungs-Komplex resultie-
rend aus einer Antigen-Antikérper-Reaktion aus der
zu messenden Substanz und der spezifisch binden-
den Substanz in dem Reaktionssystem erzeugt. Im
Gegensatz dazu wird in Schritt St2, wenn die zu mes-
sende Substanz und die spezifisch bindende Sub-
stanz vermischt werden, ein Verklumpungs-Komplex
resultierend aus einer Antigen-Antikorper-Reaktion
der zu messenden Substanz und der spezifisch bin-
denden Substanz beginnen, in dem Reaktionssys-
tem ausgebildet zu werden.

[0067] Wenn Verklumpungs-Komplexe in dem Re-
aktionssystem in Schritt St2 erzeugt werden, tritt eine
Tribung in dem Reaktionssystem auf, so dass die
Veranderung der GréRe des optischen Parameters
beispielsweise der Intensitdt an gestreutem Licht
bzw. der Menge an transmittiertem Licht variiert.
Folglich kann durch Messen der Veranderung der
Grolie des optischen Parameters, der Grad der Tru-
bung des Reaktionssystems abgeschatzt werden. Es
sollte festgehalten werden, dass als eine Referenz
fur die Abschatzung die Veranderung der GroRRe des
optischen Parameters, wenn das Reaktionssystem
nur einen Vertreter der zu messenden Substanz und
der spezifisch bindenden Substanz einschlief3t, d.h.
die Menge der Veranderung an der gestreuten
Lichtintensitat oder die Menge der Veranderung von
der transmittierten Lichtmenge, vorzugsweise ge-
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messen wird.

[0068] Als nachstes wird im Schritt St3 von Fig. 1,
(welcher mit dem Schritt b) in den Anspriichen korre-
spondiert), in den erhaltenen Messdaten ein Zeitin-
tervall, einschlieBend eine Zeit, zu welcher eine Stei-
gerungsrate der Veranderung der Grofie des opti-
schen Parameters (d.h. die Reaktionsrate) ein Maxi-
mum annimmt, ausgewahlt. Genauer gesagt, wird in
Fig. 2A ein Zeitintervall d, + d; ausgewahilt.

[0069] Als nachstes wird im Schritt St4 von Fig. 1
(welcher mit dem Schritt c) in den Anspriichen korre-
spondiert) in dem ausgewahlten Zeitintervall d, + d,,
von dem angenommen wird, dass es eine Periode ei-
ner periodischen Funktion ist, eine diskrete Fou-
rier-Transformation durchgefihrt auf die diskreten
Messdaten der Veranderung der Grofe des opti-
schen Parameters in dem ausgewabhlten Zeitintervall
d, + d;, wodurch beispielsweise die Amplitudenspek-
trum-Verteilung von Fig. 2B erhalten wird.

[0070] Als nachstes wird im Schritt St5 von Fig. 1,
(welche mit dem Schritt d) n den Anspriichen korres-
pondiert) beurteilt, ob ein Zonen-Phanomen in dem
Reaktionssystem in Schritt St2 aufgetreten ist oder
nicht, basierend auf der Form der Amplitudenspekt-
rum-Verteilung. Genauer gesagt, wird in diesem Fall
die Form der Amplitudenspektrum-Verteilung in dem
Fall, wo das Zonen-Phanomen nicht aufgetreten ist,
in dem Reaktionssystem im Voraus als eine "Refe-
renzform" erhalten und anschlieBend wird die Beur-
teilung durchgefuhrt durch Vergleich der Amplituden-
spektrum-Verteilung, erhalten in Schritt St4 mit der
Referenzform. Das Beurteilungsverfahren wird im
Detail spater in Beispiel 4 beschrieben. Es sollte fest-
gehalten werden, dass in diesem Schritt, die Form
der Amplitudenspektrum-Verteilung mit dem bloRRen
Auge oder unter Verwendung eines Computers beur-
teilt werden kann. Dariber hinaus kann die Konzent-
ration der zu messenden Substanz gemessen wer-
den basierend auf einem Amplitudenwert einer
Gleichstromkomponente in der Amplitudenspekt-
rum-Verteilung, erhalten in Schritt St4.

[0071] Durch Durchfihren der oben beschriebenen
Schritte kann der Gehalt (Konzentration) der zu mes-
senden Substanz erhalten werden. Genauer gesagt,
kann gemall dem Immunoassay-Verfahren dieser
Ausfuhrungsform die Veranderung der Grofie des
optischen Parameters des Reaktionssystems ge-
messen werden, wahrend beurteilt wird, ob das Zo-
nen-Phanomen in dem Reaktionssystem aufgetreten
ist oder nicht. Folglich wird ein Wert fir den Gehalt
(Konzentration) der zu messenden Substanz, erhal-
ten basierend auf der Veranderung der GroRe des
optischen Parameters, hoéchst verlasslich sein.

[0072] Dariber hinaus kann gemafl dem Immuno-
assay-Verfahren dieser Ausfuhrungsform die Veran-

derung der GroRRe des optischen Parameters des Re-
aktionssystems gemessen werden, wahrend beurteilt
wird, ob das Zonen-Phanomen in dem Reaktionssys-
tem aufgetreten ist, oder nicht. Dementsprechend ist
es nicht notwendig, eine Vielzahl von Messungen
durchzufiihren und ebenso nicht notwendig, eine
Vielzahl von Reaktionsgefalen fir jede Probenlo-
sung herzustellen. Folglich kénnen die Messproze-
duren sehr einfach gehalten werden.

[0073] Dariiber hinaus wird in dem Immunoas-
say-Verfahren dieser Ausfiihrungsform eine Fou-
rier-Transformation durchgefihrt. Folglich kann fur
eine Veranderung in den Messdaten Rauschen als
ein hochfrequentes Signal betrachtet werden und ein
Signal aufgrund der Veranderung in den Messdaten
kann abgetrennt werden von einem Signal aufgrund
von Rauschen. Dementsprechend wird das Immuno-
assay-Verfahren dieser Ausfihrungsform kaum
durch Rauschen beeinflusst werden. Folglich kann
gemal dieser Ausfuhrungsform ein einfaches und
hochverlassliches Immunoassay-Verfahren bereitge-
stellt werden.

[0074] Es sollte festgehalten werden, dass es in
dem Immunoassay-Verfahren dieser Ausfihrungs-
form bevorzugt ist, dass die Veranderung der GroRRe
des optischen Parameters die Grofie der Verande-
rung in der gestreuten Lichtintensitat oder die Groflie
der Veranderung in der transmittierten Lichtmenge
ist. Dies liegt daran, dass Immunoturbodimetrie zum
Messen einer Veranderung in der Menge des trans-
mittierten Lichts sowie Immunonephelometrie zur
Messung einer Veranderung in der Menge an ge-
streutem Licht, welche von der Erzeugung eines An-
tigen-Antikdrpers Verklumpungs-Komplexes abhan-
gig sind, geeignet, durch das Zonen-Phanomen be-
einflusst zu werden und folglich groRe Effekte erzielt
werden kénnen mit der Verwendung von Assaytech-
niken dieser Ausfiihrungsform.

[0075] Darlber hinaus ist es bevorzugt, dass beide
der Zeitintervalle d2 und d3, ausgewahlt im Schritt
St3 ein Zeitintervall darstellen, bestimmt basierend
auf Messdaten fir die Veranderung der Grolke des
optischen Parameters fir den Fall, wo das Zo-
nen-Phanomen nicht aufgetreten ist. Genauer gesagt
ist es bevorzugt, dass ein Zeitintervall, erhalten durch
Nicht-Messen einer Reaktionszeit eines Reaktions-
systems, welches zu messen ist, sondern durch
Im-Voraus-Messen einer Reaktionszeit flr den Fall,
wo kein Zonen-Phanomen auftritt, verwendet wird fur
jedes der beiden von d2 und d3. Dies liegt daran,
dass Messdaten in dem Fall, wo das Zonen-Phano-
men nicht aufgetreten ist, eine klare Information zei-
gen, wie z.B. eine Zeit, zu welcher die Steigerungsra-
te (Reaktionsrate) der Veranderung der GréRRe des
optischen Parameters des Reaktionssystems sein
Maximum erreicht und eine Zeit, an welcher eine An-
tigen-Antikdrper-Reaktion gesattigt ist, im Vergleich
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zu Messdaten fir den Fall, wo einen Zonen-Phéano-
men aufgetreten ist, und hochstabil sind, so dass die
Auswahl einer Referenzposition auf einfachere Art
und Weise bei der Zeitintervall-Auswahl durchgefihrt
werden kann.

[0076] Genauer gesagt, ist das Zeitintervall d, und
d, fur die Messdaten, ausgewahlt, basierend auf den
Messdaten fir die Veranderungen der GroéRRe des op-
tischen Parameters in dem Fall, wo das Zonen-Pha-
nomen nicht aufgetreten ist, bevorzugt ein Zeitinter-
vall von einer Zeit, zu der die spezifisch bindende
Substanz und eine Probenldésung vermischt werden,
(d.h. eine Zeit, wenn eine Reaktion gestartet wird) bis
zu einer Zeit, zu der, nachdem die Reaktion substan-
tiell gesattigt worden ist, die Veranderung der GréRRe
des optischen Parameters des Reaktionssystems
substantiell konstant wird. Folglich kann ein diskretes
Fourier-transformiertes Spektrum, welches einen Un-
terschied zwischen den Messdaten, fir den Fall, in
welchem das Zonen-Phanomen nicht aufgetreten ist,
und den Messdaten fir den Fall, in dem das Zo-
nen-Phanomen aufgetreten ist, erhalten werden, so
dass klarer beurteilt werden kann, ob das Zo-
nen-Phanomen in dem Reaktionssystem in Schritt
St2 aufgetreten ist oder nicht.

