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(54) Bezeichnung : STROMUNGSMECHANISCHE ZELLFUHRUNG FUR DURCHFLUSSZYTOMETRIE

FIG 1

(57) Abstract: The invention relates to a device and a method for fluidic cell guidance for flow cytometry or analyte enrichment.
This allows magnetically marked analytes, in particular cells (1), to be dynamically enriched and individually detected in the flow
from a sample, in particular magnetoresistively. For cell guidance, guiding ridges (12) are arranged in a flow channel (100), and so,
in addition to a magnetic enrichment force (10,) and the shearing force of the flow (10y), a deflecting force (104) caused by the
fluidic obstacles (12) also acts on the cells (1) to be detected.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren zur strémungsmechanischen Zellfithrung fiir
Durchflusszytometrie oder Analytanreicherung. Dabei kénnen magnetisch markierte Analyte, insbesondere Zellen (1) dynamisch im
Fluss aus einer Probe angereichert und einzeln detektiert werden, insbesondere magnetoresistiv. Fiir die Zellfilhrung werden
Fiihrungsschwellen (12) in einem Durchflusskanal (100) angeordnet, so dass zusétzlich zu einer magnetischen Anreicherungskraft
(10,) und der Scherkraft des Durchflusses (10y) noch eine ablenkende Kraft (104) durch die strémungsmechanischen Hindernisse
(12) auf die zu detektierenden Zellen (1) wirkt.
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Beschreibung

Stromungsmechanische Zellfihrung fir Durchflusszytometrie

Die vorliegende Erfindung betrifft die Durchflusszytometrie,

insbesondere die Zellfihrung.

Im Bereich der Zellmessung und Zelldetektion sind optischen
Messverfahren, wie Streulicht- oder Fluoreszenzmessung sowie

magnetische Detektionsverfahren bekannt.

Insbesondere bei magnetischen Detektionsverfahren ist zur
Zellsortierung, Zellfihrung oder Zellanreicherung die Magne-
tophorese bekannt, bei der mittels magnetischer Fithrungs-
streifen eine magnetische Kraft auf die markierten Zellen
derart ausgelbt wird, dass sie diesen Fihrungsstreifen fol-
gend abgetrennt werden konnen oder auch auf eine Zellmessein-
richtung hin ausgerichtet werden konnen. Bisher wird mit Hil-
fe eines magnetischen Gradientenfeldes eine Anreicherung mar-
kierter Zellen oder Partikel auf einer Substratoberflache be-
wirkt, auf der wiederum mittels Magnetophorese die Zellen

oder zu detektierenden Partikel ausgerichtet werden.

Zur Herstellung einer derartigen Magnetophorese-Anreiche-
rungs- und Ausrichtungsstrecke ist es bekannt, auf das Sub-
strat z.B. durch Lithographie magnetische Streifen aufzubrin-
gen. Derartige Herstellungsverfahren sind jedoch sehr aufwen-
dig und daher von Nachteil fir die Herstellung eines Bau-
teils, das von seiner Verwendung her auf hohe Stiickzahlen
ausgerichtet ist. Einen weiteren Nachteil der magnetophoreti-
schen Anreicherungsstrecke birgt der dadurch vergrdBerte Si-
lizium-Footprint. Fir die Integration von Anreicherungsstre-
cke und Zellmesseinrichtung auf einen Siliziumchip iUbersteigt
dessen Grole verninftige Kosten fir die Anwendung derartiger

Bauteile.
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Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine vereinfacht
herstellbare Vorrichtung zur Durchflusszytometrie zu schaf-

fen.

Die Aufgabe wird durch eine Vorrichtung gemall Patentanspruch
1 geldst. Ein Verfahren zur Zellfithrung wird in Patentan-
spruch 11 angegeben. Ein Herstellungsverfahren flir eine er-
findungsgemale Vorrichtung wird in Patentanspruch 13 angege-
ben. Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind Gegens-

tand der Unteranspriche.

