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(54) Bezeichnung: Verfahren und Vorrichtungen zur Untersuchung eines deformierbaren Objekts

(57) Zusammenfassung: Es werden Verfahren zur Untersu-
chung von mindestens einem deformierbaren Objekt (O) in
einer Suspensionsflissigkeit beschrieben, mit den Schrit-
ten: Erzeugung eines elektrischen Positionierungs-Feldes
und Positionierung des Objekts (O) in einem Potentialmini-
mum des Positionierungs-Feldes, Erzeugung eines elektri-
schen Deformations-Feldes, derart, dass eine Deformati-
onskraft auf das Objekt (O) ausgelibt wird, und Detektion
von mindestens einer Eigenschaft aus der Gruppe der die-
lektrischen, geometrischen und optischen Eigenschaften
des Objekts (O), wobei das Positionierungs-Feld in einem
Kompartiment (12) eines fluidischen Mikrosystems (10) er-
zeugt wird und die Positionierung des Objekts (O) in frei
suspentiertem Zustand berihrungslos erfolgt. Es werden
auch Messapparaturen zur Durchfiihrung dieser Verfahren
beschrieben.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft Verfahren zur Untersuchung eines in einer Flissigkeit suspendierten, deformier-
baren Objekts, insbesondere zur Untersuchung von Deformationseigenschaften von biologischen Partikeln,
wie zum Beispiel von biologischen Zellen, mit den Merkmalen der Oberbegriffs von Patentanspruch 1. Die Er-
findung betrifft auch Vorrichtungen zur Umsetzung derartiger Verfahren und Anwendungen von Hochfre-
quenz-Feldkafigen in fluidischen Mikrosystemen.

Stand der Technik

[0002] Es ist bekannt, dass geschadigte, transformierte oder entartete biologische Zellen haufig mechanisch
weicher als gesunde Zellen sind (siehe B. Alberts et al. in "Lehrbuch der molekularen Zellbiologie", Wiley VCH,
Weinheim, 1998; und J. M. Vasiliev et al. in "BBA" Bd. 780, 1985, S 21-65 "Spreading of non-transformed and
transformed cells"). Auferdem unterscheiden sich verschiedene Zelltypen, wie zum Beispiel weilde und rote
Blutzellen nach ihrer Verformbarkeit (siehe R. Glaser in ,Biophysik", Spektrum Akademischer Verlag, Heidel-
berg, 1996). Es wurde weiterhin festgestellt, dass Krebszellen zwischen 2- und 10-fach weicher als gesunde
Zellen sein kénnen und sich unter dem Einfluss von Kraften deutlich starker als gesunde Zellen verformen (sie-
he J. Guck et al. in "Biophysical Journal", Bd. 81, 2001, S. 767 — 784). Es ist bekannt, dass sich das Zytoskelett
und damit die viskoelestischen Eigenschaften von Zellen durch die Zugabe von bestimmten Agenzien, z. B.
Cytochalasin oder Colchezin verandern lassen (siehe B. Alberts et al.). B. Alberts et al. beschreiben auch, dass
sich das Zytoskelett wahrend der Zellontogenese/differenzierung und des Zellzyklus andert.

[0003] Zur Unterscheidung von Krebszellen und gesunden Zellen wird von J. Guck et al. und in US 6 067 859
ein optischer Mikromanipulator vorgeschlagen, der als so genannter optischer Strecker (oder: Laserstrecker)
wirkt. Der optische Strecker verwendet zwei gegenlaufige, kaum fokussierte Laserstrahlen, um Zellen, die in
einer Flussigkeit suspendiert sind, im Durchfluss bei niedriger Lichtleistung (10 — 100 mW) einzufangen. Wenn
die Lichtleistung erhéht wird (100 mW - 1.5 W), werden die Zellen je nach Zelltyp unterschiedlich stark verzerrt
(deformiert). Gesunde Zelle andern sich kaum, wahrend sich Tumorzellen deutlich verformen.

[0004] Die Verwendung des optischen Streckers zur Erkennung von Krebszellen besitzt mehrere Nachteile.
Ein Hauptnachteil besteht darin, dass der optische Strecker nur mit einzelnen Zellen sicher funktionieren kann,
wobei jedoch keine Mdglichkeit zur Selektion einzelner Zellen aus der Suspensionsflussigkeit gegeben sind.
Mehrere, zwischen den Laserstrahlen gefangene Zellen treten miteinander in Wechselwirkung, so dass die zu
untersuchende Deformation beeinflusst wird. Zur Vermeidung dieses Problems muss mit extrem verdiinnten
Proben gearbeitet werden. Dadurch wird der Probendurchsatz beschrankt. Ein weiterer Nachteil besteht darin,
dass die Detektion der Deformation nicht zuverlassig automatisierbar ist. Schlie3lich besteht ein Nachteil des
Laserstreckers auch darin, dass der Fangbereich aufgrund des geringen Durchmessers des Lichtleiters zur
Einkopplung der Laserstrahlen nur eine geringe Gré3e von z. B. 5 pm besitzt.

[0005] In der Publikation "Reversible Electropermeabilization of mammalian cells by high-intensity, ultra-short
pulses of submicrosecond duration" von K. J. Miller et al. ("J. Membrane Biol." Bd. 184, 2001, S. 161-170) wird
beschrieben, dass in einer Flissigkeit suspendierte Zellen in elektrischen Gleich- oder Wechselspannungsfel-
dern (E) deformiert werden kénnen. In Abhangigkeit von den elektrischen Leitfahigkeiten o der Suspensions-
flissigkeit (Index 1) und des Zellzytosol (Index c) kénnen sowohl elongierende als auch komprimierende Drucke
Py ausgelbt werden (siehe Fig. 6). Fur hochfrequente Felder ergibt sich fiir den Druck (Stress) P, (g,: absolute
Dielektrizitdtskonstante, ¢: relative Dielektrizitdtskonstante der Suspensionsflissigkeit, ©: Winkel zwischen
dem elektrischen Feld und der betrachteten Wirkungsrichtung des Druckes):
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PD = %EoglEz COS2 [@]m
c 1

(1)