[0077] Es sollte festgehalten werden in dieser Be-
schreibung und den Anspriichen, dass die Verande-
rung der Grofle des optischen Parameters in dem
Begriff "die Veranderung der Grofe des optischen
Parameters (des Reaktionssystems) wird substantiell
konstant" die Veranderung der Grof3e des optischen
Parameters in dem Zeitintervall d; von Eig. 2A be-
deuten soll und die Bezeichnung "die Veranderung
der GroRe des optischen Parameters (des Reakti-
onssystems) wird substantiell konstant" nicht nur den
Fall einschliel3t, wo eine gemessene Veranderung
der GroRRe des optischen Parameters konstant ist,
sondern auch den Fall, wo die Veranderung der Gro-
Re des optischen Parameters in einer Grofienord-
nung verandert wird, mit welcher, die Veranderung
klarer als anders erkannt werden kann, verglichen mit
der Veranderung der GréRe des optischen Parame-
ters in dem Zeitintervall d, von Eig. 2A. Darlber hin-
aus soll in dieser Beschreibung in den Ansprichen
eine Zeit, zu welcher "die Reaktion substantiell gesat-
tigt ist", genau eine Zeitgrenze bedeuten, zwischen
dem Zeitintervall d, und dem CZeitintervall d, in
Fig. 2A und auch zum Teil die Zeit, zu der die grofite
Veranderung der Steigung des Graphen, welcher die
Veranderung der Grole des optischen Parameters
anzeigt, beobachtet wird.

[0078] Darlber hinaus wird in Schritt St5 in der dis-
kreten Fourier-transformierten  Amplitudenspekt-
rum-Verteilung, erhalten in Schritt St4, vorzugsweise
beurteilt, ob eine Antigen-Antikérper-Reaktion in ei-
ner Zonenregion aufgetreten ist, oder nicht, basie-
rend auf der Veranderung des Amplitudenwertes ei-

ner Gleichstromkomponente mit Blick auf die Fre-
quenz. Amplitudenwerte in der Amplitudenspekt-
rum-Verteilung reflektieren merklich Unterschiede in
den Anstiegen einer Reaktionskurve, reprasentie-
rend eine immunologische Reaktion. Folglich kann in
einer einfachen Art und Weise beurteilt werden, ob
das Zonen-Phanomen in dem Reaktionssystem in
Schritt St2 aufgetreten ist oder nicht.

[0079] Dariber hinaus wird die Konzentration der
Substanz, welche gemessen werden soll, vorzugs-
weise gemessen, basierend auf dem Amplitudenwert
einer Gleichstromkomponente in der Amplituden-
spektrum-Verteilung, erhalten in Schritt St4. Folglich
kann der Einfluss des Rauschens auf die Messdaten
reduziert werden und desweiteren kénnen diskrete
Fourier-transformierte Daten effizient verwendet wer-
den.

(Zweites Immunoassay-Verfahren)

[0080] Als nachstes wird, anders als im ersten Im-
munoassay-Verfahren, der Fall, wo das Zeitintervall
von der Zeit, in der eine Reaktion gestartet wird, bis
zu der Zeit, wonach die Reaktion substantiell gesat-
tigt ist, und die Veranderung der Gréle des optischen
Parameters substantiell konstant wird, (d.h. im Zeitin-
tervall d, + d, dargestelltin Eig. 2A) nicht ausgewahlt,
sondern ein Zeitintervall von der Zeit, vor der eine
spezifische Bindungssubstanz und die Probenlésung
vermischt werden (d.h. eine Zeit, bevor eine Reaktion
gestartet wird), bis zu der Zeit, nach der die Reaktion
substantiell gesattigt ist, und die Veranderungen der
Grolke des optischen Parameters substantiell kon-
stant wird, ausgewahlt als ein Zeitintervall und dies
wird im folgenden beschrieben.

[0081] In diesem Fall wird die gleiche Messung, wie
diejenige in dem ersten Immunoassay-Verfahren
durchgefiihrt in den Schritten St1 und St2 von Fig. 1
und das Zeitintervall d, + d, + d, wird in Schritt St3
ausgewahlt, und eine diskrete Fourier-Transformati-
on wird durchgefiihrt, wobei angenommen wird, dass
das Zeitintervall d, + d, + d, eine Periode darstellt, um
eine Amplitudenspektrum-Verteilung zu erhalten. An-
schlielend kann im Schritt St5, basierend auf einem
Wert, erhaltend durch Abziehen eines Amplituden-
wertes bei einer Frequenz (1/d, + d,)) korrespondie-
rend mit dem Kehrwert einer Summe (d, + d,) des
Zeitintervalls (d,) von der Zeit, wenn eine Antigen-An-
tikdrper-Reaktion gestartet wird und der Zeit, bei der
die Reaktion substantiell gesattigt ist, und dem Zeitin-
tervall (d;), von der Zeit, wenn die Reaktion substan-
tiell gesattigt ist, bis zu der Zeit, wenn die Verande-
rung der Grole des optischen Parameters substanti-
ell konstant wird aus einem Amplitudenwert bei einer
Frequenz (1/d,) korrespondierend mit dem rezipro-
ken Wert des Zeitintervalls von der Zeit, bei der eine
Reaktion gestartet wird, bis zu der Zeit, bei der die
Reaktion seine Sattigung erreicht (d.h. das Zeitinter-
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vall d, von Fig. 2) beurteilt werden, ob die Anti-
gen-Antikdrper-Reaktion in der Zonenregion aufge-
treten ist oder nicht. In diesem Fall wird, falls eine Dif-
ferenz von {(ein Amplitudenwert von 1/d,) — (eine Am-
plitude von 1/d, + d,))} eine positive Zahl ist bewertet,
dass kein Zonen-Phanomen in dem Reaktionssys-
tem aufgetreten ist und falls der Unterschied eine ne-
gative Zahl darstellt, wird bewertet dass das Zo-
nen-Phanomen in dem Reaktionssystem aufgetreten
ist. Folglich kann auf einfache Art und Weise bewer-
tet werden, ob das Zonen-Phanomen in dem Reakti-
onssystem aufgetreten ist oder nicht.

[0082] In diesem Fall wird angenommen, dass das
Zeitintervall, von der Zeit, bevor die Reaktion gestar-
tet wird, zu der Zeit, bei der die Reaktion gesattigt ist,
ausgewahlt wird. Falls die Auswahl eines Zeitinter-
valls so getroffen wird, dass ein jedes der Zeitinter-
valle d,, anzeigend ein Zeitintervall vor einer Reakti-
on, Zeitintervall d,, anzeigend ein Zeitintervall, in wel-
che die Reaktionsrate erhéht wird, und Zeitintervall
d,, anzeigend ein Zeitintervall, nachdem die Reaktion
gesattigt ist, so definiert ist, dass sie alle die gleiche
Lange haben, kann ein Wert fir die Differenz klarer
dargestellt werden.

(Immunoassay-System)

[0083] Als nachstes wird ein optionales Immunoas-
say-System in dem oben beschriebenen Immunoas-
say-Verfahren unter Verweis auf Fig. 3 beschrieben
werden. Wie in Eig. 3 dargestellt, schlielt ein Immu-
noassay-System 10 gemaf dieser Ausfuhrungsform
ein Mittel zum Messen 11 ein, ein Mittel zu Verarbei-
ten von Messdaten 12, elektrisch verbunden mit dem
Mittel zum Messen 11 sowie ein Mittel 13 zum Beur-
teilen/Quantifizieren, elektrisch verknlpft mit dem
Mittel 12 zum Verarbeiten der Messdaten. Es sollte
festgehalten werden, dass in dieser Beschreibung
"VerknlUpfung" oder "Verknipfen" "eine elektrische
Verknlpfung" oder "elektrisch Verkniipfen" bedeuten
soll, solange nichts anderes angegeben wird.

[0084] Das Mittel zum Messen 11 soll angepasst
sein an eine Messzelle 14 und geeignet sein zum
Messen der Veranderung der GroRRe des optischen
Parameters eines Reaktionssystems, konstruiert in
der Messzelle 14. Beispielsweise wird als Mittel 11
zum Messen ein System verwendet, welches das
Messen der GréRRe der Veranderung an gestreuter
Lichtintensitat oder der GréRRe der Veranderung der
transmittierten Lichtmenge als Veranderung der opti-
schen Grolke ermdglicht. Es sollte festgehalten wer-
den, dass in dieser Ausflihrungsform das Mittel 11
zum Messen so erzeugt wurde, dass es eine Konfigu-
ration enthalt, in der die Messzelle 14 in das Mittel 11
zum Messen eingebracht wird, wenn die Messung
durchgefiihrt wird. Jedoch ist die Konfiguration des
Mittels 11 zum Messen nicht darauf limitiert, sondern
kann eine Konfiguration sein, in welcher eine Mess-

zelle in dem Mittel 11 zum Messen angeordnet ist.

