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69 Einrichtung zum Messen der Fluoreszenz von Zellen.
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PATENTANSPRUCHE

1. Einrichtung zum Messen der Fluoreszenz von Zellen, die
in einer Fliissigkeit suspendiert sind und mit der Fliissigkeit
durch zwei Messstellen hindurchfliessen, die in einem Durch-
flusskanal einer Durchflusskammer ausgebildet und durch min-
destens ein Fenster in der Wandung des Kanals beobachtbar
sind, wobei zur Fluoreszenzanregung zwei in der Wellenlidnge
verschiedene Lichtquellen vorgesehen sind, und zwar je eine fiir
jede Messstelle, dadurch gekennzeichnet, dass die beiden Mess-

chen und den erleuchtenden Laserstrahlen rdumlich getrennt
werden. Irgendeine Losung dieses Problems ist jedoch in dem
zitierten Aufsatz nicht dargestelit.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine Einrichtung

s mit zwei Messstellen zu schaffen, bei denen trotz rdumlicher

Trennung der Punkte, an denen die Lichtquellen mit den Teil-
chen zusammenwirken, im wesentlichen gleiche Durchfluss-
und Beobachtungsbedingungen herrschen. Die Erfindung sieht
zur Losung dieser Aufgabe eine Einrichtung zum Messen der

stellen (20, 22) an einem Knie des Durchflusskanals (12) ausge- 10 Fluoreszenz von Zellen vor, die in einer Fliissigkeit suspendiert

bildet sind, wobei der Zufluss- und der Abflussquerschnitt im
wesentlichen gleich gross sind und je eine der beiden Messstel-
len bildet, die durch die vom Knie eingeschlossene Kante (18)
getrennt sind.

2. Einrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das Beobachtungsfenster (14) die der eingeschlossenen Ek-
ke (16, 18) gegeniiberliegende Aussenwand des Knies bildet.

3. Einrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Beobachtungsfenster (14) und die Fldche der
Messstellen (20, 22) im wesentlichen rechtwinklig zur Winkel-
halbierenden des Kniewinkels liegen.

4. Einrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
gekennzeichnet durch eine Hiillstromzufiihrung (26, 28, 30).

5. Einrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

sind und mit der Fliissigkeit durch zwei Messstellen hindurch
fliessen, die in einem Durchflusskanal einer Durchflusskammer
ausgebildet und durch mindestens ein Fenster in der Wandung
des Kanals beobachtbar sind, wobei die Zellen zur Fluoreszenz

15 durch zwei in der Wellenléinge verschiedene Lichtquellen ange-

regt werden, von denen je eine Lichtquelle einer Messstelle
zugeordnet ist; die Einrichtung zeichnet sich dadurch aus, dass
die Messstellen an einem Knie des Durchflusskanals ausgebildet
sind, wobei der Zufluss- und der Abflussquerschnitt im wesent-

20 lichen gleich gross sind und je eine der beiden Messstellen bil-

den, die durch die vom Knie eingeschlossene Ecke getrennt
sind. Vorzugsweise ist die der eingeschlossenen Ecke gegen-
iiberliegende Aussenwand des Knies als Beobachtungsfenster
ausgebildet. Eine Weiterausbildung der Erfindung sieht ferner

dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquellen zwei nebenein- 25 vor, dass das Beobachtungsfenster und die Durchtrittsflichen

ander liegende, in der Durchlissigkeit verschiedene Filter (46,
48) sind, die zwischen einer priméren Lichtquelle (40) und den
Messstellen (20, 22) angeordnet sind.

6. Einrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass jeder Messstelle (20, 22) je ein
Photovervielfacher (60, 62) zugeordnet ist.

7. Einrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Beleuchtungseinrichtung (40,
46, 48) und die Beobachtungseinrichtung (60, 62) unter Ver-

wendung von Teilerplatten (50, 54) auf derselben Seite des Be- 35

obachtungsfensters (14) liegen.

8. Einrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass vor jedem Photovervielfacher eine halbseitig geschlossene -
Blende (56, 58) angeordnet ist. :

4

Biologische Zellen, z.B. aus dem menschlichen Koérper ent-
nommene Zellen, konnen dadurch untersucht werden, dass sie

mit verschiedenen chemischen Stoffen behandelt und Lichter- 45

scheinungen beobachtet und gemessen werden, die nach dieser
Behandlung und Bestrahlung der Zellen mit Licht auftritt, z.B.
die Fluoreszenz der Zellen. Z.B. werden Zellen mit zwei ver-
schiedenen Fluoreszenzfarbstoffen angefirbt, von denen der ei-

ne fiir die DNS und der andere fiir das Protein der Zelle charak- 50

teristische Fluoreszenzerscheinungen verursacht.

Dabei werden Farbstoffe verwendet, die bei der Fluores-
zenzanregung Maxima bei verschiedenen Wellenléngen zeigen.