[0006] Die von K. J. Mdller et al. beschriebene Deformation von Zellen dient der Beeinflussung der Durchlas-
sigkeit der Zellmembran bei der so genannten Elektropermeabilisierung. Aus dem folgenden Grund ist diese
Deformationstechnik fiir die 0. g. Erkennung gesunder oder kranker Zellen ungeeignet. In Abhangigkeit von
den mechanischen und dielektrischen Eigenschaften der Zellen werden zur Deformation Feldstarken von eini-
gen 10 kV/m bis in den MV/m-Bereich benétigt. Aufgrund der hohen Feldstarken wird nur in Lésungen niedriger
Leitfahigkeit gearbeitet, um Ohm'sche Verluste zu vermeiden. Dabei werden die Zellen Uber positive Dielekt-
rophorese zusatzlich an die Elektroden zur Erzeugung der Gleich- oder Wechselspannungsfelder gezogen, so
dass zwischen den Zellen und den Elektroden Wechselwirkungen auftreten, die eine reproduzierbare und
quantitative Beobachtung der Deformation erschweren.
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[0007] Die Anwendung hochfrequenter elektrischer Felder zur Untersuchung der viskoelastischen Eigen-
schaften von Erythrozyten wird von H. Engelhardt et al. in: ,Nature", Bd. 307, 1984, S. 378-380, ,Viscoelastic
properties of erythrocyte membranes in high-frequency electric fields" beschrieben. In einer Kiivette werden
scharfkantige Elektroden mit einem Abstand von 50 ym angeordnet. Bei Beaufschlagung der Elektroden mit
einer hochfrequenten elektrischen Spannung ordnen sich einzelne oder mehrere Erythrozyten zwischen den
Elektroden an. Die Erythrozyten werden zu den Elektroden gezogen. Durch eine kurzzeitige Feldstarkenerho-
hung erfolgt eine Deformation, die optisch beobachtet und quantitativ ausgewertet werden kann. Die von H.
Engelhardt beschriebene Technik besitzt mehrere Nachteile. Ein wesentliches Problem besteht darin, dass wie
bei der oben beschriebenen Technik von K. J. Miiller et al. die Erythrozyten die Elektroden berthren. Dadurch
wird die Beobachtung der Deformation verfalscht. AuRerdem kdnnen die Erythrozyten nicht in definierter Weise
in verschiedenen Richtungen deformiert werden. Ein weiteres Problem besteht darin, dass bei den von H. En-
gelhardt et al. vorgeschlagenen Versuchsbedingungen mit einer extrem niedrigen Leitfahigkeit der Pufferlo-
sung gearbeitet werden muss, die die Erythrozyten umgibt. Die Leitfahigkeit der Pufferldsung liegt im Bereich
von 1 mS/m bis 10 mS/m. Diese Leitfahigkeiten liegen jedoch erheblich unter den Leitfahigkeiten physiologi-
scher Losungen, so dass die untersuchten Erythrozyten einem zusatzlichen Stress ausgesetzt sind oder zer-
stort werden kénnen.

[0008] Ein weiterer Nachteil der von H. Engelhardt et al. vorgeschlagenen Messung besteht darin, dass le-
diglich eine integrale Lichtmessung vorgesehen ist. Topographische Deformationsbilder kénnen mit der her-
kdmmlichen Technik nicht aufgenommen werden. Schlieflich ist die von H. Engelhardt et al. beschriebene
Technik nicht im Durchflusssystem realisierbar und fir eine Automatisierung ungeeignet.

[0009] Des Weiteren ist bekannt, einzelne Zellen unter der Wirkung hochfrequenter elektrischer Felder in
Feldkafigen mittels negativer Dielektrophorese zu fangen und zu halten. Die Verwendung von Hochfre-
quenz-Feldkafigen war bisher auf die moglichst schonende Manipulation der Zellen gerichtet, wobei einseitige
Kraftwirkungen oder Deformationen der Zellen gerade unerwiinscht waren. Beispielsweise beschreiben H.
Wissel et al. in "American Journal of Physiology Lung Cell Mol. Physiol." (Bd. 281, 2001, L345-L360 "Endocy-
tosed SP-A and surfactant lipids are sorted to different organelles in rat type Il pneumocytes"), dass Zellen
auch bei hohen Feldstarken schonend gehalten werden kénnen, da sie sich zum einen in einem Feldminimum
(Nullfeld) befinden und zum anderen das Heizen minimierende Mikroelektroden Verwendung finden.

[0010] T. Schnelle et al. beschreiben in "J. Electrostat." (Bd. 50, 2000, S. 17-29, "Trapping in ac octode field
cages") verschiedene Phasenansteuerungen dielektrischer Hochfrequenz-Feldkafige. Durch eine geeignete
Ansteuerung kdnnen Objekte stabil gehalten oder gezielt in eine Richtung aus dem Feldkafig entlassen oder
Bedingungen gefunden werden, unter denen mehrere Objekte im Kafig miteinander in Kontakt gebracht wer-
den.

Aufgabenstellung

[0011] Die Aufgabe der Erfindung ist es, verbesserte Verfahren zur Untersuchung von Deformationseigen-
schaften von Objekten, insbesondere von biologischen Zellen bereitzustellen, mit denen die Nachteile der her-
kémmlichen Verfahren iberwunden werden und die insbesondere eine Charakterisierung von Deformations-
eigenschaften mit erhdhter Genauigkeit und Reproduzierbarkeit ermdglichen. Erfindungsgemafie Verfahren
sollen des Weiteren eine quantitative Charakterisierung der Deformationseigenschaften ermdglichen und mit
vermindertem geratetechnischen Aufwand automatisierbar sein. Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es,
verbesserte Vorrichtungen zur Untersuchung von Deformationseigenschaften von Objekten, insbesondere zur
Umsetzung der erfindungsgemafien Verfahren bereitzustellen.

[0012] Diese Aufgaben werden mit Verfahren und Vorrichtungen mit den Merkmalen der Patentanspriiche 1
und 25 geldst. Vorteilhafte Ausfiihrungsformen und Anwendungen der Erfindung ergeben sich aus den abhan-
gigen Ansprichen.

[0013] Verfahrensbezogen beruht die Erfindung auf der allgemeinen technischen Lehre, zur Untersuchung ei-
nes in einer Flissigkeit suspendierten Objekts nach dessen Positionierung in einem Potentialminimum eines
hochfrequenten elektrischen Positionierungs-Feldes in einem Untersuchungsbereich eines fluidischen Mikro-
systems auf das Objekt mit einem Deformations-Feld eine Deformationskraft auszuliben und eine Reaktion
des Objekts auf die Deformationskraft durch eine Detektion mindestens einer Eigenschaft aus der Gruppe der
elektrischen, geometrischen und optischen Eigenschaften des Objekts zu erfassen. Vorteilhafterweise ermag-
licht die Verwendung des hochfrequenten elektrischen Positionierungs-Feldes eine beriihrungslose, dielektri-
sche Positionierung einzelner Objekte mit hoher Stabilitat und Ortsgenauigkeit. Die berihrungslose Positionie-
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rung umfasst eine Halterung einzelner Objekte, wie z. B. einzelner biologischer Zellen in frei suspendiertem
Zustand, d. h. freischwebend in der Suspensions- oder einer Behandlungsflussigkeit ohne einen direkten me-
chanischen Kontakt (ohne eine unmittelbare Beriihrung) mit Komponenten des fluidischen Mikrosystems. Das
zu untersuchende Objekt befindet sich in freier Lésung, d. h. es ist allseitig von der Flussigkeit umgeben, zu
allen benachbarten Wandflachen oder Elektroden des Mikrosystems bestehen Abstande. Die Stabilitat der Po-
sitionierung erlaubt es, dass ein Detektor prazise auf das Objekt justiert und zur Erfassung der gewiinschten
Eigenschaften eingerichtet werden kann.

[0014] Das Deformationsfeld wirkt gemaR einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemafen Ver-
fahrens auf der Grundlage von negativer Dielektrophorese. Die mit der vorliegenden Erfindung erstmalig vor-
geschlagene Kombination der Halterung mittels negativer Dielektrophorese mit der Wirkung des Deformations-
feldes besitzt den Vorteil, eine besonders schonende Untersuchung biologischer Objekte in fluidischen Mikro-
systemen zu ermdglichen, wie sie an sich zur Manipulierung, Behandlung, Sortierung und Analyse zum Bei-
spiel von biologischen Zellen bereits verfugbar sind.