[0085] Das die Messdaten verarbeitende Mittel 12
wahlt in den Messdaten, erhalten durch das Mittel
zum Messen 11 ein Zeitintervall aus (beispielsweise
das Zeitintervall d, + d, oder das Zeitintervall von d, +
d, + d; in Eig. 2A), einschlieRend eine Zeit, zu wel-
cher die Steigerungsrate der Veranderung der Grofie
des optischen Parameters (d.h. die Reaktionsrate)
einen maximalen Grad einnimmt und fihrt innerhalb
eines ausgewahlten Zeitintervalls D, von dem ange-
nommen wird, dass es eine Periode einer periodi-
schen Funktion ist, eine diskrete Fourier-Transforma-
tion fur die diskreten Messdaten fur die Veranderung
der GrolRe des optischen Parameters in dem ausge-
wahlten Zeitintervall d, + d, oder d, + d, + d, durch.
Folglich wird beispielsweise die Amplitudenspekt-
rum-Verteilung gemaf Fig. 2B erhalten.

[0086] Das Mittel 13 zum Auswerten/zur Quantifika-
tion beurteilt, basierend auf der der Amplitudenspek-
trum-Verteilung, erhalten durch das die Messdaten
verarbeitende Mittel 12, ob das Zonen-Phanomen in
dem Reaktionssystem in der Messzelle 14 aufgetre-
ten ist oder nicht und quantifiziert, falls bewertet wird,
dass das Zonen-Phanomen nicht aufgetreten ist, die
Konzentration der Substanz, die gemessen werden
soll. Es sollte festgehalten werden, dass das Mittel
zum Auswerten/zur Quantifikation 13 im vorhinein als
"Referenzform" die Form der Amplitudenspekt-
rum-Verteilung fur den Fall speichert, in welchem das
Zonen-Phanomen in dem Reaktionssystem nicht auf-
getreten ist und zwar in einem Zustand von elektroni-
schen Daten im vorhinein, und dann eine Amplitu-
denspektrum-Verteilung, erhalten durch das die
Messdaten verarbeitende Mittel 12 mit der Referenz-
form vergleicht, und dabei eine Auswertung durch-
fuhrt. Dartiber hinaus speichert das Mittel zur Aus-
wertung/Quantifikation 13 im vorhinein einen mathe-
matischen Ausdruck (eine Kalibrationskurve), in wel-
chem Amplitudenwerte spezifischer Frequenzkom-
ponenten gegen Konzentrationen der Substanz, wel-
che gemessen werden soll, im Zustand von elektroni-
schen Daten abgeglichen werden, um eine Quantifi-
kation durchzufiihren. Der Amplitudenwert einer spe-
zifischen Frequenzkomponente, erhalten durch das
die Messdaten verarbeitende Mittel 12 wird in dem
mathematischen Ausdruck (der Kalibrationskurve)
substituiert, wodurch die Konzentration der Substanz
erhalten wird, die gemessen werden soll.

[0087] Die Messzelle 14 wird ausgebildet aus einem
transparenten Material und kann eine Flussigkeit im
Inneren aufbewahren. Wenn eine Messung durchge-
fuhrt wird, wird ein Reaktionssystem in die Zellen in-
jiziert und anschlieBend wird die Zelle in das Mittel
zum Messen 11 eingebracht. Ein spezifisches Bin-
dungssubstrat und eine Probenlésung werden ver-
mischt, wahrend die Veranderung der GréR3e des op-
tischen Parameters fortschreitend gemessen wird in-
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nerhalb eines konstanten Probenname-Intervalls.

[0088] Als nachstes wird die Operation des Immu-
noassay-Systems 10 dieser optionalen Ausflihrungs-
form beschrieben werden.

[0089] Zunachst wird eine zu messende Substanz
oder eine spezifische Bindungssubstanz in die Mess-
zelle 14 eingebracht, um ein Reaktionssystem zu
konstruieren und anschlieRend wird die Messzelle 14
in das Mittel zum Messen 11 eingebracht.

[0090] Als nachstes wird in dem Mittel zum Messen
11 der Messung der Veranderung der GroRe des op-
tischen Parameters des Reaktionssystems gestartet.
In diesem Fall wird die Messung der Veranderung der
Grole des optischen Parameters des Reaktionssys-
tems durchgefihrt in einer konstanten Probennah-
me-Periode.

[0091] Nachfolgend wird die spezifische Bindungs-
substanz, welche in der Lage ist, spezifisch an die
Substanz, die gemessen werden soll, zu binden, mit
einer Probenlésung vermischt, wahrend die Messung
der Veranderung der GréRRe des optischen Parame-
ters des Reaktionssystems voranschreitet, in der
oben beschriebenen Probennahme-Periode durch-
gefihrt zu werden. Als nachstes werden zeitliche
Veranderungen in der Veranderung der GréRe des
optischen Parameters des Reaktionssystems als dis-
krete Messdaten des Reaktionssystems als diskrete
Messdaten fir die Veranderung der Grofie des opti-
schen Parameters, erhalten (beispielsweise die
Messdaten fir die Veranderung der Grofie des opti-
schen Parameters, dargestellt in Eig. 2A).

[0092] Es sollte festgehalten werden, dass das Mit-
tel zum Messen 11 vorzugsweise so ausgebildet
wird, dass es eine Konfiguration aufweist, in welcher
unter Verwendung des Reaktionssystems, einschlie-
Rend als Referenz nur entweder die zu messende
Substanz oder die spezifisch bindende Substanz, die
Veranderung der Grole des optischen Parameters
des Reaktionssystems (beispielsweise die Menge
der Veranderung der gestreuten Lichtintensitat oder
die Menge der Veranderung in der transmittierten
Lichtmenge) gemessen wird.

[0093] Als nachstes wahlt das Mittel zum Verarbei-
ten der Messdaten 12 in den Messdaten, erhalten
durch das Mittel zum Messen 11, ein Zeitintervall aus,
einschlielend eine Zeit, zu welcher die Steigerungs-
rate der Veranderung der Grof3e des optischen Para-
meters (d.h. die Reaktionsrate) eingeschlossen ist.
Genauer gesagt, werden in Fig. 2A das Zeitintervall
d, + d, oder das Zeitintervalls d, + d, + d, ausgewahlt.

[0094] Als nachstes nimmt das die Messdaten ver-
arbeitende Mittel 12 an, dass das Zeitintervall d, + d,
oder das Zeitintervall d, + d, + d,, welches ausge-

wahlt worden ist, eine Periode einer periodischen
Funktion sei und fiihrt eine diskrete Fourier-Transfor-
mation durch, um die Messdaten fiir die Veranderung
des optischen Parameters im ausgewahlten Zeitin-
tervall d, + d, oder dem Zeitintervall d, + d, + d, zu se-
parieren und dadurch eine Amplitudenspektrum-Ver-
teilung entsprechend Fig. 2B zu erhalten.

[0095] Als nachstes bewertet das Auswerte-/Quan-
tifikationsmittel 13, basierend auf der Form der Amp-
litudenspektrum-Verteilung, erhalten durch das die
Messdaten verarbeitende Mittel 12, ob das Zo-
nen-Phanomen im Reaktionssystem in der Messzelle
14 aufgetreten ist oder nicht und dartber hinaus wird
die Konzentration der zu messenden Substanz quan-
tifiziert.

[0096] Mit dem Immunoassay-System dieser optio-
nalen Ausfuhrungsform kann die Veranderung der
Grolke des optischen Parameters eines Reaktions-
systems gemessen werden, wahrend ausgewertet
wird, ob das Zonen-Phanomen in dem Reaktionssys-
tem aufgetreten ist oder nicht. Dementsprechend ist
die Verlasslichkeit eines numerischen Wertes fur den
Gehalt (die Konzentration) einer Substanz, welche
gemessen werden soll, erhalten durch die Verande-
rung der GroRe des optischen Parameters, sehr
hoch. Folglich kann gemaR dieser Ausfiihrungsform
eine einfache und hoch verlassliche immunologische
Messung durchgefiihrt werden.

[0097] Es sollte festgehalten werden, dass ein Ab-
sorptiometer ein spezifisches Beispiel eines Mittels
zum Messen 11 darstellt. Dartiber hinaus wird das die
Messdaten verarbeitende Mittel 12 vorzugsweise so
ausgebildet, dass es eine Konfiguration aufweist, in
welcher Messdaten von dem Mittel zu Messen 11
durch eine A/D-Konversion unter Verwendung einer
A/D-Konversionseinheit erhalten werden.

[0098] Das Immunoassay-System 10 dieser optio-
nalen Ausfihrungsform wird so ausgebildet, dass es
eine Konfiguration aufweist, in welcher das die Mess-
daten verarbeitende Mittel 12 und das Auswer-
te-/Quantifizierungsmittel 13 separat zur Verfigung
gestellt werden. Jedoch ist das Immunoassay-Sys-
tem 10 nicht darauf limitiert. Beispielsweise kdnnen
das die Messdaten verarbeitende Mittel 12 und das
Auswerte/-Quantifikations-Mittel ausgebildet werden
unter Verwendung von Software und einem Compu-
ter. DarUber hinaus kénnen das die Messdaten verar-
beitende Mittel 12 und das Auswerte-/Quantifizie-
rungsmittel 13 ausgebildet werden unter Verwen-
dung eines Schaltkreiselements, wie z.B. eines DSP
(digital signal processor).

[0099] Wenn ein Computer als Messdaten verarbei-
tendes Mittel 12 verwendet wird, kann eine Konfigu-
ration eingesetzt werden, in welcher eine ausgewahl-
te Referenz und eine GréRenordnung eines Zeitinter-
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valls in dem Messdaten verarbeitenden Mittel 12 zu-
fallig durch den Anwender per Software spezifiziert
werden.

