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Instrumentalanalyse, Automation und
Robotics in der Klinischen Chemie

Dieter J. Vonderschmitt*

Instrumental Analysis, Automation and Robotics in Clinical Chemistry

Abstract: Clinical chemistry is probably the part of analytical chemistry which is under the greatest pressure
with respect to productivity. This results in methods completely different from those used in classical analytical
chemistry. Separation methods and the determination of the concentrations of the separated components are
usually not possible because of the inherent slowness of the procedures. This is true except in situations where
closely related substances that occur as mixtures in biological fluids are to be measured (amino acids, proteins,
sugars, fatty acids, drugs and their metabolites). For these special conditions GC-MS, LC-MS and other
instrumental methods can be used. For the bulk of tests, however, chemical (photometric), enzymatic,
immunological and genetic methods are applied. The components to be measured are specifically determined
within the complex biological matrix without prior separation. The often complicated reactions lead to products
that can be assessed by photometry, turbidometry, nephelometry or fluorometry. Samples (serum, plasma,
urine) are processed in automated devices with high test frequency. Characteristic data are: sample volume
5 to 10 ul, time of analysis 8 to 10 min, test frequency 200 to 300 tests per hour. For the determination of simple
ions ion-selective electrodes are used. Increasingly, robots are engaged for sample preparation, reading of
sample identification, centrifugation, decapping of test tubes, aliquoting and identification of aliquot tubes.
Instrumental analysis, automation and robotics would be useless without laboratory information systems. Such
systems allow the doctor to order the tests from his office terminal. According to the request, barcodes are
printed to identify the sample tubes. The samples with barcode but without any accompanying form are taken
tothe laboratory and the reading of the barcode triggers the download of the request into the laboratory system.
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Die Klinische Chemie befasst sich mit
der Entwicklung und Durchfithrung von
analytischen Methoden mit dem Ziel, Pri-
vention, Diagnose, Therapie und Prog-
nose von Krankheiten zu unterstiitzen.
Diese Definition ist sehr weit gefasst und
sagt zunichst nichts aus dariiber, welche
Analyten tiberhaupt zu bestimmen seien.
Es lasst sich aus dieser Aussage aber ab-
leiten, dass es um eine schnelle und zu-
verlidssige Analytik geht und — im Hin-
blick auf die heutige Kostensituation —
um eine wirtschaftliche. Schnelligkeit,
Zuverldssigkeit und Wirtschaftlichkeit
verhalten sich aber antagonistisch. Dies
bedeutet, dass die Analytik nach den drei
genannten Faktoren zu optimieren sei
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(Fig. 1). Das Gebot der Schnelligkeit
fiihrt dazu, dass alle Trennschritte nach
Moglichkeit eliminiert werden. Trenn-
schritte sind inhdrent langsam. Sowohl
die Einstellung der Gleichgewichte an
Phasengrenzen als auch die Trennung der
Phasen sind langsame Prozesse. Die
Massenspektrometrie macht hier eine
Ausnahme, kann aber ohne eine vorher-
gegangene Trennung kaum angewandt
werden.

Zuverldssigkeit

Schnelligkeit Wirtschaftlichkeit

Fig. 1

In der Klinischen Chemie haben sich
deshalb Methoden etabliert, welche die
Analyten in der komplizierten biologi-
schen ‘Suppe’ spezifisch nachzuweisen
und zu messen vermdgen. Dabei kom-
men physikalische, (selten) chemische,
enzymatische, immunologische und mo-
lekularbiologische Verfahren zur An-
wendung. Fast immer aber ist die Reak-
tionsfolge so angelegt, dass die letzte
Reaktion oder Indikatorreaktion optisch
(spektrophotometrisch, fluorometrisch
oder turbidimetrisch und nephelome-
trisch) verfolgt werden kann. Die weitaus
grosste Zahl der klinisch-chemischen Be-
stimmungen fallen unter diese Kategorie,
was dadurch begiinstigt wird, dass opti-
sche Methoden sich relativ einfach auto-
matisieren lassen. Daneben gibt es aller-
dings auch (nicht einfach zu automatisie-
rende) Instrumentalmethoden und Trenn-
methoden.