Unter Verwendung der bisher iiblichen Gerite kommtesbei 55

simultanen Messungen dadurch zu Fehlern, dass die Fluores-

zenzlichtspektren der verwendeten Farbstoffe verhiltnisméssig
breit sind und einander iiberlappen. Licht des einen Farbstoffes
erreicht bei diesen Geréten immer auch zu einem gewissen Teil

den fiir den anderen Farbstoff bestimmten Photovervielfacher. ¢

Eine Vorrichtung fiir diesen Zweck beschreibt M. Stéhr, «<Dou-
ble Beam Application in Flow Technics and Resent Results»,
Pulse-Cytophotometry, 1976, p. 39—45. Die Vorrichtung ist mit
einem Argon-lonen-Laser und einem Helium-Cadmium-Laser

ausgestattet, die bei 488 nm und 441 nm emittieren. Zusétzlich 65

werden noch besondere Spiegel fiir 325 nm verwendet. Stohr
erwithnt noch, dass Schwierigkeiten vermieden werden kdnnen,
falls die Punkte des Zusammenwirkens zwischen einem Teil-

<

der Messstellen im wesentlichen rechtwinklig zur Winkelhalbie-
renden des Kniewinkels sich erstrecken.

Bei der erfindungsgeméssen Einrichtung zeigen die beiden
Messstellen praktisch gleiche Durchflussbedingungen. Sie sind

30 zwar rdumlich getrennt, trotzdem so eng benachbart, dass die

fiir die Beleuchtung erforderlichen zwei getrennten Lichtquel-
len keine teuren Laser zu sein brauchen. Vielmehr kénnen in
einer Weiterausbildung der Erfindung die Lichtquellen zwei ne-
beneinander liegende, in der Durchléssigkeit verschiedene Fil-
ter sein, die zwischen einer priméren Lichtquelle und der Mess-
stelle angeordnet sind. Unter Verwendung einer iiblichen, di-
chromatischen Teilerplatte wird das Licht von der priméren
Lichtquelle durch die beiden Filter entsprechend dem «Kiihler-
schen Beleuchtungsprinzip» nach den beiden Messstellen ge-
sandt, von denen die eine das Licht des einen Filters und die
andere das Licht des zweiten Filters empféngt. Hinter der Tei-
lerplatte sind unter Verwendung einer zweiten Teilerplatte zwei
Photomultiplier angeordnet, die iiber halbseitige Blenden in
entsprechender Aufteilung die Fluoreszenz von jeweils einer
der Messstellen aufnehmen.

Die Gesamtanordnung ist demnach wesentlich einfacher
und billiger als die bisher bekannten Einrichtungen. Trotzdem
ist mit der neuen Einrichtung eine beziiglich der Anregungs-
lichtwellenldngen einwandfrei getrennte Anregung der Zellen
beim Durchtritt durch die beiden Messstellen moglich, ebenso
eine beziiglich der Fluoreszenzlichtwellenlédngen einwandfrei
getrennte Messung dieser Zellen. Besondere Justierungsarbei-
ten, die eine bisher mogliche Uberlappung weitestgehend ver-
hindern sollten, sind nicht erforderlich. Die Zellen konnen den
Messstellen mit einem Hiillstrom zugefithrt werden. Damit er-
gibt sich eine Vereinfachung gegeniiber mit Querstrom arbei-
tenden Durchflusskammern. Die beiden Messstellen liegen
symmetrisch zueinander und bilden je einen Abschnitt der ein-
wandfrei festlegbaren Fokusebene des Objektivs. Weiter ist es
moglich, ein Objektiv mit grosser Apertur vorzusehen. Durch
die Hiillstromanordnung und entsprechende Einstellung der
Stromungsbedingungen ldsst sich erreichen, dass die Zellen
praktisch einzeln durch die beiden Messstellen hindurchtreten.

Weitere Vorziige ergeben sich aus der nachfolgenden Be-
schreibung und den Zeichnungen, in denen ein Ausfiihrungsbei-
spiel der Erfindung erldutert und dargestellt ist. Es zeigen:

Fig. 1 vereinfacht eine Durchflusskammer und
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Fig. 2 eine Einrichtung, ebenfalls in vereinfachter Darstel- Die einwandfreie Trennung der Messstellen 20, 22 durch
lung. die Kante 18 der Ecke 16 gestattet ein besonders einfaches

Dieses Ausfiihrungsbeispiel der Erfindung (vgl. Fig. 1 und Beleuchtungssystem. Eine primére Lichtquelle 40 ist mit einem
2) weist eine Durchflusskammer 10 auf, in der ein Durchfluss- Kollektorsystem 42 versehen, das den Strahlengang des von der

kanal 12 ausgebildet ist, der knieférmig um eine innere Ecke 16 5 Quelle 40 ausgesandten Lichtbiindels parallellisiert. Mit der
herumfiihrt. Der Scheitel des Kniewinkels ist abgeschnittenund ~ Linse 44 wird die Lichtquelle in die «innere Pupille» des Mikro-
durch ein Deckglas 14 erseizt, das sich im wesentlichen recht- skop-Obijektivs abgebildet, das der «<Kdhlerischen Beleuch-
winklig zur Mittelhalbierenden der Ecke 16 erstreckt. tung» der Messstelle entspricht. Im Strahlengang sind zwei Fil-