Die erfindungsgemdBe Vorrichtung zur Durchflusszytometrie um-
fasst einen Durchflusskanal, eine magnetische Einheit, welche
unterhalb des Kanalbodens des Durchflusskanals angeordnet ist
und ausgestaltet ist ein magnetisches Gradientenfeld zu er-
zeugen, welches das vom Durchflusskanal umschlossene Volumen
durchsetzt, wenigstens eine Zellmesseinrichtung sowie mindes-
tens eine Fihrungsschwelle, welche derart im Durchflusskanal
angeordnet ist, dass durch den Durchflusskanal strombare Zel-
len von der Flihrungsschwelle zur Zellmesseinrichtung hinlenk-
bar sind. Dies hat den Vorteil, dass die zu detektierenden
Zellen in einer Mikrofluidik durch die Strémungsbedingungen
und das magnetische Gradientenfeld in zwei Dimensionen ange-
reichert werden kodnnen. Die Vorrichtung hat weiter den Vor-
teil auf eine magnetophoretische Anreicherung verzichten zu
kdnnen und somit baulich wesentlich weniger aufwendig zu sein

als bisher bekannte Anreicherungsstrecken.

In einer vorteilhaften Ausfihrungsform der Erfindung umfasst
die Vorrichtung einen Durchflusskanal, welcher hinsichtlich
Kanaldurchmesser und Oberflachenbeschaffenheit der Kanalin-
nenwand so ausgestaltet ist, dass ein Fluss einer komplexen
Zellsuspension in dem Durchflusskanal mit laminarem Stro-
mungsprofil erzeugbar ist. Insbesondere handelt es sich bei
dem Durchflusskanal um einen Mikrofluidikkanal. Vorzugsweise
wird mit relativ groBen Kanaldurchmessern gearbeitet, welche
einen laminaren Durchfluss einer komplexen Losung gewadhrleis-

ten, ohne dass es zu Verstopfungen, beispielsweise aufgrund
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von Ablagerungen kommt. Auch ist durch die Ausgestaltung des
Kanals mit der Fihrungsschwelle eine Anreicherung zur Zell-
messeinrichtung hin gewadhrleistet, die erlaubt auf eine Y-
formige Mikrofluidik zu verzichten, wie sie beispielsweise im
Stand der Technik zur Separation markierter Zellen verwendet

wird.

In einer weiteren vorteilhaften Ausfihrungsform der Erfindung
umfasst die Vorrichtung eine magnetische Einheit, welche aus-
gestaltet ist, ein magnetisches Gradientenfeld zu erzeugen,
durch welches magnetisch markierte Zellen am Kanalboden an-
reicherbar sind. BRei der Markierung der Zellen handelt es
sich insbesondere um eine superparamagnetische Markierung,
beispielsweise mittels superparamagnetischer RBeads. Dies hat
den Vorteil, dass alle magnetisch markierten Zellen am Kanal-
boden anreicherbar sind, wo sie in der laminaren Strdmung an
die mindestens eine Fihrungsschwelle herangefithrt werden, so
dass sie durch diese abgelenkt werden konnen. Dabei weist die
Fihrungsschwelle eine Hbhe in etwa des Zelldurchmessers der

zu detektierenden Zellsorte auf.

Die Fihrungsschwelle in der Vorrichtung, ist insbesondere ei-
ne Erhebung gegen den Kanalboden oder sie ist aus einer Ab-
senkung gegen den Kanalboden gebildet. D.h. also die Fih-
rungsschwelle bildet beispielsweise eine Verengung des Ka-
nals, indem sie als Erhebung in das Kanalvolumen hineinragt,
oder sie bildet eine Verbreiterung des Kanals, indem sie als
Rand einer Absenkung, sozusagen einer Rinne, im Kanalboden
gebildet ist. Durch diese Fihrungsschwellen-Ausfihrungsformen
konnen unterschiedliche strdmungsmechanische Beeinflussungen

der Zellprobe vorgenommen werden.