Im Folgenden mdchte ich nun einige
wenige Beispiele herausgreifen, um das
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Gesagte zu illustrieren. Wo eine grossere
Zahl verwandter Analyten bestimmt wer-
den muss (Aminosiuren, Zucker, Fett-
sduren, Proteine, Medikamente und de-
ren Metaboliten), dringen sich natiirlich
chromatographische und elektrophoreti-
sche Verfahren auf. Kritisch ist bei den
oft sehr geringen Analytkonzentrationen
die Detektionsmethode. GC-MS, LC-MS
und ICP-MS beginnen sich hier als die
Methoden der Wahl zu etablieren oder
haben sich bereits eabliert. Aus einer Reihe
von Anwendungen greife ich hier ein et-
was exotisches, aber interessantes Bei-
spiel heraus:

Das Bakterium Helicobacter pylori
infestiert sich in der Magen- und Darm-
schleimhaut, wird fiir die Entstehung von
Ulcera und méglicherweise Magenkrebs
verantwortlich gemacht und ist relativ
hiufig. Es produziert das Enzym Urease,
welches Harnstoff in Ammoniak und
Kohlendioxid spaltet, und schafft sich so
eine gepufferte Umgebung. Gibt man ei-
nem Patienten mit einem Testdrink eine
kleine Menge Harnstoff, welcher das sta-
bile, nicht radioaktive Isotop '3C enthiilt,
so muss das bei Anwesenheit des Bakte-
riums entstehende Kohlendioxid eben-
falls '3C enthalten. Dieses wird von der
Schleimhaut resorbiert und in der Atem-
luft ausgeschieden. In der Atemluft ldsst
sich aber mittels Massenspektrometrie
das Verhiltnis von 2C zu '3C sehr ein-
fach und zuverlidssig messen. Das Proze-
dere ist fir den Patienten sehr einfach
und nicht invasiv (angenehmer jedenfalls
als eine Gastroskopie).

Zu den physikalischen Methoden zih-
le ich all jene, denen keine chemische
Reaktion (im Sinne von Zugabe von Rea-
genzien) vorangeht. Beispiele sind Emis-
sions- und Absorptionsspektroskopie
und elektrochemische Messungen, z.B.
Potentiometrie mit Hilfe von ionenselek-
tiven Elektroden. Ionenselektive Elektro-
den haben den Vorteil, dass sie Aktiviti-
ten messen, was eine Bestimmung im
Vollblut prinzipiell erlauben wiirde. Tat-
sachlich werden pH, CO,, Na, K, Ca, CI
und Li auch auf diese Weise gemessen.
Gerade beim Calcium ist der Vorteil der
Elektroden evident. Calcium liegt ndm-
lich zu rund 50% in komplexierter Form
und nur zu 50% als freies lon vor. Bio-
chemisch relevant ist aber der ionisierte
Teil bzw. die Aktivitit von Calcium. Nun
ergeben sich aber bei dieser Messung er-
hebliche Schwierigkeiten. Venodses Blut,
welches das hauptsichlichste Untersu-
chungsmaterial darstellt, weist einen ho-
heren Partialdruck von Kohlendioxid auf
als die umgebende Luft. Deshalb ent-
weicht beim Offnen eines Probengefis-

ses CO,, wodurch sich der pH erhoht
(Schema). Bei hoherem pH wird aber
mehr Calcium komplex an Proteine (vor
allem Albumin) gebunden, was das
Gleichgewicht zwischen ionisiertem und
gebundenem Calcium stort. Es ist leicht
einsehbar, dass sich eine solche Messung
schlecht fiir die Automation eignet. Aber
auch bei den weniger kritischen Ionen er-
geben sich Schwierigkeiten. Wie schon
erwihnt, stellen sich Gleichgewichte an
Phasengrenzen nur relativ langsam ein.
Die Elektroden sprechen deshalb lang-
sam an. Dazu kommt, dass sich an der
Oberfliche der Elektroden Proteine, Li-
poproteine und vielleicht gar Thrombo-
zyten ablagern konnen. Dies fiihrt in kur-
zer Zeit zu Stoérungen. In der Praxis wird
mit ionenselektiven Elektroden in Auto-
maten deshalb nur ‘indirekt potentio-
metrisch’, d.h. nach starker Verdiinnung
gemessen. Dies wiederum macht den
ganzen Vorteil der Aktivititsmessung
zunichte, weil sich bei der Verdiinnung
die Aktivitit stark @indert.