[0015] Die Halterung der Objekte durch negative Dielektrophorese besitzt besondere Vorteile bei der Unter-
suchung biologischer Objekte. Die Leitfahigkeit der umgebenden Suspensions- oder Behandlungsflissigkeit
kann bspw. im Vergleich zu der von H. Engelhardt beschriebenen Technik erheblich, insbesondere in den Be-
reich physiologischer Bedingungen erhéht werden. Die Leitfahigkeit kann z. B. gréer als 0.3 S/m und insbe-
sondere entsprechend dem physiologischen Wert 1.5 S/m eingestellt werden. Insbesondere bei der Messung
an biologischen Zellen, bei denen die Leitfahigkeit im Inneren der Zelle geringer als im AuRenmedium ist, tritt
vorteilhafterweise die negative Dielektrophorese im gesamten interessierenden Frequenzbereich insbesonde-
re oberhalb von 1 kHz bis in den GHz-Bereich auf. Im Vergleich zu herkdmmlichen Techniken ist ein vergro-
Rerter Frequenzbereich verfiigbar, wobei bei verschiedenen Frequenzen verschiedene Deformationswirkun-
gen einstellbar sind. Ein weiterer wichtiger Vorteil der Verwendung einer Suspensions- oder Behandlungsflis-
sigkeit mit einer erhdhten AuRenleitfahigkeit besteht in der Verringerung Ohm'scher Heizwirkungen, z. B. bis
zu einem Faktor 5, so dass die Zellphysiologie wahrend der Messung kaum beeinflusst wird.

[0016] GemaR einer alternativen Variante wirkt das Deformationsfeld auf der Grundlage von positiver Dielek-
trophorese, was fir bestimmte Objekte zur beriihrungslosen Halterung von Vorteil sein kann.

[0017] Welche der elektrischen, geometrischen und/oder optischen Eigenschaften des Objekts detektiert
wird, hangt von der konkreten Anwendung der Erfindung ab. Beispielsweise kann durch eine Impedanzmes-
sung im Untersuchungsbereich festgestellt werden, ob und mit welcher Geschwindigkeit sich das Objekt de-
formiert und ggf. in den undeformierten Zustand relaxiert. Diese Variante kann fur den Betrieb automatisierter
Mikrosysteme ohne eine optische Prozessbeobachtung von Vorteil sein. Eine Detektion der geometrischen Ei-
genschaften des Objekts bedeutet entsprechend, dass die duflere Form des Objekts zum Beispiel mit einer
Kamera wahrend der Deformation und/oder Relaxation erfasst und anschlieBend ausgewertet wird. Die Detek-
tion optischer Eigenschaften bezeichnet hier die Erfassung der Wechselwirkung des Objekts mit Licht, wie zum
Beispiel eine Fluoreszenzmessung oder eine Streulichtmessung. Wenn die erfindungsgemafie Untersuchung
bspw. an biologischen Zellen erfolgt, die auf mechanische Reize durch eine Veranderung der Membranstruktur
reagieren und entsprechend Fluoreszenzmarker aktivieren kbnnen, umfasst die optische Detektion eine Fluo-
reszenzmessung wahrend der Deformation und/oder Relaxation.

[0018] Weitere wichtige Vorteile der erfindungsgemafien Verfahren bestehen darin, dass sie eine reprodu-
zierbare, quantitative Auswertung der detektierten Eigenschaften zur Ermittlung elastischer Eigenschaften des
Objektes wie z. B. der viskoelastischen Eigenschaften biologischer Zellen erméglichen. Das Verfahren ist voll-
standig automatisierbar. Die Detektion von Eigenschaften, die flir die Deformation oder die Relaxation charak-
teristisch sind, kann im Echtzeitbetrieb oder nachtraglich Uber gespeicherte Daten (zum Beispiel Videoauf-
zeichnung) mit an sich bekannten Algorithmen der Bildauswertung erfolgen. Es kdnnen statische oder dyna-
mische elastische Eigenschaften der zu untersuchenden Objekte ermittelt werden.

[0019] Das erfindungsgemalRe Verfahren besitzt vorteilhafterweise eine hohe Flexibilitdt in Bezug auf den
Zeitpunkt der Deformationsmessung. Die Detektion kann gemaR bevorzugten Ausfiihrungsformen der Erfin-
dung einfach oder mehrfach zu Zeitpunkten erfolgen, die im gesamten Zeitbereich wahrend und nach der De-
formation des Objekts gewahlt sind. Entsprechend kann die Detektion eine Erfassung von Deformationseigen-
schaften oder bei kurzzeitiger Austbung der Deformationskrafte von Relaxationseigenschaften des Objekts
umfassen. Vorteile in Bezug auf einen erweiterten Informationsgehalt der Detektion kénnen sich ergeben,
wenn eine Zeitabhangigkeit der jeweils gemessenen elektrischen, geometrischen und/oder optischen Grofe
erfasst wird.
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[0020] Besondere Vorteile insbesondere bei der Untersuchung biologischer Proben kénnen sich ergeben,
wenn das Positionierungs-Feld mit einer K&fig-Elektrodenanordnung als Hochfrequenz-Feldkafig erzeugt wird,
da mit der Gestaltung und der Ansteuerung von an sich bekannten Hochfrequenz-Feldkafigen bereits Erfah-
rungen bestehen.

[0021] Gemal einer Variante der Erfindung wird der Hochfrequenz-Feldkafig als allseits geschlossener Feld-
kafig mit einem im Wesentlichen punktférmigen, im Mikrosystem ortsfesten Potentialminimum betrieben. Vor-
teilhafterweise kdnnen die Deformation und Detektion am ruhenden Objekt durchgefiihrt werden. GemaR einer
alternativen Variante der Erfindung wird der Hochfrequenz-Feldkafig als offener Feldkafig mit einem linienfor-
migen Potentialminimum betrieben, das sich in Langsrichtung eines Kanals im fluidischen Mikrosystem er-
streckt. Das Objekt bewegt sich mit der Suspensionsflissigkeit durch die Kafig-Elektrodenanordnung, wobei
der Feldkafig lediglich fir eine Positionierung des Objekts auf einer bestimmten Trajektorie durch den Kanal
sorgt. Die Deformation und Detektion kénnen dynamisch am bewegten Objekt durchgefiihrt werden, so dass
die Erfindung auch im laufenden Betrieb von Hochdurchsatzsystemen realisiert werden kann.

[0022] Vorteilhafterweise kann der technische Aufwand bei der Umsetzung der Erfindung vermindert werden,
wenn die zur Bildung des Positionierungs-Feldes vorgesehene Kafig-Elektrodenanordnung auch zur Erzeu-
gung des Deformations-Feldes verwendet wird. Durch ein Umschalten von einem Fang- oder Positioniermo-
dus und zu einem Streck- oder Deformationsmodus kénnen in an sich bekannter Weise dielektrische und/oder
optische Eigenschaften und zusatzlich die gewlinschten mechanisch-elastischen Eigenschaften des Objektes
untersucht werden. Diese Variante ist besonders fiir Screening-Aufgaben von Vorteil, bei denen die mecha-
nisch-elastischen Eigenschaften des Objektes mit anderen Messparametern in Beziehung gesetzt werden sol-
len. Alternativ kann eine separate Deformations-Elektrodenanordnung zur Erzeugung des Deformations-Fel-
des verwendet werden, wobei sich Vorteile fir die Steuerung der Positionier- und Deformations-Felder erge-
ben kdénnen.