[0100] Darlber hinaus wird, wenn das die Messda-
ten verarbeitende Mittel 12 ein Computer ist und die
Messung durchgeflhrt wird unter Verwendung einer
spezifischen Probenlésung, eine Konfiguration, in
welcher ein Zeitintervall, welches durch das Messda-
ten verarbeitende Mittel 12, wie z.B. ROM oder RAM,
gespeichert werden kann, vorzugsweise verwendet.

[0101] In diesem Fall ist das Zeitintervall, welches
gespeichert werden soll, vorzugsweise ein Zeitinter-
vall, basierend auf den Messdaten der Veranderung
der GroRe des optischen Parameters, in dem Fall, wo
das Zonen-Phanomen nicht aufgetreten ist.

[0102] Wenn ein Computer als Auswertungs-/Quan-
tifizierungsmittel 13 eingesetzt wird, kann eine Konfi-
guration, in welcher eine Referenzform, verwendet
zur Beurteilung des Zonen-Phanomens zufallig durch
einen Anwender per Software eingestellt wird, ver-
wendet werden.

[0103] Dariiber hinaus wird, wenn das Auswer-
tungs-/Quantifizierungsmittel 13 ein Computer ist und
die Messung durchgefiihrt wird unter Verwendung ei-
ner spezifischen Probenlésung eine Konfiguration, in
welcher die Referenzform in einem Speicher, wie
ROM oder RAM gespeichert werden kann, vorzugs-
weise eingesetzt. Darliber hinaus ist die Referenz-
form vorzugsweise eine Amplitudenspektrum-Vertei-
lung, einschlieRend die entsprechenden Amplituden-
werte bei verschiedenen Frequenzen.

[0104] Wie fir das Immunoassay-Verfahren dieser
Ausfuhrungsform beschrieben wurde, ist es nicht not-
wendig, eine Vielzahl von Messungen durchzufih-
ren, bzw. eine Vielzahl von Reaktionsgefalien fir
jede Probenlésung herzustellen. Dartber hinaus ist
eine langweilige Messung nicht notwendig. Dement-
sprechend kénnen Messprozeduren und eine Sys-
temkonfiguration sehr einfach gestaltet werden.

[0105] Genauer gesagt kann in dem Immunoas-
say-Verfahren dieser Ausfihrungsform durch Mes-
sen unter Verwendung von Licht mit einer Wellenlan-
ge beurteilt werden, ob das Zonen-Phanomen aus-
geldst wurde oder nicht. Dementsprechend wird eine
Systemkonfiguration  einfach und  Messpro-
zess-Schritte werden nicht schwierig werden. Daru-
ber hinaus wird Fourier-Transformation verwendet,
so dass fir eine Veranderung in den Messdaten,
Rauschen als ein hochfrequentes Signal betrachtet
werden kann und ein Signal aufgrund einer Verande-
rung in den Messdaten und ein Signal aufgrund von
Rauschen unterschieden werden kénnen. Folglich ist
der Immunoassay dieser Ausfihrungsform kaum
durch Rauschen beeinflusst.

(Beispiele)

[0106] Im folgenden wird die vorliegende Erfindung
beschrieben unter Verwendung von Beispielen, je-
doch ist die vorliegende Erfindung nicht auf diese
Beispiele limitiert.

- Beispiel 1 -

[0107] Im folgenden wird ein Beispiel der spezifi-
schen Konfiguration des Immunoassays 10, darge-
stellt in der oben beschriebenen Ausflihrungsform,
beschrieben werden. Es sollte festgehalten werden,
dass in diesem Beispiel eine Beschreibung getroffen
wird unter Verwendung des zweiten Immunoas-
say-Verfahrens (in welchem das Zeitintervall d, + d, +
d, ausgewahlt wird) auf das erste und zweite Immu-
noassay-Verfahren, wie oben beschrieben.

[0108] In diesem Beispiel ist das Mittel zum Messen
11 so konfiguriert, dass es folgende Konfiguration
aufweist. Ein Halbleiterlaserpointer
(MLXS-D-12-680-35 verfligbar von Kiko Giken) ge-
eignet zur Ausgabe einer Ausgabeleistung von 15
mW Laserlicht, moduliert bei 270 Hz und mit einer
Wellenlange von 680 nm wird als Lichtquelle verwen-
det und eine Silizium-Fotodiode fiir eine sichtbare bis
infrarote Strahlungsprazisions-Fotometrie
(S2387-66R verfugbar von Hamamatsu Photonics)
wird als ein Detektor eingesetzt. Als eine Messzelle
wird eine Messzelle ausgebildet aus 0,1 cm dicken
optischen Glasplatten, welche miteinander ver-
schmolzen sind und eine regulare quadratische Pris-
menform aufweisen mit einer Kapazitat von ungefahr
200 pl verwendet. Was die Anordnung sowohl von
Lichtquelle, Detektor als auch Messzelle betrifft, so
ist die Messzelle in einem Abstand von 0,5 cm von
der Lichtquelle entfernt, so dass eine Oberflache der
Messzelle vertikal zur optischen Achse des einfallen-
den Lichtes von einer Lichtquelle lokalisiert ist und
der Detektor in einem Abstand von 5,5 cm von der
Messzelle in der Richtung lokalisiert ist, in welcher
der Detektor und die Lichtquelle einen Winkel von 90°
mit Blick auf die Messzelle einnehmen. Zwischen den
Detektor und der Zelle wird ein Schatten gebender
Zylinder bereitgestellt, so dass kein Streulicht auf den
Detektor fallt. Ein elektrisches Stromsignal, abhan-
gend von der Menge an Licht, nachgewiesen durch
den Detektor, wird so amplifiziert, dass es ein hun-
dertfach groRes Voltsignal durch einen Strom-Span-
nungs-Konversionsschaltkreis (10° V/A) und eines
Amplifikationsschaltkreises unter Verwendung eines
operationalen Verstarkers, phasensensitiv tber ei-
nen Lock-in-Verstarker (5610B verfiigbar von NF
Corporation) ergibt, und dann in einen Computer in
regelmafigen Intervallen durch GPIB-Steuerung
Ubertragen wird. In diesem Beispiel ist ein Probenna-
me-Intervall auf 0,5 Sekunden eingestellt.

[0109] Das die Messung verarbeitende Mittel 12
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wird so ausgebildet, dass es die folgende Konfigura-
tion aufweist. In diesem Beispiel ist ein auszuwahlen-
des Zeitintervall so eingestellt, dass das Zeitintervall
innerhalb eines Bereiches liegt vor einer Zeit, bevor
eine Reaktion gestartet wird, bis zu einer Zeit, wenn
eine bestimmte Zeit nachdem die Reaktion gesattigt
worden ist, abgelaufen ist, und so, dass die Datenlan-
ge, bevor die Reaktion gestartet wird, wahrend die
Reaktion verstarkt wird und die Datenldnge, nach-
dem die Reaktion gesattigt ist, substantiell gleich
sind. Fir eine Antigen-Antikérper-Reaktion, wie sie
spater in Beispiel 2 beschrieben wird, wurden Pro-
bennahme-Daten aus 64 Punkten in einem Zeitinter-
vall von 10 Sekunden erhalten vor einem Start einer
Reaktion bis 22 Sekunden nach dem Start der Reak-
tion. Die erhaltenen Daten wurden als periodisches
Signal angenommen mit einer Periode von 32 Sekun-
den und einer Frequenz von 0,03125 Hz und eine
diskrete Fourier-Transformation mit Microsoft Excel
(verfugbar von Microsoft) wurde durchgefuhrt, wo-
durch eine Amplitudenspektrum-Verteilung erhalten
wurde.

[0110] Als Auswertungsmittel in dem Mittel zur Aus-
wertung-/Quantifikation 13, wurde ein Verfahren ein-
gesetzt, in welchem eine Substanz, welche gemes-
sen werden sollte und eine spezifische Bindungssub-
stanz vermischt werden und ein Amplitudenwert bei
einer Frequenz, korrespondierend mit dem Kehrwert
(1/d,) des Zeitintervalls (da in Eig. 2A), von der Zeit,
an welcher eine Reaktion gestartet wird, bis zu der
Zeit, wann die Reaktion die Sattigung erreicht, wird
mit dem Amplitudenwert verglichen, korrespondie-
rend mit dem Kehrwert (1/d, + d;) der Summe des
Zeitintervalls (d, in Eig. 2A) von der Zeit, wenn eine
Reaktion gestartet wird, bis zu der Zeit, wenn die Re-
aktion gesattigt wird und dem Zeitintervall (d; in
Eig. 2A) von der Zeit, wenn die Reaktion substantiell
gesattigt wird, bis zu der Zeit, wenn die Veranderung
der GroéRe des optischen Parameters substantiell
konstant wird. Genauer gesagt, wird ein Wert von
{(eine Amplitude bei 0,0938 Hz) — (eine Amplitude bei
0,0625 Hz)}, d.h. eine Differenz zwischen einer Amp-
litude bei einer Frequenz von 0,0938 Hz, korrespon-
dierend mit einen Kehrwert von einem ungefahr 10
Sekunden-Intervall (d.h. da) und einer Amplitude bei
einer Frequenz von 0,625 Hz, korrespondierend mit
dem Kehrwert von ungefahr einem 15 Sekunden-In-
tervall (d.h. d, + d;) durch Berechnung erhalten, um
auszuwerten, dass das Zonen-Phanomen nicht auf-
getreten ist, falls der Wert eine positive Zahl ist und
dass das Zonen-Phanomen nicht aufgetreten ist, falls
der Wert eine e negative Zahl ist.