LY
CO, + HO «— H,C0, «— HCOy + He

Protein-2H* + Ca? —  Protein-Ca?* + 2H*

Schema

Die ‘chemischen’ Methoden sind in
der Klinischen Chemie praktisch ver-
schwunden, weil sie viel zu wenig spezi-
fisch fiir einzelne Analyte sind. Die Be-
stimmung von Phosphat, Eisen, Kreati-
nin und Bilirubin gehdren noch zu den
wenigen resistenten Bestimmungen, wo
keine verniinftigen und wirtschaftlichen
Alternativen existieren. Auch die Total-
konzentration von Protein wird mit einer
chemischen Reaktion bestimmt, weil
man hier bewusst eine unspezifische Be-
stimmungsart sucht.

Bei den enzymatischen Methoden ver-
wendet man die Enzyme als spezifische
Reagenzien. Die Glucose-Dehydrogena-
se z.B. oxidiert spezifisch D-Glukose zu
Gluconolakton. Als Oxidationsmittel
dient NAD*, welches zum optisch erfass-
baren NADH reduziert wird. Die Enzym-
aktivitiit selbst ist aber auch Gegenstand
der Analytik. Aktive Enzyme werden
normalerweise nur in den Zellen gebildet
und gespeichert. Sterben Zellen aufgrund
einer Krankheit (oder einer Vergiftung)
ab, so gelangt deren Inhalt in die Blut-
bahn. Es lisst sich in der Folge im Blut
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eine erhdhte Enzymaktivitit messen. Die
Messung geschieht dabei durch die opti-
sche Messung der Geschwindigkeit des
Substratumsatzes. Oft werden mehrere
Enzymreaktionen in Serie geschaltet, bis
ein optisch messbares Produkt erzeugt
oder Substrat umgesetzt wird. Da ein En-
zym sehr viele Substratmolekiile pro
Zeiteinheit umsetzen kann, sind diese
Methoden sehr empfindlich. Davon
macht man auch bei den immunologi-
schen Reaktionen Gebrauch, indem En-
zymreaktionen als Indikatorreaktionen
eingesetzt werden.
Bei den immunologischen Methoden rea-
gieren sehr spezifische Antikdrper mit
den Analyten, welche die Antigene dar-
stellen. Es gibt eine nahezu uniiberblick-
bare Zahl von Moglichkeiten, diese An-
tigen-Antikérper-Reaktion sichtbar zu
machen. Reaktionen von Proteinen mit
Antikorpern etwa fithren zu Komplexen,
welche wegen ihrer Grosse Kolloide bil-
den und nephelometrisch erfassbar sind.
Antikorper lassen sich aber auch mit
Enzymen markieren. In einem Beispiel
(Fig. 2) wird das Antigen von einem er-
sten matrixgebundenen Antikérper fi-
xiert. Ein zweiter Antikorper, welcher
das Enzym ‘alkalische Phophatase’ tragt,
wird mit dem Antigen zur Reaktion ge-
bracht. Nach Auswaschen des Uber-
schusses gibt man als Substrat nicht flu-
oreszierendes Umbelliferylphosphat zu,
welches durch die an den Antikorper ge-
koppelte alkalische Phosphatase zum
fluoreszierenden Umbelliferol verseift
wird. Mit Hilfe der immunologischen
Reaktionen und entsprechenden Indika-
torreaktionen lassen sich Antigene (und
Haptene) im Bereich von pMol/Liter
nachweisen.