Parallel zur Fldche des ebenen Deckglases 14 liegt der iiber  ter 46, 48 nebeneinander derart angeordnet, dass das Lichtbiin-
ein Objektiv 24 zu beobachtende Durchflussquerschnitt, der 10 del der priméren Lichtquelle 40 in zwei verschiedene, parallel
durch die mit A-B gekennzeichnete gestrichelte Linie markiert ~ nebeneinander liegende Lichtbiindel aufgeteilt wird. Entspre-
ist. Dieser Querschnitt liegt einerseits im Zufluss- andererseits chend den Filtereigenschaften entstehen dadurch zwei verschie-
im Abflussschenkel des Kanals 12, wobei die beiden Teile durch ~ dene, im wesentlichen monochromatische Lichtbiindel T und IT,
die Kante 18 der Ecke 16 getrennt sind, dabei sind der Zufluss-  so dass die Filter 46, 48 als sekundére Lichtquellen angesehen
und Abflussquerschnitt im wesentlichen gleich gross. Dadurch 15 werden kénnen, Eine dichromatische Teilerplatte 50 ist unter
ergeben sich die beiden voneinander getrennten Messstellen 20 45 ° zur optischen Achse des Objektivs 24 angeordnet. Die opti-
und 22, durch die die zu beobachtenden Teilchen oder Zellen sche Achse des Objektivs 24 stimmt mit der Winkelhalbieren-
unter im wesentlichen gleichen Bedingungen hindurchgehen. den der Ecke 16 iiberein und steht damit senkrecht zur Fliche

Die Durchmesser im Bereich der Messstellen 20, 22 richten ~ der Messstellen 20, 22. Mit Hilfe der Teilerplatte wird durch das
sich nach den zu untersuchenden Partikeln. Je nach deren Gros- 20 Biindel I, das durch das Filter 46 hindurchgegangen ist, die

se liegen sie in einem Bereich zwischen 0,1 und 0,5 mm. Fiir Messstelle 20 und durch das Biindel I1, das durch die Filterplat-
Séugetierzellen sind Durchmesser von 0,2 mm zweckmassig. te 48 hindurchgegangen ist, die Messstelle 22 beleuchtet.

Jede der beiden Messstellen kann geringfiigige Unterschie- Mit Hilfe einer zweiten Teilerplatte 54, die ebenfalls auf der
de in der Beleuchtungsintensitat aufweisen. Um darin begriin-  optischen Achse des Objektivs 24 unter einem Winkel von 45 °

[

dete Messfehler zu vermeiden, wird eine Hiillstromanordnung 25 ninter der Teilerplatte 50 angeordnet ist, werden die Fluores-
verwendet, die dazu fithrt, dass alle Zellen eine ganz bestimmte  zepzerscheinungen an den Messstellen 20, 22 mittels der Photo-

Stelle der Fokusebene — Messstelle — passieren, wodurch alle vervielfacher 60 und 62 aufgenommen. Vor jedem Vervielfa-
Zel]e{l dersglben Li.chtener.gie ausgesetzt w§rden. Eing Zellsu- cher ist eine halbseitig geschlossene Blende 56 derart in der
spension wird von einem hier durch den Pfeil 28 markierten Zwischenbildebene des Auflichtmikroskops angeordnet, dass

Vorrat in einen Zuleitungskanal 26 eingespeist, der im Zufluss- 30 gas T icht von der Messstelle 20 durch die Blende 56 den Photo-
schenkel 12 miindet. In den Zuflussschenkel 12 wird ausserdem  yervielfacher 60 erreicht, wihrend dieser gegen Licht von der
von einer durch den Pfeil 30 markierten Zufiihrungseinrichtung  Mesgstelle 22 abgeschirmt ist. Umgekehrt geht Licht von der

ein Hiillstrom in den Zuflussschenkel 12 eingefiihrt. Der Hiill- Messstelle 22 durch die Teilerplatte 54 und die Blende 58 hin-
strom kann aus dem gleichen Medium wie die Fliissigkeit beste-  gurch in den Photomultiplier 62, wihrend dieser durch die halb-
hen, in welchen die zu beobachtenden Zellen suspendiert sind. 35 sejtige Schliessung der Blende 58 gegen Licht von der Messstel-

Der Abflussschenkel des Kanals 12 fiihrt bei 32 in einen le 20 abgeschirmt ist.
Abflussbehilter. An den Abflussschenkel kann aber auch bei 32
ein Sortiersystem fiir die Zellen angeschlossen werden, wobei Die Anordnung gestattet, mit einer verhéltnisméssig grossen
eine Sortierung durch die Ergebnisse der Messung an den Mess-  inneren Pupille 52 und entsprechend grosser Apertur des Ob-
stellen 20, 22 gesteuert werden kann. 40 jektivs 24 zu arbeiten.

C 1 Blatt Zeichnungen
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