[0023] Wenn das Deformations-Feld gemaf einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung fiir eine Dau-
er von 1 ms bis 500 ms eingestellt wird, kénnen sich Vorteile in Bezug auf eine relativ geringe mechanische
Belastung des Objektes ergeben. Besonders vorteilhaft ist es, wenn die Erzeugung des Deformations-Feldes
impulsférmig erfolgt, da in diesem Fall das Zeitverhalten der Relaxation der Objektdeformation mit erhéhter
Genauigkeit erfasst werden kann.

[0024] Wenn vor der Erzeugung des Deformations-Feldes eine Behandlungsflissigkeit in den Untersu-
chungsbereich geleitet wird, kann vorteilhafterweise ein zeitweiliger L6sungsaustausch erfolgen, beispielswei-
se um das Deformationsverhalten des Objekts in verschiedenen Medien zu untersuchen oder um zwischen
Untersuchungen mit verschiedenen Deformationsrichtungen eine Objektbehandlung mit einer bestimmten Be-
handlungsflissigkeit vorzunehmen. Die Positionierung des Objekts erfolgt in diesem Fall vorzugsweise an ei-
ner Kanaleinmiindung oder -kreuzung im fluidischen Mikrosystem, an der die jeweilige Behandlungsflissigkeit
zugefuhrt wird.

[0025] Gemal einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung erfolgt an einem bestimmten Ob-
jekt, wie zum Beispiel an einer zu untersuchenden biologischen Zelle eine Mehrfachmessung. Hierzu werden
die Schritte Erzeugung des Deformations-Feldes und Detektion mehrfach aufeinanderfolgend durchgefihrt.
Die Mehrfach-Detektion kann beispielsweise darauf gerichtet sein, die Deformation mit identischen Verfah-
rensbedingungen zu wiederholen, um die Genauigkeit der Messung zu erhéhen. Alternativ oder zusatzlich
kdnnen die Verfahrensbedingungen, wie zum Beispiel die ausgeubten Krafte, die Feldstarken, Phasen
und/oder Frequenzen der hochfrequenten elektrischen Felder, die Dauer der Krafteinwirkung oder der Zusatz
der Behandlungsfliissigkeit variiert werden, um zusatzliche Informationen Gber das Objekt zu erhalten. Vorteil-
hafterweise kann insbesondere ein Regelkreis realisiert werden, in dem das Positionierungs-Feld und/oder das
Deformations-Feld in Abhangigkeit vom Ergebnis der vorhergehenden Detektion eingestellt wird. Des Weite-
ren kann bei aufeinanderfolgenden Untersuchungen das Deformations-Feld so eingestellt und/oder das Objekt
so gedreht werden, dass das Objekt in verschiedenen Richtungen deformiert wird. Diese Variante der Erfin-
dung kann Vorteile fir die Untersuchung von Objekten mit anisotropen elastischen Eigenschaften besitzen.

[0026] Wenn die Mehrfachmessung Uber einen langeren Zeitraum erfolgt, kénnen vorteilhafterweise plasti-
sche Verformungen oder die Deformation in Abhangigkeit von der ausgelibten Kraft untersucht werden. Die
Dauer der Mehrfachmessung betragt hierzu vorzugsweise mindestens eine Sekunde.

[0027] Bei der Umsetzung der Erfindung in der Praxis, insbesondere bei der Untersuchung biologischer Zel-
len ist bevorzugt, aus den detektierten elektrischen, geometrischen und/oder optischen Eigenschaften elasti-
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sche Eigenschaften des Objekts zu ermitteln. Als Deformationseigenschaft kdnnen beispielsweise eine oder
mehrere der folgenden Grof3en als integrale oder strukturselektive Parameter erfasst werden: Elastizitdtsmo-
dul, Schermodul, Viskositat, Federkonstante, Steifigkeitskonstante und Relaxationszeit. Des Weiteren kann
eine Anpassung auf der Grundlage an sich bekannter Modelle erfolgen, wie sie bspw. von H. Engelhardt et al.
(siehe oben) beschrieben werden. Die Erfindung ist nicht auf die Messung elastischer Eigenschaften be-
schrankt. Es kénnen auch plastische Deformationseigenschaften oder Zwischenformen zwischen elastischem
und plastischem Verhalten ermittelt werden.

[0028] Weitere Vorteile bei der Untersuchung von Proben mit einer Vielzahl von Objekten, von denen ein oder
mehrere Objekte einzeln untersucht werden sollen, ergeben sich bei der Kombination des erfindungsgemafien
Verfahrens mit einem dielektrischen Zellsortierer, der zur Aufreihung und ggf. Sortierung der Objekte eingerich-
tet ist. Wenn vor dem Positionierungs-Schritt ein bestimmtes Objekt aus der Probe ausgewahlt wird, die einer
dielektrischen Aufreihung unterzogen worden ist, kann die Selektivitat der erfindungsgemafien Deformations-
untersuchung erhéht werden.

[0029] Das erfindungsgemaRe Verfahren kann allgemein mit jedem nachgiebigen, insbesondere elastisch
oder plastisch deformierbaren Objekt durchgefiihrt werden, das kleiner als der jeweilige Untersuchungsbereich
ist. FUr die bevorzugte Anwendung in fluidischen Mikrosystemen besitzen zu untersuchende Objekte typi-
scherweise GroRRen im Bereich von 1 ym bis 50 pm. Das Objekt kann mit einer regelmafigen oder unregelma-
Rigen Form und insbesondere kugelférmig gebildet sein. Das Objekt kann ein synthetisches Objekt aus einem
deformierbaren, kompakten oder hohlen Material sein. Erfindungsgemaf kénnen beispielsweise Membran-Ve-
sikeln, die mit einer Flussigkeit gefullt sind, untersucht werden, um die Struktur der Membranhlle zu untersu-
chen. Bevorzugte Anwendungen der Erfindung sind gegeben, wenn das zu untersuchende Objekt mindestens
eine biologische Zelle, eine Zellgruppe, ein Zellbestandteil oder ein derartiges Objekt im Verbund mit einem
synthetischen Partikel umfasst.

[0030] Die bevorzugte Anwendung der Erfindung in der Biotechnologie und Pharmazie beruht auf der Idee,
einzelne Zellen in dielektrischen Feldkafigen zu fangen und fiir kurze Zeit das Feld an den Elektroden derart
zu verandern, dass hinreichend hohe Deformationskrafte erzeugt werden. AnschlieBend kann das elektrische
Feld wieder in den Fangmodus versetzt und die Relaxation der Zelldeformation im Bereich niedriger Feldstarke
beobachtet werden. Alternativ kann das Feld zwischen den Modi kurzzeitig auch ganz abgeschaltet werden.
Dieser Prozess kann vorteilhafterweise an einer Zelle mehrfach wiederholt werden. Gemal einer bevorzugten
Variante der Erfindung wird in Abhangigkeit von den detektierten dielektrischen, geometrischen und/oder opti-
schen Eigenschaften zwischen normalen und veranderten Zellen oder zwischen normalen Zellen mit verschie-
denen physiologischen Eigenschaften, zum Beispiel wahrend ihres Zellzyklus unterschieden. Des Weiteren
kann mit dem erfindungsgemafen Verfahren zwischen normalen differenzierten Zellen und Stammzellen un-
terschieden werden. Das erfindungsgemale Verfahren kann insbesondere zur Erkennung und Sortierung von
Stammzellen aus einer Vielzahl von Zellen verwendet werden. Zusatzliche Informationen Uber die untersuch-
ten Zellen kdnnen gewonnen werden, wenn die dielektrischen, geometrischen und/oder optischen Eigenschaf-
ten der Zelle in Abhangigkeit von der Frequenz und/oder Spannung des Positionierungs-Feldes und/oder des
Deformations-Feldes detektiert werden. Des Weiteren kénnen Abhangigkeiten von der Umgebungstempera-
tur, von der stofflichen Zusammensetzung, der Umgebungsflissigkeit und/oder der Dauer einzelner Deforma-
tionen oder der Dauer von Mehrfachmessungen durchgefihrt werden.