Auf die molekularbiologischen Me-
thoden soll hier nicht weiter eingetreten

werden. Die Automation ist zwar gerade
fiir diese Methoden ausserordentlich
wichtig, weil es darum geht ~ wegen der
Empfindlichkeit des Nachweises - alle
Moglichkeiten, welche zu einer Konta-
mination fiihren konnen, auszuschlies-
sen. Vieles ist hingegen noch im Fluss
und die Methoden sind noch nicht zur
grossen Routine geworden.

Nach dem bisher Gesagten zeichnet
sich ab, dass die optischen Methoden den
weitaus grossten Teil der automatisierten
Analysen ausmachen. Moderne Analy-
sengerite offerieren deshalb die Mog-
lichkeit, etwa folgende Messmethoden zu
implementieren;: Photometrie, Turbidi-
metrie und indirekte Potentiometrie. Ein
typischer Analysenautomat umfasst Pro-
benzufiihrung (Rack-System), Barcode-
Leser, Probennehmer (sampler), Reagen-
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Fig. 2

ziendosierung, Messkuvette und Optik,
Photosensor mit Verstirker und A/D
Wandler, ionenselektive Elektroden
(Durchfluss-System) und Potentiometer,
Printer und LIS-Interface. Bei der Pro-
benzufithrung werden die Serum- oder
Plasmarthrchen in Probenracks eingege-
ben und dem Probenehmer zugefiihrt.
Dabei wird die Identifikation der Probe
gelesen und der entsprechende Analysen-
auftrag vom LIS heruntergeladen. Die
Nadel des Probennehmers taucht ganz
wenig unter die Oberfliche der Probe ein
und aspiriert die Probenmenge, welche
den aus dieser Probe auszufiihrenden
Tests entspricht. Probe und Reagenzien
werden in die Messkuvette dosiert, ge-
mischt thermostatisiert und inkubiert.
Dann wird die Extinktion (fiir Turbidi-
metrie oder Absorbanz) bei der entspre-
chenden Wellenlinge einmal oder — bei
kinetischen Messungen in definierten
Zeitabstdnden — mehrmals gemessen. Die
Proben fiir die potentiometrische Mes-
sung werden verdiinnt und in die Mess-
kammern gepumpt. Die Sigale werden in
digitaler Form zwischengespeichert und
umgerechnet in Massen- oder Mengen-
konzentrationen oder Aktivititen (Enzy-
me) an den Ausgangsspeicher gegeben,
von wo sie wieder vom LIS iibernommen
und dem Patienten zugeordnet werden.
Probennadel, Kuvetten, Dosiersystem
und Elektroden miissen nach jedem Zy-
klus gewaschen werden, um Verschlep-
pungen zu verhindern. Daneben fallen
verschiedene Flags (Warnungen) und In-
dices an: z.B. Wert ausserhalb des Mess-
bereichs, zuwenig Probe, hdmolytische,
ikterische oder lipimische Probe. Man-
che Gerite flihren bei Werten ausserhalb
des Messbereichs automatisch eine Pro-
benverdiinnung aus. Anhand von Kon-
trollproben werden Richtigkeit und Pra-

zision der Messwerte iiberpriift und die
Resultate auf diese Weise technisch vali-
diert. Am Laborinformations-System
schliesst dann eine medizinische Valida-
tion an (Vergleich mit Vorwerten, Plau-
sibilitiit).

Grossautomaten, welche klinisch-
chemische Parameter aus Plasma, Serum
oder Urin messen, haben typischerweise
einen Probendurchsatz von 200 Proben/h
bei einem Durchschnitt von 5 Tests pro
Probe. Auf dem Gerit sind Reagenzien
fiir bis zu hundert verschiedene Tests
verfiigbar, sodass aus jeder Probe eine
Testauswahl durchgefiihrt werden kann,
welche schliesslich nur durch die Menge
der vorhandenen Probe limitiert ist. Typi-
sche Probenvolumina sind 5-10 pl. Typi-
sche Variationskoeffizienten liegen zwi-
schen 1-5% fiir chemische Konstituenten
und bei rund 10% bei Enzymaktivititen
und Hormonbestimmungen.