Die Schwellenhthe ist im Fall der Erhebungen gegen den Kanal-
boden die Hohe der Erhebung, im Fall der Absenkung gegen den
Kanalboden, handelt es sich bei der Schwellenhdhe sozusagen
um die Tiefe der Rinne im Kanalboden. Dabei bildet die Rin-
nenaulenwand, auf die die Strdomung zulduft, sozusagen die

Fihrungsschwelle.
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Insbesondere ist von der Vorrichtung eine Vielzahl von Fih-
rungsschwellen umfasst. Diese sind derart im Durchflusskanal
angeordnet, dass durch den Durchflusskanal strdombare Zellen
von den Fihrungsschwellen in einem Teilvolumen des Durch-
flusskanals tber einer Teilflache des Kanalbodens anreicher-
bar sind. Dies hat den Vorteil, dass es sich bei der Vorrich-
tung nicht um eine Y-formige Mikrofluidik handelt, bei der
markierte Zellen aussortiert werden, sondern es ist eine An-
reicherung der zu detektierenden Zellen innerhalb des Proben-
volumens mdglich. Zweckdienlicherweise ist das Teilvolumen
bzw. die Teilfldche des Kanalbodens in der Mitte des Durch-
flusskanals, wohin die Zellen von beiden Seiten aus angerei-
chert werden konnen. Innerhalb der Teilflache des Kanalbodens
ist dann auch insbesondere die Zellmesseinrichtung angeord-
net. Die Zellmesseinrichtung ist beispielsweise am oder im
Kanalboden angeordnet. Insbesondere erstreckt sich der Erfas-
sungsbereich der Zellmesseinrichtung iiber das Teilvolumen

oberhalb der Zellmesseinrichtung.

Die Erhebungen der Fihrungsschwellen sind insbesondere so
ausgestaltet, dass die Zellen in den Zwischenraumen zwischen
den Fihrungsschwellen nicht steckenbleiben und diese Zwi-
schenraume nicht verstopfen. Daher ist die Strukturhdhe, also
die HOhe der Schwellen relativ zum Kanalboden, vorzugsweise
in der GroBenordnung des Zelldurchmessers, vorzugsweise etwas
geringer als der Zelldurchmesser. Die Anordnung von mehreren
Fihrungsschwellen muss einen ausreichend groBen Teilbereich
des Kanalbodens freilassen auf dem die angereicherten Zellen
ihre Bahn durch den Durchflusskanal fortsetzen kdnnen. Entwe-
der ist ein ausreichend breiter Kanal zwischen den Fihrungs-
schwellen freigehalten oder alternativ ein ausreichender Ver-

satz bei Fingerstrukturen gewahrleistet.

In einer beispielhaften Ausfithrungsform der Vorrichtung kon-
nen die Fihrungsschwellen mittels Fotolackstreifen beispiels-
weise auf einem Siliziumwafer realisiert sein. Dazu werden

die Fotolackschwellen insbesondere mittels Fotolithographie
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erzeugt. Vorteilhafterweise wird die Anreicherungsstrecke mit
den Fiihrungsschwellen als einteiliges Kunststoffteil ausge-
fithrt, insbesondere mittels Spritzguss, womit die Anreiche-
rungsstrecke kein Siliziumsubstrat beansprucht. Dies hat den
Vorteil den Silizium-Footprint zu reduzieren und damit auch
die Herstellungs- und Bauteilkosten der Durchflusszytometrie-

Vorrichtung.

In einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung erstrecken
sich die Fihrungsschwellen der Vorrichtung so idber den Kanal-
boden, dass magnetisch markierte Zellen, welche eine magneti-
sche Kraft in Richtung Kanalboden sowie eine fluidische
Scherkraft in Durchflussrichtung erfahren, die Fihrungs-
schwellen nur auf einem Weg Uber eine vorgebbare Teilflache
des Kanalbodens iberwinden kdonnen. D.h., dass die Fithrungs-
schwellen insbesondere an den Kanalwadnden beidseitig des Ka-
nalbodens so ansetzen, dass am Kanalboden angereicherte mag-
netisch markierte Zellen nicht an den Kanalwadnden entlang
flieRen konnen. Insbesondere erstrecken sich die Fiithrungs-
schwellen iUber beide Langshalften des Kanalbodens jeweils von
einer Kanalwand bis in etwa zur Kanalmitte hin, wo ein Durch-
lass fir am Kanalboden angereicherte Zellen in Stromungsrich-
tung gewahrleistet ist. Dabei kdnnen die Fihrungsschwellen
insbesondere so angeordnet sein, dass die Teilflédche {iber der
die markierten Zellen angereichert werden, eine schmale
rechteckige Teilflache ist, die entlang der Kanalmitte in
Durchflussrichtung verlauft. Alternativ kénnen die Fihrungs-
schwellen auch fingerartig ineinander greifen, so dass die
Teilflache, lber der die Zellen angereichert werden, eine
zickzack- bzw. wellenfdrmig verlaufende Teilstrecke dar-
stellt. Insbesondere kann sich die Teilfldche, auf die die
Zellen hin angereichert werden, auch im Verlauf des Durch-

flusskanals in Durchflussrichtung verjiingen.

In einer vorteilhaften Ausfihrungsform der Erfindung sind die
Fihrungsschwellen mit dem Kanalboden einteilig ausgefiihrt.
Insbesondere sind die Fihrungsschwellen mit dem Kanalboden

als ein Spritzgussteil ausgefithrt. Die Ausfiihrungsform als
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Spritzgussteil hat den Vorteil, dass die Anreicherungsstrecke
nicht zusédtzlich auf dem Substrat fir die Zellmessung ange-
ordnet sein muss, welches in den meisten Fallen zweckdien-
licherweise ein Siliziumwafer ist. Dadurch kann der sogenann-
te Footprint, also die MaBe des Siliziumsubstrats, fiir das
Bauteil zur Durchflusszytometrie erheblich reduziert werden,
was auch den Preis flir eine derartige Durchflusszytometrie-
Vorrichtung senkt. Aulerdem ist die Ausgestaltung der stro-
mungsmechanischen Anreicherungsstrecke wesentlich einfacher
in der Herstellung, vor allem gegeniiber lithographischen Ver-
fahren wie sie beispielsweise bei der Herstellung von magne-

tophoretischen Anreicherungsstrecken verwendet werden.

Insbesondere sind die Fihrungsschwellen gerade linienfdrmige
Erhebungen gegen den Kanalboden. Mit der geraden Linienform
werden die am Boden angereicherten Zellen durch den laminaren
Fluss an den Schwellen entlang transportiert, ohne dass es zu
stdérenden Turbulenzen im Fluss am Kanalboden kommt. Alterna-
tiv koénnen die Fihrungsschwellen in einem Bogen zur Kanalmit-
te hin verlaufen. Bei der Ausrichtung der geraden linienfor-
migen Schwellen werden diese insbesondere in einem spitzen
Winkel zur Durchflussrichtung angeordnet. D.h., dass die an
den Fihrungsschwellen entlang zu transportierenden angerei-
cherten Zellen durch diese nicht zuriickgehalten werden, son-
dern dass der Transport der Zellen in Durchflussrichtung wei-

ter verlauft.

Vorteilhafterweise umfasst die Vorrichtung mit der Anreiche-
rungsstrecke eine Kombination aus Fihrungsschwellen auf einem
separaten Kunststoffkanalabschnitt, die beispielsweise mit
dem Kanalboden einteilig ausgefithrt sind und einen kleinen
Teil der Anreicherungsstrecke mittels Fotolackschwellen auf
dem Siliziumwafer, auf dem auch die Zellmesseinrichtung ange-
ordnet ist. Mittels einer derartigen Kombination kann der Si-
lizium-Footprint reduziert werden. Die Zellen werden auf ei-
ner beliebig langen Anreicherungsstrecke durch die Geometrie
der Fihrungsschwellen und die stromungsmechanischen Bedingun-

gen angereichert und sobald diese den Siliziumwafer errei-
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chen, sind auch dort vor der Zellmesseinrichtung, vorzugswei-
se noch ein paar wenige Fihrungsschwellen vorgeschaltet, um
die Anreicherung und Ausrichtung der Zellen bei Ubertritt auf

das neue Kanalbodensubstrat zu erhalten.