[0031] Wenn erfindungsgemal eine Vermessung von Zellpaaren oder Zell-Aggregaten erfolgt, die ggf. erst
im Positionierungs-Feld zusammen gefuhrt oder verbunden werden, ergeben sich Vorteile im Vergleich zum
Laser-Stretcher, mit dem nur einzelne Partikel deformiert werden kdnnen Vorrichtungsbezogen wird die oben
genannten Aufgabe der Erfindung mit einer Messapparatur zur Untersuchung von mindestens einem Objekt
gel6st, die ein fluidisches Mikrosystem mit einem Untersuchungsbereich mit mindestens einer Elektrodenan-
ordnung, eine Detektoreinrichtung zur elektrischen und/oder optischen Messung von Objekteigenschaften,
und eine Feldformungseinrichtung mit mindestens einem Hochfrequenzgenerator und einer Schalteinrichtung
enthalt, mit der zwischen dem Fangmodus, in dem im Untersuchungsbereich mit der mindestens einen Elek-
trodenanordnung ein hochfrequentes Positionierungs-Feld erzeugt wird, und dem Deformationsmodus umge-
schaltet werden kann, in dem im Untersuchungsbereich mit der mindestens einen Elektrodenanordnung ein
Deformations-Feld erzeugt wird.

[0032] Wenn die Detektoreinrichtung ein Mikroskop mit einer Kamera aufweist, kdnnen sich Vorteile in Bezug

auf die Genauigkeit der Detektion an mikroskopisch kleinen Objekten, deren Durchmesser typischerweise ge-
ringer als 25 ym ist, ergeben.
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[0033] Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Messapparatur mit einer Steuerein-
richtung ausgestattet, die mit der Detektoreinrichtung und der Schalteinrichtung verbunden ist. Diese Verbin-
dung ermdglicht vorteilhafterweise die Realisierung eines Regelkreises, in dem Parameter der Positionie-
rungs- und/oder Deformations-Felder und/oder der Suspensionsflissigkeit in Abhangigkeit vom Ergebnis einer
Detektion eingestellt oder verandert werden kénnen.

[0034] Das fluidische Mikrosystem der Messapparatur ist vorzugsweise mit einer Fluidikeinrichtung ausge-
stattet, mit der die Suspensions- und/oder eine zusatzliche Behandlungsflissigkeit durch den Untersuchungs-
bereich bewegt werden kann und die ebenfalls mit der Steuereinrichtung verbunden ist.

[0035] Ein weiterer, unabhangiger Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines fluidischen Mikrosys-
tems mit einem Hochfrequenz-Feldkafig zur Untersuchung von Deformations- und/oder Relaxationseigen-
schaften biologischer Zellen und insbesondere zur Trennung oder Sortierung von gesunden Zellen und kran-
ken Zellen, bspw. Krebszellen, oder die Sortierung von Stammzellen aus einer Zellprobe.

[0036] Die Erfindung besitzt die folgenden weiteren Vorteile. Es wird erstmalig ein Untersuchungsverfahren
geschaffen, mit dem die Deformation und/oder Relaxation biologischer Zellen vollstandig automatisierbar de-
tektiert werden kann. Die Erfinder haben festgestellt, dass bei dielektrisch in Hochfrequenz-Feldkafigen gehal-
tenen Zellen mit hochfrequenten elektrischen Feldern derart hohe Deformationskrafte ausgetbt werden kon-
nen, dass die Deformation-Felder nur fir kurze Zeiten und mit lokaler Begrenzung erzeugt werden mussen.
Damit wird die Belastung der Zellen vermindert. Des Weiteren wird ein unerwiinschtes Aufheizen der Elektro-
denanordnung im Untersuchungsbereich vermieden.

Ausflihrungsbeispiel

[0037] Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung werden aus der Beschreibung der beigefligten Zeich-
nungen ersichtlich. Es zeigen:

[0038] Fig. 1: eine schematische Darstellung einer Ausfiihrungsform einer erfindungsgemafen Messappara-
tur,

[0039] Fig. 2, Fig. 3: schematische, vergrofRerte lllustrationen erfindungsgemaf verwendeter Elektrodenan-
ordnungen,

[0040] FEig. 4: ein Flussdiagramm zur lllustration einer Ausfuhrungsform eines erfindungsgemafien Verfah-
rens,

[0041] Fig. 5: Mess- und Simulationsergebnisse zur lllustration der erfindungsgemafen Deformation von Zel-
len, und

[0042] Fig. 6: eine schematische lllustration der Objektdeformation in einem auferen elektrischen Feld.

[0043] Die Erfindung wird im Folgenden beispielhaft unter Bezug auf die Untersuchung biologischer Zellen in
einem fluidischen Mikrosystem beschrieben. Es wird betont, dass die Umsetzung der Erfindung nicht auf die
Untersuchung von biologischen Zellen beschrankt, sondern entsprechend, insbesondere mit den oben ge-
nannten Objekttypen mdglich ist. Fluidische Mikrosysteme mit Elektrodenanordnungen zur dielektrischen Ma-
nipulierung von suspendierten Partikeln sind an sich bekannt, so dass hier nur die zur Umsetzung des erfin-
dungsgemalen Verfahrens erforderlichen Einzelheiten erlautert werden.

[0044] Fig. 1 zeigt eine Ausfihrungsform der erfindungsgemafen Messapparatur mit dem fluidischen Mikro-
system 10, der Detektoreinrichtung 20 und der Feldformungseinrichtung 30. Das fluidische Mikrosystem 10 ist
nur ausschnittsweise mit einer Elektrodenanordnung von Kafigelektroden 1-4 und optional vorgesehenen De-
formations- oder Impedanzmesselektroden 5, 6 gezeigt. Die Elektroden 1-6 sind an sich bekannte Mikroelek-
troden, die an Boden-, Seiten- und/oder Deckwéanden eines Kompartiments, z. B. eines Kanals 12 des fluidi-
schen Mikrosystems angeordnet sind. Der Kanal 12 wird in Pfeilrichtung A von einer Suspensionsfliissigkeit
durchstromt. Zwischen den Elektrodenenden der Elektrodenanordnung 1-6 ist der Untersuchungsbereich 11
gebildet, in dem die unten erlauterte Positionierung und Deformation des zu untersuchenden Objekts O durch-
gefuhrt werden. Der Untersuchungsbereich 11 kann an einem Kreuzungspunkt des Kanals 12 mit einem wei-
teren Kanal (nicht dargestellt) des Mikrosystems gebildet sein, um das Objekt O im gehalterten Zustand ggf.
einer Behandlungsflissigkeit auszusetzen, die durch den weiteren Kanal zugefihrt wird.
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[0045] Die Detektoreinrichtung 20 umfasst ein Mikroskop 21, eine Kamera 22 und einen Bilddatenspeicher
23, die in bekannter Weise zusammenwirken. Das Mikroskop 21 ist beispielsweise ein IX70, Hersteller: Olym-
pus mit einer CCD-Kamera 22 vom Typ Sensicam Vision, Hersteller: Photonics.