Der automatische Ablauf der Analy-
tik ist allerdings nur ein Teil des ganzen
Prozessablaufs. Dieser beginnt mit der
Gewinnung des Spezimen beim Patien-
ten. Das Labor kann zwar Instruktionen
geben, wie das Spezimen gewonnen wer-
den soll, hat aber keine direkte Wei-
sungsbefugnis und Kontrollméglichkeit
bei den Ausfithrenden (meist Pflegerin-
nen und Pfleger). Beim Transport ins La-
boratorium ist eine gewisse technische
Unterstiitzung moglich fiir ‘in house’
Auftrige (z.B. im Spital). Dort kdnnen
Transportanlagen und Rohrpost einge-
setzt werden. Sind die Transportwege
linger, miissen die Spezimen durch Ku-
rier oder mit der Post transportiert wer-
den. Dies verlangt in der Regel bei Blut-
proben, dass sie am Ort der Entnahme
zentrifugiert werden, um Serum oder
Plasma von den Blutkérperchen zu tren-
nen (Blutkérperchen leben noch und ver-
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stoffwechseln noch bestimmte Substan-
zen, wie z.B. Glukose). Im Laboratorium
wird die Probe entgegengenommen und
registriert. Die Probe kommt entweder
mit einem entsprechenden Auftragsfor-
mular, oder der Auftrag wird elektro-
nisch tibermittelt und kann ins LIS herun-
tergeladen werden, sobald der identifizie-
rende Barcode eingelesen wird. Treffen
die Proben laufend ein, sollte es moglich
sein, sie kontinuierlich dem Analysen-
gerdt zuzufiihren. Leider ist es aber nicht
moglich (mit ganz wenigen Ausnahmen),
die Analysen im Vollblut, also im Bei-
sein der korpuskuliren Bestandteile
durchzufiihren. Das Blut muss zuerst
zentrifugiert werden — ein langsamer
(Phasentrennung) und diskontinuierli-
cher Prozess. Das Zentrifugieren ist ein
typischer Batch-Prozess. Es werden heu-
te grosse Anstrengungen unternommen,
auch diese prianalytischen Schritte mit
Hilfe von Robotern zu mechanisieren. So
kénnen Proben von einem Roboter iden-
tifiziert werden. Die Systemsoftware
kann aufgrund der Identifikation ent-
scheiden, ob die Probe iiberhaupt zentri-
fugiert werden muss und welches Analy-
senprofil gefragt ist. Je nach Entscheid
muss ndmlich nach der Zentrifugation ein
Aliquot der Probe entnommen werden,
um dieses an einem nicht automatisierten
Arbeitsplatz zu bearbeiten oder es auf ei-
nen andern Automaten zu geben. Die
Zentrifuge kann mit Hilfe eines Robo-
ters beladen werden, welcher auch das
Austarieren iibernehmen kann. Auch das
anschliessende Entfernen der Stopfen
und das Aliquotieren kann von einem
Robotersystem bewiltigt werden und
selbst der Transport ist {iber eine Proben-
strasse (Laufband) moglich. Sehr grosse
Laboratorien, vor allem in Japan, in den
USA und (wenige) in Europa, sind heute
schon mit derartigen Analysenstrassen
ausgertistet.

Automation und Robotics sind derzeit
eine grosse Herausforderung fiir die Diag-
nostika-Industrie und die grossen Labo-
ratorien. Es steht ausser Zweifel, dass im
Optimierungsdreieck von Zuverléssig-
keit, Schnelligkeit und Wirtschaftlichkeit
die Robotisierung ihren Platz einnehmen
wird. Dadurch werden keine Arbeitsplit-
ze verloren gehen, weil fiir die Entwick-
lung und Durchfiihrung einer neuen Ge-
neration von Tests (Molekularbiologie,
LC-MS-MS) dringend Personal ge-
braucht wird. Der klinischen Chemie ins-
gesamt steht eine spannende Zeit bevor.
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