Die hybride Form der Anreicherungsstrecke bildet also eine
vorteilhafte Variante den Silizium-Food-Print zu reduzieren.
Der Aufbau der stréomungsmechanischen Anreicherungsstrecke
mittels der Flihrungsschwellen auf einem Plastiksubstrat ist
dann beispielsweise dem Silizium Die vorgelagert. Auf dem Si-
lizium Die befinden sich insbesondere die magnetoresistiven
Bauteile zur Detektion der magnetisch markierten Einzelzel-

len.

Eine derartige hybride Anreicherungsstrecke kann beispiels-
weise auch einen Teil umfassen, in dem die Fihrungsschwellen
einen Nickelanteil aufweisen oder als Nickelstreifen reali-
siert sind. Mit einem Nickelanteil in den Fihrungsschwellen
kdonnen iiberschiissige ungebundene magnetische Marker durch
magnetische Haltekrdfte an den Nickelstreifen oder Nickelfiih-
rungsschwellen zurluckgehalten werden und sozusagen aus der
komplexen Suspension herausgefiltert werden. Insbesondere
werden Nickelfihrungsschwellen mittels Laserablation struktu-
riert. Die Fihrungsschwellen mit einem Nickelanteil werden
insbesondere der Anreicherungsstrecke mit dem nicht nickel-
haltigen Fihrungsschwellen vorgeschaltet, d.h. sind in Durch-
flussrichtung im Kanal vor den Fihrungsschwellen angeordnet.
Alternativ kdénnen die nickelhaltigen Fihrungs- und Filter-
streifen aber auch auf dem Siliziumsubstrat unmittelbar vor
Erreichen der Zellmesseinrichtung angeordnet sein und dort
die doppelte Funktion der Anreicherung und Fihrung als auch

der Filterung von uUberschiissigen Markern vollbringen.

Durch die dynamische Anreicherung und Zellfihrung im Fluss
ist der Vorteil der Vorrichtung gewadhrleistet, das Anreiche-
rung und Messung in einem Kanal vorgenommen werden kann. Die
Vorrichtung ist nicht auf eine Aussortierung mittels Y-

formiger Abtrennung von markierten Zellen von der umgebenden
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komplexen Suspension angewiesen und auch i{iberschiissige Marker
miissen nicht aufwendig aus der Suspension abgetrennt werden,
sondern konnen durch die Fihrungsschwellen zurickgehalten
werden. Insbesondere sind die Fihrungsschwellen in ihrer Hohe
und in ihrem Winkel zur Durchflussrichtung so angeordnet,
dass ungebundene magnetische Marker, welche sehr viel kleiner
in ihrem hydrodynamischen Durchmesser sind als markierte Zel-
len, an den Fihrungsschwellen hdngen bleiben und zuriickgehal-
ten werden, d.h. diese nicht {iberwinden kd&énnen. Nur die grd-
Beren Anteile oder Partikel, wie markierte Zellen in der kom-
plexen Suspension, werden im laminaren Fluss mitgerissen und
so an den Schwellen entlang transportiert. D.h. auch nicht
magnetische bzw. nicht magnetophoretische Anreicherung wie in
diesem Fall mittels der Fihrungsschwellen kann eine Filter-
wirkung auf Uberschiissige und demnach unerwiinschte Marker im

Messbereich der Zellmesseinrichtung ausiiben.

Zur Unterstiitzung des strdomungsmechanischen Filtereffektes an
den Fihrungsschwellen, die insbesondere nicht magnetisch
sind, d.h. keinen Nickelanteil aufweisen, koéonnen diese in der
Hohe variiert werden, d.h. insbesondere auf die GroBe der zu
detektierenden Zellsorte und die GréBe der zu filternden,
nicht gebundenen magnetischen Partikel bzw. Marker angepasst
werden. In einer vorteilhaften Ausfiihrungsform steigt die
Schwellenhdhe im Verlauf des Durchflusskanals in Durchfluss-
richtung an. Die erste Schwelle ist noch sehr niedrig und
kann von den meisten Partikeln und Zellen Uberwunden werden.
Im Kanalverlauf steigt die Schwellenhdhe dann zunehmend an
und halt somit immer grdlere Partikel zurick. Nur die magne-
tisch markierten Zellen, die detektiert werden sollen, werden
von den Schwellen nicht aufgehalten, sondern werden an den
Schwellen entlang transportiert und in einem Teilvolumen des
Kanals aufkonzentriert. Dazu weisen alle Schwellen insbeson-
dere auf dieses Teilvolumen hin, welches sich insbesondere in

der Kanalmitte am Kanalboden befindet.