[0111] Darlber hinaus wird als Quantifizierungsmit-
tel ein Verfahren eingesetzt, in welchem die Quantifi-
zierung durchgefihrt wird unter Verwendung eines
Amplitudenwertes einer Gleichstromkomponente in
einer Amplitudenspektrum-Verteilung. Genauer ge-
sagt wird der Amplitudenwert des Gleichstroms, er-

halten durch die Messung der Substanz, welche ge-
messen werden soll, in einen mathematischen Aus-
druck substituiert (Kalibrationskurve), in welchem ein
Amplitudenwert einer Gleichstromkomponente ge-
gen die Konzentration der Substanz, welche gemes-
sen werden soll, abgeglichen wird, wodurch die Kon-
zentration der Substanz, welche gemessen werden
soll, erhalten wird.

- Beispiel 2 -

[0112] In diesem Beispiel wird gezeigt werden, dass
die Auswertung, beschrieben im ersten Beispiel, zu-
treffend ist. In diesem Fall wird eine Antigen-Antikor-
per-Reaktion verursacht unter Verwendung einer
Substanz, welche gemessen werden soll, von wel-
cher die Konzentration bekannt ist und eine Analyse
wird durchgeflihrt, um zu bestatigen, bei welcher
Konzentration das Zonen-Phanomen auftritt. An-
schliefend wird ein vergleich durchgefiihrt zwischen
den Amplitudenspektren in dem Fall, wo das Zo-
nen-Phanomen aufgetreten ist und in dem Fall, wo
das Zonen-Phanomen nicht aufgetreten ist. In die-
sem Fall wird ein Beispiel eines Immunoassay-Ver-
fahrens beschrieben werden, in welchem die Sub-
stanz, welche gemessen werden soll, menschliches
Albumin ist. Es sollte festgehalten werden, dass rei-
nes Wasser, filtriert durch Milli-Q SP TOC (verfugbar
von Millipore) verwendet wird zum Herstellen einer
Pufferlésung, wie unten beschrieben, od. dgl.. Dari-
ber hinaus sollte festgehalten werden, dass Reagen-
zien, wie z.B. Salz und Pufferagentien, welche von
Wako Pure Chemical Industries, Ltd. waren, einge-
setzt wurden, solange nichts anderes angegeben
wurde und ein Reagenz von First Grade-Reinheit ver-
wendet wird fur Polyethylenglykol 6000, wohingegen
extra reine Grade fur die anderen verwendet wurden.
Ein Kaninchen-Antimensch-Albumin polyklonaler An-
tikorper (welcher hier im folgenden als ein "Antikor-
per" bezeichnet wird), wurde als Ldsung erhalten
durch Aufreinigen eines Antiserums, gesammelt von
einem Kaninchen, immunisiert gegen menschliches
Albumin, durch Protein A-Saulen-Chromatographie
und anschlieBende Dialyse aus dem aufgereinigten
Antiserum. Die Saule wurde mit stationdrem Protein
A-Gel von Amersham Pharmacia gefillt. Eine Equili-
brations-Puffer-L6sung, zusammengesetzt aus 1,5 M
Glycin und 3,0 M NaCl, pH 8,9 wurde zur Aufreini-
gung verwendet und eine Elution-Puffer-Losung zu-
sammengesetzt aus Zitronensaurelésung (0,1 M Zi-
tronensaure, pH 4,0) wurde eingesetzt. Die eluierte
Antikdrper-Fraktion wurde in ein Dialysen-Gefal} ein-
gefullt mit einem fraktionellen Molekulargewicht von
10.000 und mehrmals dialysiert mit ungefahr einem
hundertfachen Volumen einer Pufferlésung, zusam-
mengesetzt aus 0,05 M 3-(N-Morpholino) Propansul-
fonsaure (welche verfiigbar ist von Dojin und hier im
folgenden als "MOPS" bezeichnet wird), 0,15 M NaCl
und 0,04 Gew.-% NaN,, pH 7,4, zur Ersetzung von
Pufferkomponenten. AnschlieRend wurde die Anti-
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kdrperkonzentration durch 280 nm Absorptionsmes-
sung abgeschatzt und mit der gleichen Pufferlésung
wie derjenigen, eingesetzt zur Dialyse, eingestellt,
um eine Antikérperkonzentration von 3,0 mg/ml zu
erhalten.

[0113] Menschliche Albuminlésungen wurden her-
gestellt, so dass sie menschliche Alumbin-Konzent-
rationen von 0, 5, 10, 20, 30, 50, 100, 200, und 300
mg/dl aufwiesen und zwar durch Auflésen unter Ver-
wendung von menschlicher Albumin-(verfugbar von
Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) Lésung (d.h.
eine Probenlésung) als das Antigen und mit der glei-
chen Pufferlésung, wie derjenigen, verwendet fir die
Dialyse. Pufferldsungen mit einer Zusammensetzung
von 0,05 M MOPS und 4 Gew.-% Polyethylenglykol
6.000, pH 7,4 wurden zur Messung eingesetzt.

[0114] Fur jede Pufferlésung wurden die Messun-
gen von menschlichen Albuminldésungen mit entspre-
chenden Konzentrationen in der folgenden Art und
Weisung durchgefiihrt. Jedes Reaktionssystem weist
eine Zusammensetzung von 160 pl an Pufferlésung
auf, 9 pl an menschlicher Albuminlésung und 23 pl
der Antikérperlésung. Folglich wird die letztendliche
Konzentration des Antikorpers in dem Reaktionssys-
tem ungefahr 0,11 mg/ml sein und die letztendliche
Konzentration an menschlichem Albumin wird ein
Wert sein, erhalten durch Multiplizieren der Konzent-
ration der menschlichen Albuminlésung verwendet
zur Herstellung mit 0,046.

[0115] Zunachst wurde die Pufferldsung und die
menschliche Albuminlésung mit entsprechendem Vo-
lumina, wie oben beschrieben, vermischt durch Rih-
ren in der Zelle des Immunoassay-Systems, konfigu-
riert in der oben beschriebenen Art und Weise, um
damit ein Reaktionssystem herzustellen. Nachfol-
gend wurde die Antikérperlésung mit dem oben be-
schriebenen Volumen zum Reaktionssystem hinzu-
gegeben und geriihrt, um eine Antigen-Antikor-
per-Reaktion auszulésen. Die Messung des Streu-
lichts wurde 10 Sekunden vor der Zugabe von Anti-
korperlésung gestartet und in Intervallen von 0,5 Se-
kunden fur 200 Sekunden durchgefihrt. Die Mess-
werte wurden als Volt-Werte erhalten. Um den Ein-
fluss der Kontamination der Messzelle auf die Mes-
sung zu verhindern, wurde eine Korrektur durchge-
fuhrt mit einem Wert, gemessen durch Einfiihren von
reinem Wasser in die Messzelle vor der Messung ei-
ner jeden Reaktion. Die Messung wurde durchge-
fuhrt bei Raumtemperatur (ungefahr 20°C).

[0116] Fig. 4 ist ein Graph, welcher die Ergebnisse
des graphischen Darstellens von Mittelwerten von
Messwerten zwischen 150 Sekunden, wenn eine Im-
munoreaktion hinreichend gesattigt worden ist, bis
200 Sekunden zeigt. Aus Eig. 4 kann gesehen wer-
den, dass die Messungen von menschlichen Albu-
minlésungen mit menschlichen Albumin-Konzentrati-

on von 100 mg/dl oder mehr durch das Zonen-Pha-
nomen beeinflusst wird.

[0117] Fig. 5ist ein Graph, welcher die Veranderun-
gen mit der Zeit der gestreuten Lichtintensitat, erhal-
ten in Messungen von jeder menschlichen Albumin-
I6sung zeigt. Diskrete Fourier-Transformationen zum
Nachweis des Zonen-Phanomens wurde durchge-
fuhrt mit Messwerten, erhalten in der Messung.

[0118] Fig. 6 bis Fig. 13 sind graphische Darstel-
lungen, welche Amplitudenspektrum-Verteilungen
zeigen, welche erhalten wurden durch Durchfihren
von diskreter Fourier-Transformation auf Messdaten,
erhalten aus Messungen von menschlichen Albumin-
I6sungen mit entsprechenden menschlichen Albu-
min-Konzentrationen von 5 mg/dl bis 300 mg/dl.