[0046] Die Feldformungseinrichtung 30 enthalt einen Hochfrequenzgenerator 31 und eine Schalteinrichtung
32. Beide Komponenten kdénnen in einer gemeinsamen Schaltung integriert sein. Der Hochfrequenzgenerator
ist eine Spannungsquelle zur Erzeugung hochfrequenter elektrischer Spannungen, typischerweise im Span-
nungsbereich von 0.1 bis 10Vrms und im Frequenzbereich von 1 kHz bis 100 MHz. Die Ausgangsspannungs-
werte, Phasen und Frequenzen der vom Hochfrequenzgenerator 31 generierten Spannungen sind vorzugs-
weise manuell oder mit der Steuereinrichtung 40 einstellbar.

[0047] Zur Manipulation biologischer Zellen mittels negativer Dielektrophorese kann die Frequenz der Hoch-
frequenzspannung vorteilhafterweise in Abhangigkeit von der AuRenleitfahigkeit so eingestellt werden, dass
die Membran der untersuchten Zelle vollstandig geladen wird. Hierzu wird die Frequenz wesentlich geringer
als der reziproke Wert der Membranrelaxationszeit 1,, gewahlt (f<<f ). Die Membranrelaxationszeit hangt mit
den Leitfahigkeiten gemaR Gleichung (2) zusammen:

RS S {5 B | )
" 27Z'Tm " omho' 20—e ()

c

[0048] In diesem Fall kann die Zelle gemaf’ Gleichung (3) lediglich elongiert werden.

9 R
P, = EeosmEz cos’ [®]Z ()

[0049] Bei hohen Frequenzen f>>f_ ist die Zellmembran kapazitiv Uberbriickt, so dass die Zelle in Abhangig-
keit von den AufRen- und Innenleitfahigkeiten entweder elongiert oder komprimiert wird (siehe Gleichung (1),
oben).

[0050] Der Hochfrequenzgenerator 31 ist zur Erzeugung von Spannungsverlaufen entsprechend verschiede-
nen Betriebsmodi der Messapparatur eingerichtet, die unten beispielhaft illustriert sind. Ein erster Betriebsmo-
dus ist der Halte- oder Fangmodus, in dem das Objekt O (z. B. die biologische Zelle) im Potentialminimum des
von den Kafig-Elektroden 1-4 erzeugten dielektrischen Feldkafigs gehaltert wird. Die Zelle O befindet sich trotz
strdmender Suspensionsflissigkeit (Pfeil A) im ruhenden Zustand. Die Ansteuerprotokolle der Kafig-Elektro-
den (Spannungen, Frequenzen, Phasen) sind aus der fluidischen Mikrosystemtechnik an sich bekannt. Im
zweiten Betriebsmodus, namlich dem Deformations-Modus werden derartige Spannungen erzeugt, dass auf
die gehalterte Zelle O gerichtete Deformationskrafte ausgelibt werden (siehe unten), wobei in diesem Zustand
die FlUssigkeitsstrdomung gestoppt ist.

[0051] Mit der schematisch gezeigten Schalteinrichtung 32 wird der aktuell gewiinschte Betriebsmodus aus-
gewahlt, in dem die jeweiligen Elektroden mit der gewlinschten Spannung beaufschlagt werden. Die Schalt-
einrichtung 32 kann einen Umschalter oder einen Phasenschieber umfassen und/oder in die Steuerung des
Hochfrequenzgenerators 31 integriert sein. Bei beiden Varianten kann eine Betatigung mit der Steuereinrich-
tung 40 vorgesehen sein.

[0052] Das Bezugszeichen 50 verweist auf eine Fluidikeinrichtung, mit der die Suspensions- und/oder Be-
handlungsflissigkeit im Kanal 12 des fluidischen Mikrosystems 10 bewegt wird. Die Fluidikeinrichtung 50 um-
fasst beispielsweise eine Pumpe, die ggf. mit der Steuereinrichtung 40 betatigbar ist.

[0053] Fig. 2 zeigt die Kafigelektroden 1-4, 1'-4' in vergréRerter Perspektivansicht. Die unteren vier Elektro-
den 1'-4' sind auf dem Boden 13 des fluidischen Mikrosystems 10 angeordnet, wahrend die Elektroden 1-4
an der Deckflache (nicht dargestellt) angeordnet sind. Die Kanalrichtung entspricht der Stréomungsrichtung A
der Suspensionsfliissigkeit. Bei Beaufschlagung der Kafigelektroden mit hochfrequenten elektrischen Span-
nungen entsprechend einer der in der folgenden Tabelle angegebenen Ansteuerarten ,trap rot", ,trag ac " oder
Jrap ac 11" wird ein dielektrischer Feldkafig mit einem punktférmigen Potentialminimum in der Mitte zwischen
den Enden der Elektroden gebildet, an dem die zu untersuchende Zelle lokalisiert wird.
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Elektrode/ 1 2 3 4 1 2 3 4
Modus

trap rot 0° 90° 180° 270° 180° 270° 90° 180°
trap ac | 0° 180° 0° 180° 180° 0° 180° ©O°
trap ac li 0° 180° 0° 180° 0° 180° 0°  180°

stretchac| g° 0° 180° 180° 0° 0° 180° 180°
stretchac Il e 0° 0° 0° 180° 180° 180° 180°

[0054] Die Ansteuerart ,trap rot" dient dem Einfangen der Zellen im Feldkafig und einer Drehung der Zelle in
eine vorbestimmte Ausrichtung relativ zum umgebenden Mikrosystem. Vorteilhafterweise kénnen in diesem
Fall Deformationen in bestimmten Richtungen untersucht werden. Die Ansteuerarten ,trap ac I" und ,trap ac II"
dienen dem Einfangen der Zelle im Feldkafig ohne eine bestimmte Orientierung. Durch Umschalten der relati-
ven Phasenlage zwischen den hochfrequenten Spannungen an den Kéfig-Elektroden entsprechend den An-
steuerarten ,stretch ac " oder ,stretch ac II" wird vom Fangmodus zum Deformationsmodus gewechselt. Durch
die Polarisation der zu untersuchenden Zellen werden bei den beispielhaft angegebenen Ansteuerarten De-
formationskrafte parallel zu Strémungsrichtung A gebildet, so dass sich die Zelle deformiert (siehe Fig. 5).

[0055] Fig. 3 zeigt Kafig-Elektroden 1, 2, 1" und 2', die zur Bildung eines in Strdmungsrichtung A offenen di-
elektrischen Feldkafigs eingerichtet sind. In der folgenden Tabelle sind entsprechend die Ansteuerarten fur den
Fangmodus ,trap ac", in dem die Zellen in der Kanalmitte fokussiert werden, und dem Deformationsmodus
,stretch ac I" oder ,stretch ac II" zusammengestellt.