Der Kanaldurchmesser bzw. die Kanalhdhe und -breite betragen

insbesondere einige 100 um, beispielsweise 200 pum. Die
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Schwellenhthe ist von der zu detektierenden Zellsorte und de-
ren Zelldurchmesser abhangig und betriagt insbesondere einige
Mikrometer, beispielsweise 10 um oder auch bis zu 30 um. Der
Durchflusskanal kann also insbesondere ein ausreichend groles
Volumen einer komplexen Suspension fihren ohne dadurch zu

verstopfen.

In dem erfindungsgemédBen Verfahren zur magnetischen Durch-
flusszytometrie wird ein laminarer Fluss einer Zellprobe er-
zeugt und die Zellen mittels Fihrungsschwellen in einem vor-
gebbaren Teilvolumen des Durchflusskanals angereichert. Dabei
werden die zu detektierenden Zellen magnetisch markiert und
in einem magnetischen Gradientenfeld dynamisch am Kanalboden
angereichert. Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass stro-
mungsmechanische und magnetische Krafte so zusammenwirken,
dass magnetisch markierte Zellen gezielt in einem vorgebbaren
Volumen angereichert werden kodnnen, ohne dass diese aus der
Zellsuspension abgetrennt werden miissen. In einer vorteilhaf-
ten Ausfihrungsform des Verfahrens verlauft das Teilvolumen
in Flussrichtung entlang des Kanalbodens, so dass die Zellen
entlang einer Achse einzeln iUber eine Zellmesseinrichtung ge-

fihrt werden.

Fiir das Verfahren zur Durchflusszytometrie wird beispielswei-
se eine BRlutprobe laminar durch die Mikrofluidik transpor-
tiert. Im Fluss werden die Zellen nahe am Kanalboden durch
die Strukturierung des Substrats, d.h. die Fihrungsschwellen
partiell ausgerichtet. Im Gradientenfeld werden beispielswei-
se superparamagnetische Analyte an den strukturierten Kanal-

boden herangezogen und dort magnetoresistiv detektiert.

Bei dem erfindungsgemdlen Verfahren zur magnetischen Durch-
flusszytometrie wirken also auf die magnetisch markierten
Zellen oder auf Magnetbeads oder allgemein auf zu detektie-
rende magnetische Partikel drei Krafte: Die magnetische Kraft
des magnetischen Gradientenfeldes, welches durch die magneti-
sche Einheit unter dem Kanalboden erzeugt wird. Magnetische

Feldstarken dieses Gradientenfeldes betragen beispielsweise
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zwischen 1 und 300 mT. Diese magnetische Kraft zieht die Zel-
len also senkrecht zur Kanalbodenfldche hin. Des Weiteren
wirkt die Scherkraft der flieBenden Zellprobe auf die Einzel-
zellen. Der Fluss ist insbesondere ein laminarer Fluss. Diese
Kraft wirkt also in Richtung des Zellprobenflusses durch den
Kanal. Eine dritte Kraft {iben die Fihrungsschwellen am Kanal-
boden aus, welche ein strémungsmechanisches Hindernis fir die
am Boden angereicherten magnetisch markierten Zellen darstel-
len. Dadurch wird bewirkt, dass die Zellen sich, um in Fluss-
richtung weiter voranzukommen, entlang der Fihrungsschwellen
zur Kanalmitte hin bewegen oder allgemein Jje nach Ausrichtung
der Fihrungsschwellen auf einen Teilbereich des Kanals hin
bewegen. Die magnetische Markierung geschieht vorzugsweise

durch superparamagnetische Partikel.