[0119] GemalR den ergebenden Verteilungen kann
in allen menschlichen Albumin-Lésungen mit Kon-
zentrationen von 5 mg/dl bis 50 mg/d|, in welchen das
Zonen-Phanomen nicht aufgetreten ist, bestatigt wer-
den, dass ein Wert von {(ein Amplitudenwert bei
0,0938 Hz)-ein Amplitudenwert bei 0,0625 Hz)} posi-
tiv ist. DarUber hinaus kann fur jede der menschli-
chen Albuminlésungen mit entsprechenden mensch-
lichen Albumin-Konzentrationen von 100 mg/dl bis
300 mg/dl, in welchen das Zonen-Phanomen aufge-
treten ist, bestatigt werden, dass ein Wert von {(ein
Amplitudenwert bei 0,0938 Hz)-(eine Amplitude bei
0,0625 Hz)} negativ ist. Tatsachliche Berechnungs-
werte waren 1,65 fiir die menschliche Albuminlésung
mit einer menschlichen Albumin-Konzentration von 5
mg/dl, 3,37 fur die menschliche Albuminlésung mit ei-
ner menschlichen Albumin-Konzentration von 10
mg/dl, 5,54 fur die menschliche Albuminlésung mit ei-
ner menschlichen Albumin-Konzentration von 20
mg/dl, 5,80 fur die menschliche Albuminlésung mit ei-
ner menschlichen Albumin-Konzentration von 30
mg/dl, 8,69 fur die menschliche Albuminlésung mit ei-
ner menschlichen Albumin-Konzentration von 50
mg/dl, —0,962 fir die menschliche Albuminlésung mit
einer menschlichen Albumin-Konzentration von 100
mg/dl, —1,93 flr die menschliche Albuminlésung mit
einer menschlichen Albumin-Konzentration von 200
mg/dl, und -2,44 fir die menschliche Albuminlésung
mit einer menschlichen Albumin-Konzentration von
300 mg/dl.

[0120] Fig. 14 ist ein Diagramm, welches einen Ver-
gleich zwischen der Amplitudenspektrum-Verteilung
der menschlichen Albuminlésung mit einer menschli-
chen Albumin-Konzentration von 5 mg/dl und einer
Amplitudenspektrum-Verteilung der menschlichen
Albuminlésung mit einer menschlichen Albumin-Kon-
zentration von 300 mg/dl zeigt, welches substantiell
die gleichen Veranderungen mit der Zeit zeigt, wie
diejenigen, dargestellt in Fig. 5. Wie aus Fig. 14 er-
sichtlich ist, sind die entsprechenden Amplitudenwer-
te bei 0,0938 Hz und bei 0,0628 Hz invertiert zwi-
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schen der Amplitudenspektrum-Verteilung der
menschlichen Albuminlésung mit einer menschlichen
Albumin-Konzentration von 5 mg/dl, in welcher das
Zonen-Phanomen nicht auftritt und der menschlichen
Albuminlésung mit einer Albumin-Konzentration von
300 mg/dl, in welcher das Zonen-Phanomen auftritt.
Das heil3t, ob der Wert von {(einem Amplitudenwert
bei 0,0938 Hz)-(ein Amplitudenwert bei 0,0625 Hz)}
positiv oder negativ ist, reflektiert, ob das Zonen-Pha-
nomen aufgetreten ist oder nicht.

[0121] Nachfolgend werden quantitative Konzentra-
tionsergebnisse beschrieben werden. Eine Kalibrati-
onskurve wurde erstellt unter Verwendung von quan-
tifizierenden Ergebnissen fir menschliche Albuminlé-
sungen mit menschlichen Albumin-Konzentrationen
von 5, 10 und 20 mg/dl, wie oben erhalten. Die erhal-
tene Kalibrationskurve wurde ausgedruckt durch y =
6,12x + 29,1, wobei der Amplitudenwert von einer
Gleichstrom-Komponente y war und die Konzentrati-
on der menschlichen Albuminldsung x war. Um zu
demonstrieren, dass diese Kalibrationskurve glltig
war, wurden Ergebnisse von Messungen des Ampli-
tudenwerts einer Gleichstromkomponente fur die
menschliche Albuminlésung mit einer menschlichen
Albumin-Konzentration von 15 mg/dl in die Kalibrati-
onskurve substituiert, um die Konzentration der
menschlichen Albuminlésung zu erhalten und es
wurde bestatigt, ob die erhaltene Konzentration der
menschlichen Albuminlésung zur tatsachlichen Kon-
zentration korrespondierte oder nicht.

[0122] Die Messung des Amplitudenwertes wurde
durchgefiihrt insgesamt drei Mal. In drei Messungen
waren die Ergebnisse fiur den Amplitudenwert der
Gleichstromkomponente 123, 124 und 122 und die
Werte flr die Konzentration der menschlichen Albu-
minlésung, erhalten durch Berechnen aus der Kalib-
rationskurve waren 15,3, 15,5 und 15,2 mg/dl. Dies
zeigt, dass geschatzte Werte, nahe der tatsachlichen
Konzentration erzielt wurden. Folglich wurde besta-
tigt, dass das Verfahren unter Verwendung eines Am-
plitudenwerts einer Gleichstromkomponente effektiv
als Mittel zum Quantifizieren der Konzentration einer
zu messenden Substanz ist.

[0123] Aus den oben beschriebenen Ergebnissen
wurde bestatigt, dass das Immunoassay-Verfahren
und das Immunoassay-System der vorliegenden Er-
findung effektiv sind beim Nachweis des Zonen-Pha-
nomens. Dartber hinaus ermdglicht die vorliegende
Erfindung den Nachweis des Zonen-Phanomens mit
einer einzelnen Wellenldange und einer einzelnen
Messung, so dass eine Vielzahl von Messungen nicht
notwendig ist und eine Vielzahl von Reaktionsgefa-
Ren nicht prapariert werden muissen. Es wurde auch
bestatigt, dass multiple Wellenlangenmessungen
nicht von Noéten sind und folglich Messschritte und
eine Systemkonfiguration einfach waren. Daruber hi-
naus wurde bestatigt, dass gemalf der vorliegenden

Erfindung die Konzentration einer zu messenden
Substanz gemessen werden kann.

(Beispiel 3)

[0124] In diesem Beispiel wird beschrieben werden,
dass das Immunoassay-Verfahren dieser Ausflih-
rungsform kaum durch Rauschen beeinflusst ist.
Fig. 15 ist ein Graph, welcher Veranderungen mit der
Zeit an Streulicht-Intensitat in menschlichen Albumin-
I6sungen mit Konzentrationen von 5 mg/dl und 300
mg/dl, wie sie in Beispiel 2 erhalten wurden, anzeigt.
In Beispiel 2 wurde eine diskrete Fourier-Transforma-
tion durchgefuhrt mit den Messdaten in dem Zeitinter-
vall, dargestellt in Fig. 15, wodurch die Amplituden-
spektrum-Verteilung erhalten wurde. Auf der anderen
Seite wird in Fig. 16 ein zufalliges Rauschen, dessen
Fluktuationsausmafl mit 0,2 ausgedriickt als Streu-
lichtintensitatswert korrespondiert, zu den Messda-
ten in dem Zeitintervall, dargestellt in Fig. 15 hinzu-
addiert. In diesem Beispiel werden unter Verwen-
dung der Daten, dargestellt in den Fig.15 und
Fig. 16, die bekannten Verfahren unter Verwendung
von Differentiation (Differenz) und das Immunoas-
say-Verfahren der vorliegenden Erfindung miteinan-
der verglichen.

[0125] Eig. 17 ist ein Graph, welcher die Ergebnisse
darstellt, erhalten aus Differentiation, durchgefuhrt
mit Messdaten in jedem Fall, wobei das zuféllige
Rauschen gemal Eig. 15 nicht hinzuaddiert wurde,
der um 0,5 Sekunden verschoben war. Gemaf die-
sen Ergebnissen sind die Peak-Position, d.h. die
Peak-Position der Reaktionsrate unterschiedlich zwi-
schen der menschlichen Albuminlésung mit einer
menschlichen Albumin-Konzentration von 5 mg/dl, in
welchem das Zonen-Phanomen nicht auftritt und der
menschlichen Albuminlésung mit einer menschlichen
Albumin-Konzentration von 300 mg/dl, in welcher das
Zonen-Phanomen auftritt. Folglich kann gesehen
werden, dass basierend auf Fig. 17 beurteilt werden
kann, ob das Zonen-Phanomen aufgetreten ist oder
nicht.

[0126] Fig. 18 ist ein Graph, welcher die Ergebnisse
zeigt, erhalten durch Differentiation, durchgefihrt mit
den Messdaten in dem Fall, wo das zuféllige Rau-
schen gemal Fig. 16 hinzuaddiert worden ist, ver-
schoben um 0,5 Sekunden. GemafR diesen Ergebnis-
sen ist es nicht einfach, eine Peak-Position zu be-
stimmen, d.h. eine Peak-Position einer Reaktionsrate
aufgrund des Einflusses von Rauschen. Darlber hin-
aus sind Unterschiede zwischen den Ergebnissen fur
die menschliche Albuminldsung mit einer menschli-
chen Albumin-Konzentration von 5 mg/dl, in welcher
das Zonen-Phanomen nicht auftritt und den Ergeb-
nissen fur die menschliche Albuminlésung mit einer
menschlichen Albumin-Konzentration von 300 mg/dl,
in welche das Zonen-Phanomen auftritt, nicht klar.
Folglich kann gesehen werden, dass es nicht einfach
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ist, zu beurteilen, basierend auf Fig. 18, ob das Zo-
nen-Phanomen aufgetreten ist oder nicht. Wie be-
schrieben worden ist, ist das Verfahren basierend auf
Differentation (Differenz) leicht durch Rauschen be-
einflussbar.