Elektrode/ 1 2 1' 2'
Modus

trap ac 0° 180° 180° 0°
stretch ac | 180° 0° 180° 0°
stretch ac |l 180° 180° 0° 0°

[0056] In Fig. 4 ist die Schrittfolge zur Durchflihrung des erfindungsgemafien Verfahrens schematisch illust-
riert. Nach einer Aufreihung (Schritt 100), bei der eine Probe aus einer Vielzahl von Zellen in an sich bekannter
Weise stromaufwarts vom Untersuchungsbereich 11 dielektrisch aufgereiht wird, erfolgt bei Schritt 200 die Po-
sitionierung eines Partikels im dielektrischen Feldkafig der Kéfigelektroden beispielsweise gemal Fig. 2. An-
schlieRend folgt durch Anderung der Elektrodenansteuerung die Zelldeformation (Schritt 300), wobei wahrend
der Auslbung der Deformationskrafte und/oder nach Abschalten der Deformationskrafte die Deformation
(Schritt 400) oder die Relaxation (Schritt 500) elektrisch oder optisch erfasst wird. Anschlieend oder zeitgleich
(online) folgt bei Schritt 600 die Auswertung und quantitative Analyse der Deformation. In Abhangigkeit vom
Ergebnis von Schritt 600 kann vorgesehen sein, dass eine weitere Deformation mit zugehdriger Detektion
durchgefiihrt wird. Vor der weiteren Deformation kann ggf. eine Drehung des Objekts bei Schritt 200 vorgese-
hen sein. SchlieBlich folgt bei Schritt 700 die Entscheidung, ob ein weiteres Objekt untersucht oder die Mes-
sung beendet werden soll. Gegebenenfalls ist bei Schritt 800 die Ablage des Objekts in einem passenden Be-
halter oder auf einem Substrat, z. B. in einer Mikrotiterplatte vorgesehen.

[0057] Fig. 5 zeigt beispielhaft die Deformation eines Erythrozyten in einem Feldkafig durch Umschalten vom
Fang- in den Deformationsmodus. Der Untersuchungsbereich besitzt einen Durchmesser von rd. 40 um. Die
Frequenz der Positionierungs- und Deformationsfelder betragt 700 kHz (3V,,,.). Die Leitfahigkeit der Suspen-
sionsflissigkeit betragt 0.3 S/m. Die Fig. 5A und 5B zeigen mikroskopische Abbildungen des Erythrozyten O
im Fang- und Deformationsmodus. Die Eig. 5C und 5D illustrieren die Feldverteilung in der horizontalen Zen-
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tralebene der Elektrodenanordnung gemaf Fig. 2 im Fangmodus fiir die Ansteuerprotokolle ,trap rot" oder
Jtrap ac II". Es sind jeweils als Aquipotentiallinien die Verlaufe der Werte E? des elektrischen Feldes zu einem
bestimmten Zeitpunkt dargestellt. Die auf das Objekt wirkenden Polarisationskrafte sind proportional zur Gré3e
E2. Die Fig. 5E und 5F zeigen entsprechend die Feldverteilung im Streckmodus bei Realisierung der Ansteu-
erarten ,stretch ac I" oder ,stretch ac II".

[0058] Wie aus den Feldsimulationen hervorgeht, befindet sich eine Zelle, die zunachst zentral im Kafig ge-
fangen war (Fig. 5A, Nullfeld) bei Umschalten auf den Streckmodus in einem starken relativ homogenen (sat-
telférmigen) elektrischen Feld. Ohne dufRere Stérungen verbleibt die Zelle im Zentralbereich, wo sie deformiert
wird (Fig. 5B). Experimentell verbleibt die Zelle bei gut aquilibrierter Fluidik bis zu einigen Sekunden im Zen-
tralbereich, wo nach Um- bzw. Abschalten die Relaxation beobachtet werden kann.

[0059] Diese Untersuchungen kénnen im Fluss (siehe Fig. 3) und ggf. an mehreren z. B. tGiber mit trichterfor-
migen Feldbarrieren (durch ,Trichter-Elektroden" oder sog. Funnel) aufgereihten Zellen parallel ausgefiihrt
werden.

[0060] Bei der Messung der Deformation und/oder Relaxation (Schritte 400, 500) werden bspw. Bilder des
Objekts O, die mit der Detektoreinrichtung 20 aufgenommen wurden, vermessen. Es wird bspw. der Objekt-
durchmesser vor und wahrend der Deformation erfasst. Zur Ermittlung von Relaxationszeiten wird eine ent-
sprechende Zeitabhangigkeit aufgenommen. Wenn bspw. eine kugelférmige Zelle zu einem Ellipsoid defor-
miert wird, erfolgt eine Messung der Halbachsen des Ellipsoids. Aus den geometrischen Messwerten und/oder
der ermittelten Zeitfunktion werden in Abhangigkeit vom angewendeten Modell die gewlinschten elastischen
Eigenschaften ermittelt.

[0061] Abweichend von der oben beispielhaft beschriebenen Verfahrensweise kénnen bei der Realisierung
der Erfindung die folgenden Modifizierungen vorgesehen sein.

[0062] Es kann eine Parameteroptimierung vorgesehen sein, bspw. um das Objekt O mdglichst gut im Zen-
trum des Untersuchungsbereiches zu halten. Hierzu werden aus den Bilddaten der Detektoreinrichtung Steu-
ersignale abgeleitet, mit denen die Parameter der Ausgangsspannungen des Hochfrequenzgenerators einge-
stellt werden, bis die gewiinschte Zentrierung gegeben ist. Ein entsprechender Regelkreis kann auf die Veran-
derung der Feldstarke oder Frequenz der Deformations-Felder gerichtet sein, um ein bestimmtes Deformati-
onsergebnis zu erzielen. Es kdnnen feldstarke- und/oder frequenzabhangige Deformationsmessungen durch-
geflhrt werden.

[0063] Alternativ oder zusatzlich zum oben beschriebenen Streckmodus in horizontaler Ebene kann eine De-
formation in einer anderen Richtung, z. B. in vertikaler Ebene durchgefihrt werden. Des Weiteren kann eine
gerichtete Streckung des Objekts O im Feldkafig zu einer Nadelform vorgesehen sein.

[0064] Zur Optimierung der Positionierungs- oder Deformations-Felder kdnnen sich deren Frequenzen unter-
scheiden. Die Deformations-Felder kénnen gleichzeitig zu einem permanent gebildeten Positionierungs-Feld
erzeugt werden. GemafR Gleichung (1) kdnnen elongierende oder komprimierende Felder gebildet werden.

[0065] Anstelle der Acht- oder Vier-Elektrodenfeldkafige kénnen andere Elektrodengeometrien realisiert wer-
den, wie sie an sich aus der fluidischen Mikrosystemtechnik bekannt sind. Es kénnen bspw. Sechs-Pol-Elek-
trodenanordnungen realisiert werden.

[0066] Die in der bevorstehenden Beschreibung, den Zeichnungen und den Anspriichen offenbarten Merk-
male der Erfindung kénnen sowohl einzeln als auch in Kombination fir die Verwirklichung der Erfindung in ih-
ren verschiedenen Ausgestaltungen von Bedeutung sein.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Untersuchung von mindestens einem deformierbaren Objekt (O) in einer Suspensions-
flissigkeit, mit den Schritten:
— Erzeugung eines elektrischen Positionierungs-Feldes und Positionierung des Objekts (O) in einem Potenti-
alminimum des Positionierungs-Feldes,
— Erzeugung eines elektrischen Deformations-Feldes derart, dass eine Deformationskraft auf das Objekt (O)
ausgeulbt wird, und
— Detektion von mindestens einer Eigenschaft aus der Gruppe der dielektrischen, geometrischen und opti-
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schen Eigenschaften des Objekts (O),

dadurch gekennzeichnet, dass

— das Positionierungs-Feld in einem Kompartiment (12) eines fluidischen Mikrosystems (10) erzeugt wird, und
— die Positionierung des Objekts (O) in frei suspendiertem Zustand berthrungslos erfolgt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Positionierung des Objekts (O) unter der Wirkung negativer Di-
elektrophorese erfolgt.

3. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Positionierung des Objekts (O) unter der Wirkung positiver Di-
elektrophorese erfolgt.

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, bei dem die Detektion wahrend oder nach der Deformation des
Objekts (O) erfolgt und entsprechend eine Erfassung von Deformations- oder Relaxationseigenschaften des
Objekts (O) umfasst.

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspriche 1 bis 4, bei dem das Positionierungs-Feld als ein
Hochfrequenz-Feldkafig mit einer Kafig-Elektrodenanordnung (1-4, 1'-4') erzeugt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, bei dem der Hochfrequenz-Feldkafig als geschlossener Feldkafig mit einem
punktférmigen Potentialminimum betrieben wird, in dem das Objekt (O) ruht.

7. Verfahren nach Anspruch 5, bei dem der Hochfrequenz-Feldkéfig als offener Feldkafig mit einem linien-
formigen Potentialminimum betrieben wird, durch das sich das Objekt (O) mit der Suspensionsflissigkeit be-
wegt.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7, bei dem die Kafig-Elektrodenanordnung (1-4, 1'-4') zur
Erzeugung des Deformations-Feldes verwendet wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 5 bis 7, bei dem eine separate Deformations-Elektrodenanord-
nung (5, 6) zur Erzeugung des Deformations-Feldes verwendet wird.

10. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem das Deformations-Feld fiir
eine Dauer von 1 ms bis 500 ms eingestellt wird.

11. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem die Erzeugung des Defor-
mations-Feldes impulsférmig erfolgt.

12. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem das Objekt (O) vor oder
wahrend der Erzeugung des Deformations-Feldes einer Behandlungsflussigkeit ausgesetzt wird.

13. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, mit einer Mehrfachmessung, bei
der die Schritte Erzeugung des Deformations-Feldes mit der Detektion und die Erzeugung des Positionie-
rungs-Feldes abwechselnd mehrfach aufeinander folgend durchgefiihrt werden.

14. Verfahren nach Anspruch 13, bei dem die Mehrfachmessung fir die Dauer von mindestens einer Se-
kunde durchgefiihrt wird.

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, bei dem das Positionierungs-Feld und/oder das Deformati-
ons-Feld in Abhangigkeit vom Ergebnis der jeweils vorhergehenden Detektion eingestellt oder verandert wird.

16. Verfahren nach mindestens einem der Anspriche 13 bis 15, bei dem das Deformations-Feld und/oder
das Positionierungs-Feld mehrfach so eingestellt wird, dass das Objekt (O) jeweils in verschiedenen Richtun-
gen deformiert wird.

17. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem aus den detektierten die-
lektrischen, geometrischen und/oder optischen Eigenschaften viskoelastische Eigenschaften des Objekts (O)
ermittelt werden.

18. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem vor dem Positionie-
rungs-Schritt das Objekt (O) aus einer Probe ausgewahlt wird, die einer dielektrischen Aufreihung unterzogen
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worden ist.

19. Verfahren nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem das Objekt (O) mindes-
tens eine biologische Zelle, eine Zellgruppe, ein Zellbestandteil oder ein synthetisches Partikel umfasst.

20. Verfahren nach Anspruch 19, bei dem in Abhangigkeit von den detektierten dielektrischen, geometri-
schen und/oder optischen Eigenschaften zwischen normalen und veranderten Zellen oder zwischen normalen
Zellen mit verschiedenen physiologischen Eigenschaften unterschieden wird.

21. Verfahren nach Anspruch 19, bei dem in Abhangigkeit von den detektierten dielektrischen, geometri-
schen und/oder optischen Eigenschaften Stammzellen erkannt werden.

22. Verfahren nach Anspruch 19, 20 oder 21, bei dem die dielektrischen, geometrischen und/oder opti-
schen Eigenschaften der Zelle in Abhangigkeit von mindestens einem der folgenden Parameter detektiert wer-
den:

— Frequenz des Positionierungs-Feldes

— Frequenz des Deformations-Feldes,

— Spannung des Positionierungs-Feldes

— Spannung des Deformations-Feldes,

— Temperatur der Suspensions- oder Behandlungsflissigkeiten,

— stoffliche Zusammensetzung der Suspensions- oder Behandlungsflissigkeiten,
— Dauer der einzelnen Deformation, und

— Dauer von mehreren Deformationen.

23. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 19 bis 22, bei dem eine Vermessung von Zellpaaren
oder Zell-Aggregaten erfolgt.

24. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem die Zellpaare oder Zell-Aggregate im Positionierungs-Feld zu-
sammen gebracht werden.

25. Messapparatur zur Untersuchung von mindestens einem Objekt, die umfasst:
— ein fluidisches Mikrosystem (10), das ein Kompartiment (12) mit mindestens einer Elektrodenanordnung
(1-4, 1"-4") aufweist,
— eine Detektoreinrichtung (20), die zur elektrischen, geometrischen und/oder optischen Messung von Objek-
teigenschaften eingerichtet ist, und
— eine Feldformungseinrichtung (30) mit mindestens einem Hochfrequenzgenerator (31),
dadurch gekennzeichnet, dass
— die Feldformungseinrichtung (30) zwischen einem Betriebszustand, in dem im Kompartiment (12) mit der
mindestens einen Elektrodenanordnung (1-4, 1'-4') ein hochfrequentes Positionierungs-Feld erzeugt wird,
und einem Betriebszustand umgeschaltet werden kann, in dem im Untersuchungsbereich (11) mit der mindes-
tens einen Elektrodenanordnung ein Deformations-Feld erzeugt wird.

26. Messapparatur nach Anspruch 25, bei der die Feldformungseinrichtung (30) eine Schalteinrichtung
(32) enthalt, mit der zwischen den Betriebszustdnden umgeschaltet werden kann.

27. Messapparatur nach Anspruch 25 oder 26, bei der die Detektoreinrichtung (20) ein Mikroskop (21) mit
einer Kamera (22) aufweist.

28. Messapparatur nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriiche 25 bis 27, bei der das fluidi-
sche Mikrosystem (10) mit einer Fluidikeinrichtung (40) zur Bewegung einer Suspensions- und/oder einer Be-
handlungsflissigkeit durch den Untersuchungsbereich (11) ausgestattet ist.

29. Messapparatur nach mindestens einem der vorhergehenden Anspriche 25 bis 28, bei der eine Steu-
ereinrichtung (50) vorgesehen ist, die mit der Detektoreinrichtung (20) und der Schalteinrichtung (32) verbun-
den ist.

30. Messapparatur nach Anspruch 29, bei der mit der Steuereinrichtung (50) ein Regelkreis gebildet wird,

in dem das Positionierungs-Feld und/oder das Deformations-Feld in Abhangigkeit vom Ergebnis der vorherge-
henden Detektion eingestellt oder verandert werden kann.
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31. Verwendung eines fluidischen Mikrosystems mit einem Hochfrequenz-Feldkafig zur Untersuchung von
Deformationsi- und/oder Relaxationseigenschaften biologischer Zellen.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Figur 6
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