Bei der Durchfihrung des Verfahrens zur Durchflusszytometrie
spielen auch die Stromungsgeschwindigkeit, die Oberflichenei-
genschaft sowie die magnetische Feldstédrke eine Rolle. Die
Stromungsgeschwindigkeit etwa ist insbesondere auf die Zell-
probe und vor allem den Kanaldurchmesser angepasst, um einen
laminaren Fluss zu gewahrleisten. Mittels einer Oberflachen-
funktionalisierung konnen die Oberflacheneigenschaften der
Kanalinnenwdnde und des Kanalbodens optimiert werden. Mittels
der Feldstarke des magnetischen Gradientenfeldes kann weiter
Einfluss auf die abzulenkenden und anzureichernden Zellen ge-
nommen werden. Die zu detektierenden Zellen besitzen auch me-
chanische Eigenschaften, welche durch die GroRen der Strd-
mungsgeschwindigkeit, Oberfldchenbeschaffenheit und Magnet-

feldstarke beeinflussbar sind.

Bei dem erfindungsgemdlen Herstellungsverfahren fliir eine Vor-
richtung zur Durchflusszytometrie werden Fihrungsschwellen
mit dem Kanalboden einteilig ausgefiithrt, insbesondere als

Spritzgussteil.

Die erfindungsgemdBe Vorrichtung hat also den Vorteil eine
Losung zur Durchflusszytometrie ohne Magnetophorese anzubie-

ten. Beispielsweise kann mit verschiedenen Techniken, wie un-
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ter anderem Spritzguss oder Embossing, ein derartig struktu-
riertes Substrat hergestellt werden, welches durch die Fih-
rungsschwellen, also die Struktur des Substratbodens, die
magnetisch markierten Zellen entsprechend fihrt und anrei-
chert. Demnach sind keine lithographischen Aufwendungen wie
bei der magnetophoretischen Anreicherung notwendig. Sozusagen
werden die magnetischen Fihrungslinien einer magnetophoreti-
schen Anreicherungsstrecke durch eine dreidimensionale Struk-
tur des Substratbodens ersetzt. Die bevorzugte Fischgraten-
form wird dabei insbesondere ibernommen. Die Strukturierung
weist insbesondere linienfdrmige Erhebungen auf, die als Fih-
rungsschwellen bezeichnet werden. Diese sind insbesondere in
einem steilen Winkel zur Flussrichtung durch den Kanal ange-
ordnet. Die Schwellen messen gegen den Kanalboden typischer-
weise HOhen zwischen 0,1 und 20 pm. In ihrer Breite messen
die Fihrungsschwellen beispielsweise zwischen 1 und 100 um.
Die Lange der Fihrungsschwellen wird in Abhangigkeit von der
Kanalbreite so gewahlt, dass sie am Kanalrand mit der Kanal-
wand abschlieRen und in etwa bis zur Mitte des Kanals rei-
chen. Entweder sie reichen nur knapp bis zur Mitte, so dass
zwischen den Fihrungsschwellen, die von beiden Seiten in
Richtung Kanalmitte ragen, ein Durchlass bestehen bleibt oder
alternativ ragen sie von ihrer Lange her iber die Kanalmitte
hinaus und sind dann fingerfdrmig ineinandergreifend angeord-
net. Der Winkel zur Flussrichtung betrdgt beispielsweise we-

niger als 45°, insbesondere weniger als 20°.