[0127] Als nachstes wird ein Verfahren zum Nach-
weis des Zonen-Phanomens gemal’ der vorliegen-
den Erfindung beschrieben werden. Fig. 14 ist ein
Graph, welcher die Ergebnisse zeigt, erhalten durch
Durchfiihren der diskreten Fourier-Transformation
auf Messdaten, um eine Amplitudenverteilung zu er-
halten, wenn zufélliges Rauschen nicht addiert wor-
den ist, wie in Fig. 15 gezeigt, und Fig. 19 ist ein
Graph, welcher Ergebnisse zeigt, erhalten durch
Durchfiihren von diskreter Fourier-Transformation
auf Messdaten von Fig. 16, in dem Fall, wo zufalliges
Rauschen addiert worden ist, um eine Amplituden-
verteilung zu erhalten. Wie klar dargestellt ist, war so-
wohl in Fig. 14 als auch Fig. 19 der Wert von {(ein
Amplitudenwert bei 0,0938 Hz)-(eine Amplitude bei
0,0625 Hz}) nicht beeinflusst und auch positivin dem
Fall, in dem die menschliche Albuminlésung eine
menschliche Albumin-Konzentration von 5 mg/dl auf-
wies und negativ in dem Fall, in dem die menschliche
Albuminlésung eine menschliche Albumin-Konzent-
ration von 300 mg/dl aufwies. Dies zeigt, dass beur-
teilt werden kann, ob das Zonen-Phanomen aufge-
treten ist oder nicht.

[0128] Aus den oben beschriebenen Ergebnissen
wurde bestatigt, dass gemal dem Immunoas-
say-Verfahren der vorliegenden Erfindung Ergebnis-
se zur Beurteilung, ob das Zonen-Phanomen aufge-
treten ist oder nicht, kaum beeinflusst werden kénnen
und verlasslich erhalten werden kénnen.

(Beispiel 4)

[0129] Im folgenden wird ein Immunoassay-Verfah-
ren unter Verwendung des ersten Immunoassay-Ver-
fahrens (in welchem das Zeitintervall d, + d, ausge-
wahlt wird) der ersten und zweiten Immunoas-
say-Verfahren, beschrieben in den oben beschriebe-
nen Ausfihrungsformen, beschrieben werden.

[0130] Die Konfiguration der Messmittel ist die glei-
che, wie diejenige in Beispiel 1. Das Mittel zur Mess-
datenverarbeitung 12 wird ausgebildet, so dass es
die folgende Konfiguration aufweist. In diesem Bei-
spiel wird ein auszuwdahlendes Zeitintervall einge-
stellt innerhalb eines Bereiches von einer Zeit, wenn
eine Substanz, welche gemessen werden soll, und
eine spezifische Bindungssubstanz vermischt wer-
den und eine Reaktion gestartet wird, bis zu einer
Zeit, wenn ein in die bestimmte Zeitperiode abgelau-
fen ist, nachdem die Reaktion substantiell gesattigt
ist. Fur die gleiche Antigen-Antikdrper-Reaktion, be-
schrieben im Beispiel 2, wurden Probenname-Daten
erhalten aus 64 Punkten in einem Zeitintervall von ei-

nem Start einer Reaktion bis ungefahr 32 Sekunden
nach dem Start der Reaktion. Die erhaltenen Daten
wurden dann als periodisches Signal angenommen
mit einer Periode von 32 Sekunden und einer Fre-
quenz von 0,03125 Hz und wurde dann diskret Fou-
rier-transformiert mit Microsoft Excel (verfigbar von
Microsoft), wodurch eine Amplitudenspektrum-Ver-
teilung erhalten wurde.

[0131] Fur Mittel zum Auswerten in dem Auswer-
te-/Quantifikationsmittel 13 wird ein Verfahren einge-
setzt, in welchem zumindest fir einen Amplituden-
wert bei einer Frequenz, korrespondierend mit dem
Kehrwert des Zeitintervalls (d, + d; in Eig. 2A), wenn
die Substanz, welche zu messen ist und eine spezifi-
sche Bindungssubstanz vermischt werden und eine
Reaktion gestartet ist, bis zu einer Zeit, wenn eine be-
stimmte Zeitperiode abgelaufen ist, nachdem die Re-
aktion substantiell gesattigt wurde, das Verhaltnis
des Amplitudenwertes zu dem Amplitudenwert einer
Gleichstromkomponente erhalten wird, und anschlie-
Rend wird die Auswertung durchgefiihrt, basierend
auf diesem Verhaltnis.

[0132] Genauer gesagt, wird das Verhaltnis eines
Amplitudenwertes bei einer Frequenz von 0,0625 Hz
korrespondierend mit dem Kehrwert des Zeitinter-
valls d, + d;, d.h. ungeféhr 15 Sekunden zu dem Am-
plitudenwert der Gleichstromkomponente durch Be-
rechnung erhalten. Auf diese Art und Weise unter-
scheiden sich verschiedene Verteilungen, wie darge-
stellt, durch erhaltene Werte zwischen dem Fall, wo
eine Substanz, welche zu messen ist, eine Konzent-
ration aufweist, welche das Zonen-Ph&nomen nicht
auslost und dem Fall, wo die zu messende Substanz
eine Konzentration aufweist, welche das Zonen-Pha-
nomen ausldst, so dass Unterschiede zwischen den
beiden Fallen klar gezeigt werden kénnen. Beispiels-
weise ist unter den Bedingungen fur die Antigen-An-
tikdrper-Reaktion, beschrieben in Beispiel 2, das Ver-
haltnis des Amplitudenwertes bei einer Frequenz von
0,0625 Hz zu der Amplitude der Gleichstromkompo-
nente 0,135 fir die Ergebnisse mit Blick auf die
menschliche Albuminlésung mit einer menschlichen
Albumin-Konzentration von 5 mg/dl um 0,124 fir die
Ergebnisse mit Blick auf die menschliche Albuminlé-
sung mit einer menschlichen Albumin-Konzentration
von 10 mg/dl, 0,125 fir die Ergebnisse mit Blick auf
die menschliche Albuminldsung mit einer menschli-
chen Albumin-Konzentration von 20 mg/dl, 0,123 fir
die Ergebnisse mit Blick auf die menschliche Albu-
minlésung mit einer menschlichen Albumin-Konzent-
ration von 30 mg/dl, 0,133 fur die Ergebnisse mit
Blick auf die menschliche Albuminlésung mit einer
menschlichen Albumin-Konzentration von 50 mg/dl,
0,113 fir die Ergebnisse mit Blick auf die menschli-
che Albuminldsung mit einer menschlichen Albu-
min-Konzentration von 100 mg/dl, 0,110 fur die Er-
gebnisse mit Blick auf die menschliche Albuminl6-
sung mit einer menschlichen Albumin-Konzentration
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von 200 mg/dl und 0,095 fir die Ergebnisse mit Blick
auf die menschliche Albuminlésung mit einer
menschlichen Albumin-Konzentration von 300 mg/dl.
Folglich zeigt das Verhaltnis des Amplitudenwertes
bei einer Frequenz von 0,0625 Hz zum Amplituden-
wert der Gleichstromkomponente Verteilungen tber
einen Wert von 0,120, wenn die Konzentration der zu
messenden Substanz eine Konzentration ist, welche
das Zonen-Phanomen nicht auslést und es zeigt eine
Verteilung von unterhalb eines Wertes von 0,120,
wenn die Konzentration der zu messenden Substanz
eine Konzentration ist, welche das Zonen-Phanomen
auslost.

[0133] Folglich wird unter den Bedingungen fir die
Antigen-Antikérper-Reaktion, beschrieben in Beispiel
2 mit einem Referenzwert von 0,120 ein Unterschied
zwischen dem Referenzwert und dem Verhaltnis des
Amplitudenwertes, erhalten durch Berechnung fir
eine Beispielldsung, deren Konzentration nicht be-
kannt ist, zum Amplitudenwert der Gleichstromkom-
ponente, d.h. {(dem Verhaltnis des Amplitudenwertes
bei 0,0625 Hz zum Amplitudenwert der Gleichstrom-
komponente)-(Referenzwert)} erhalten. Falls der er-
haltene Wert positiv ist, wird bewertet, dass die be-
kannte Konzentration nicht in der Zonenregion liegt,
und falls der erhaltene Wert negativ ist, wird bewer-
tet, dass die bekannte Konzentration in der Zonenre-
gion liegt. Mit dieser Konzentration kann ausgewertet
werden, ob die Konzentration einer zu messenden
Substanz eine Konzentration ist, welche das Zo-
nen-Phanomen nicht ausldst oder nicht.

[0134] Aus den oben beschriebenen Ergebnissen
wurde bestatigt, dass das Immunoassay-Verfahren
und das Immunoassay-System gemal dem vierten
Beispiel effektivim Nachweis des Zonen-Phanomens
ist. Dartber hinaus ermoglicht die vorliegende Erfin-
dung den Nachweis des Zonen-Phanomens mit einer
einzelnen Wellenldnge und einer einzelnen Mes-
sung, so dass eine Vielzahl von Messungen nicht
notwendig ist und eine Vielzahl von Reaktionsgefa-
Ren nicht mehr hergestellt werden muss. Es wurde
auch bestatigt, dass die multiple Wellenlangenmes-
sung nicht bendtigt wird und die Messschritte und
eine Systemkonfiguration einfach werden.

Patentanspriiche

1. Ein Immuntest-Verfahren zum Bestimmen ei-
ner Konzentration einer zu messenden Substanz, die
in einer Probenldsung enthalten ist, wobei das Ver-
fahren die folgenden Schritte umfasst:

a) Mischen der Probenlésung und einer spezifisch
bindenden Substanz, die fahig ist spezifisch an die zu
messende Substanz zu binden, und Erhalt, mittels ei-
nes vorher bestimmten Probennahme-Intervalls, ei-
ner sich mit der Zeit andernden optischen Gréle in
einer Reaktion der zu messenden Substanz und der
spezifisch bindenden Substanz als diskrete Mess-

werte;

b) Auswahl eines Zeitintervalls aus den Messwerten,
einschlieBlich einer Zeit, zu der die Steigerungsrate
der Anderung der optischen GréRe maximal ist;

c¢) Durchfiihren einer diskreten Fourier-Transformati-
on der Messwerte mit dem Zeitintervall, von dem an-
genommen wird, eine Periode einer periodischen
Funktion zu sein, um eine Amplitudenspektrum-Ver-
teilung zu erhalten; und

d) Bewerten, anhand der Form der Amplitudenspekt-
rum-Verteilung, ob ein Zonen-Phanomen in der Re-
aktion in Schritt a) eingetreten ist oder nicht, wobei
eine Kombination der zu messenden Substanz und
der spezifisch bindenden Substanz eine Kombination
eines Antigens und eines Antikorpers ist.

2. Der Immuntest gemal Anspruch 1, wobei die
Veranderung der GroRe des optischen Parameters
eine Veranderung der Menge gestreuter Lichtintensi-
tat oder eine Veranderung der Menge an transmittier-
tem Licht ist.

3. Der Immuntest gemaf Anspruch 1, wobei das
Zeitintervall im voraus aufgrund von Messwerten fir
die Grofe der Veranderung des optischen Parame-
ters in einer Reaktion, in der kein Zonen-Phanomen
auftritt, bestimmt wird.

4. Der Immuntest gemafR Anspruch 1, wobei das
Zeitintervall von einem Zeitpunkt, an dem die spezi-
fisch bindende Substanz und die Probenlésung ge-
mischt werden, bis zu einem Zeitpunkt reicht, an dem
die Veranderung der Gréfe des optischen Parame-
ters im wesentlichen konstant wird, nachdem die Re-
aktion im wesentlichen gesattigt ist.

5. Der Immuntest gemafR Anspruch 4, wobei an-
hand der Amplitudenspektrum-Verteilung und der
Form der Amplitudenspektrum-Verteilung, die in ei-
ner Reaktion gemessen wird, in der kein Zonen-Pha-
nomen auftritt, im Schritt d) beurteilt wird, ob das Zo-
nen-Phanomen in der Reaktion in Schritt a) aufgetre-
ten ist oder nicht.

6. Der Immuntest gemafR Anspruch 4, wobei an-
hand des Verhaltnisses zwischen einem Amplituden-
wert bei einer Frequenz, die einem reziproken Wert
des Zeitintervalls entspricht, und einer Gleichstrom-
komponente der Amplitudenspektrum-Verteilung, in
Schritt d) beurteilt wird, ob das Zonen-Phanomen in
der Reaktion Schritt a) aufgetreten ist.

7. Der Immuntest gemal Anspruch 6, wobei im
Schritt d) beurteilt wird, dass kein Zonen-Phanomen
in der Reaktion im Schritt a) aufgetreten ist, wenn das
Verhaltnis hoher als ein Referenzwert ist, der von den
jeweiligen Verteilungen einer Reaktion, in der kein
Zonen-Phanomen auftritt, und einer Reaktion, in der
das Zonen-Phanomen auftritt, erhalten wird, und be-
urteilt wird, dass das Zonen-Phanomen in der Reak-
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tion von Schritt a) aufgetreten ist, wenn das Verhalt-
nis niedriger als der Referenzwert ist.

8. Der Immuntest gemaf Anspruch 1, weiter um-
fassend, vor Schritt a), den Schritt €) des Aufbaus ei-
nes Reaktionssystems, das nur einen Vertreter aus
der Gruppe der Probenlésung und der spezifisch bin-
denden Substanz einschlief3t, und des Erhalts, mit-
tels eines vorher bestimmten Probennahme-Inter-
valls, einer sich mit der Zeit andernden optischen
Grole in dem Reaktionssystem als diskrete Mess-
werte, wobei in Schritt a) der andere Vertreter aus der
Gruppe der Probenlésung und der spezifisch binden-
den Substanz, der nicht im Reaktionssystem enthal-
ten ist, dem Reaktionssystem zugefligt wird, um die
Testldsung und die spezifisch bindende Substanz zu
mischen, und wobei das Zeitintervall von einem Zeit-
punkt, der vor dem Mischen der spezifisch bindenden
Substanz und der Probenlésung liegt, bis zu einem
Zeitpunkt reicht, an dem die Veranderung der Grofe
des optischen Parameters im wesentlichen konstant
wird, nachdem die Reaktion im wesentlichen gesat-
tigt ist.

9. Der Immuntest gemall Anspruch 8, wobei im
Schritt d) beurteilt wird, dass kein Zonen-Phanomen
in dem Reaktionssystem in Schritt a) aufgetreten ist,
wenn eine Differenz zwischen einem Amplitudenwert
bei einer Frequenz, die dem reziproken Wert eines
Zeitintervalls entspricht, das von einer Zeit, zu der die
spezifisch bindende Substanz und die Testlésung ge-
mischt werden, bis zu einer Zeit reicht, zu der eine
Reaktion in dem Reaktionssystem im wesentlichen
gesattigt ist, und einem Amplitudenwert bei einer Fre-
quenz, die dem reziproken Wert eines Zeitintervalls
entspricht, das von einer Zeit, zu der die spezifisch
bindende Substanz und die Testlésung gemischt
werden, bis zu einer Zeit reicht, zu der die Verande-
rung der Grole eines optischen Parameters im we-
sentlichen konstant wird, nachdem die Reaktion im
Reaktionssystem gesattigt ist, eine positive Zahl ist
und beurteilt wird, dass das Zonen-Phanomen in dem
Reaktionssystem in Schritt a) eingetreten ist, wenn
die Differenz eine negative Zahl ist.

10. Der Immuntest gemaf Anspruch 1, wobei an-
hand eines Amplitudenwertes einer Gleichstromkom-
ponente der Amplitudenspektrum-Verteilung in
Schritt ¢) eine Konzentration der zu messenden Sub-
stanz quantifiziert wird.

Es folgen 20 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

FIG 1

Konstruieren eines Reaktionssystems einschliefend nur eine von einer
fraglichen Substanz und einer spezifischen Bindungssubstanz und Beginn
der Messung der Veranderung der Grofle des optischen Parameters des

~ St1

Reaktionssystems

Beginn des Mischens der fraglichen Substanz und der spezifisch
bindenden Substanz und Erhaiten, als diskrete Messdaten, eine
Veranderung mit der Zeit in der Veranderung der GroRe des optischen
Parameters des Reaktionssystems

~ St2

Auswahlen eines Zeitintervalls, einschliefend eine Zeit, wenn die
Steigerungs-Rate der Veranderung der Grole des optischen Parameters
in den erhaltenen Messdaten ein Maximum einnimmt

~ St3

l

Erhalten einer Amplitudenspektrum-Verteilung durch Durchfiihren einer
diskreten Fourier-Transformation innerhalb eines ausgewahiten
Zeitintervalls als eine Periode einer periodischen Funktion auf die
diskreten Messdaten fiir die Veranderung der GroRe des optischen
Parameters in dem ausgewahlten Zeitintervall

~ St4

l

Auswerten, basierend auf der Form der Amplitudenspektrum-Verteilung,
ob das Zonen-Phanomen in dem Reaktionssystem aufgetreten ist oder
nicht

~ St
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5

- -— Menschliche Albuminkonzentration in Lé6sung 0 mg/dl
-~~~ Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 5 mg/d|
Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 10 mg/d|
..... Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 20 mg/dl
-..-. Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 30 mg/di
Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 50 mg/d|
— — Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 100 mg/d|
- « - - Menschliche Albuminkonzentration in Losung 200 mg/dI
— - = Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 300 mg/di

Streulicht-Intensitt [a.u.]
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FIG. 6

7 Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 5 mg/dl
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FIG.7

Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 10 mg/dl
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FIG. 8

Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 20 mg/dI
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FIG. 9

Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 30 mg/di
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FIG. 10

Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 50 mg/di
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FIG. 11

¥ Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 100 mg/di
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FIG. 12

72 Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 200 mg/d|

Z
g
g
g
/_
%
z

0 0.030.060.090.130160.19 0.22 0.25 0.28 0.31

Frequenz [Hz]

31/39




DE 60 2004 002 902 T2 2007.02.01

FIG. 13

7] Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 300 mg/di
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FIG. 14

Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 5 mg/dl
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FIG. 15

Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 5 mg/dl

Menschliche Albuminkonzentration in L6sung 300 mg/dl
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FIG. 16

Menschiiche Albuminkonzentration in Lésung 5 mg/dl mit Rauschen addiert:

e ——

«sesess Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 300 mg/dl mit Rauschen
addiert;

2
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FIG. 17

Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 5 mg/di;
Differentialmessung (0,5 gs)

Menschliche Albuminkonzentration in Lésung 300 mg/dl;

Differentialmessung (0,5 gs)

“

sssavevedons

L)
ow

(13

cesassd

“s,
"
-,

Zeit [s]

36/39



DE 60 2004 002 902 T2 2007.02.01

FIG. 18

Menschliche Albuminkonzentration 5 mg/dl in Lésung mit Rauschen addiert;
- Differentialmessung (0,5 gs)

vess... Menschliche Albuminkonzentration 300 mg/dl in L6sung mit Rauschen
addiert; Differentialmessung (0,5 gs)
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FI1G.19
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