Bei dem Verfahren zur Durchflusszytometrie wird insbesondere
eine Blutprobe laminar durch die Mikrofluidik transportiert.
Zellen innerhalb dieser Blutprobe werden nahe an der Sub-
stratoberflache durch die Substratstrukturierung partiell
ausgerichtet. Magnetisch markierte Analyte, insbesondere su-
perparamagnetisch markierte Analyte werden in dem Gradienten-
feld an die Substratoberflache, d.h. an den Kanalboden heran-
gezogen und nahe am Substrat, d.h. am Kanalboden gefihrt, wo
sie die Substratstrukturierung beeinflussen kann. Die so an-
gereicherten und ausgerichteten Zellen kdnnen dann magnetore-

sistiv detektiert werden.
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Ausfihrungsformen der vorliegenden Erfindung werden in exem-
plarischer Weise mit Bezug auf die Figuren 1 bis 7 der ange-

hangten Zeichnung beschrieben:

Figur 1 zeigt eine perspektivische Darstellung des Kanalbo-
dens mit den zellfithrenden Erhebungen,

Figur 2 zeigt einen Langsschnitt bzw. eine Seitenansicht
des Kanalbodens mit darunterliegendem Permanentmag-
neten,

Figur 3 zeigt einen Querschnitt bzw. eine Frontansicht des
Durchflusskanals,

Figur 4 zeigt eine Draufsicht auf die Anordnung mit den
fischgrédtenartig angeordneten Fihrungsrinnen bzw. -
schwellen,

Figur 5 zeigt eine weitere Draufsicht auf die Anordnung mit
den fischgréatenartig angeordneten Fihrungsrinnen
bzw. -schwellen und

Figur © zeigt einen vergrdblerten Ausschnitt der Figur 4.

Figur 7 zeigt eine hybride Zellanreicherungsstrecke.

Die Figur 1 zeigt eine perspektivische Ansicht des Kanalsbo-
dens 13, der als flaches Substrat dargestellt ist. Darunter
beabstandet ist ein weiterer flacher Quader 20 gezeigt, wel-
cher die magnetische Einheit 20 darstellt. Die magnetische
Einheit ist insbesondere ein Permanentmagnet. Die magnetische
Einheit 20 kann sich auch iUber eine grolere Fladche als die
des Kanalbodens 13 erstrecken, um im Bereich des Durchfluss-
kanals 100 ein homogenes Magnetfeld zu gewahrleisten. Insbe-
sondere erzeugt die magnetische Einheit 20 in dem Durchfluss-
kanal 100 ein Gradientenfeld in dem magnetische Partikel wie
etwa die magnetisch markierten Zellen 1 oder auch ungebundene
magnetische Marker in Minus-z-Richtung zum Kanalboden 13 hin
angereichert werden. x-,y- und z-Richtung sind in den Figuren
jeweils durch kleine Koordinatensysteme am Rand angezeigt. In
der Figur 1 sind auf dem Kanalbodensubstrat 13 eine Vielzahl
an Fihrungsschwellen 12 angeordnet, die als schmale Quader

dargestellt sind. Diese Erhebungen 12 setzen insbesondere am
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Rand des Kanalbodens bzw. an den Kanalwdnden 14 an. Die Ka-
nalwande 14 sind in der Darstellung von Figur 1 nicht ge-
zeigt. Die Fihrungsschwellen 12 ragen in die Kanalmitte hin,
wo s8ie jedoch nicht mit den gegeniiberliegenden Fiihrungs-
schwellen zusammenstoRBen, sondern entweder in der Mitte einen
geraden Durchlass gewdhren oder derart fingerfdérmig ineinan-
dergreifen, dass eine zickzack- oder schlangenfdérmige Linie
durch die Fihrungsschwellen verlaufen kann. Moégliche FlieB-
bahnen von magnetisch markierten Zellen 1 sind mit Pfeilen 41
in der Figur 1 eingezeichnet. Die magnetisch markierten Zel-
len 1 sind als Kreise oder Ovale gezeigt. Die an die Zellen
angreifenden Krédfte 104,y,, sind durch Doppelpfeile angedeu-
tet. Wiederum durch breite Doppelpfeile ist die Durchfluss-
richtung 40 angezeigt, welche in der Figur 1 von links nach
rechts verlauft. Im Durchflusskanal 100 werden also an einem
Ende die magnetisch markierten Zellen 1 innerhalb einer kom-
plexen Zellsuspension eingeleitet und durchfliellen in Durch-
flussrichtung 40 die Anreicherungsstrecke mit den Fihrungs-
schwellen 12. Durch die magnetische Kraft 10,, die in Rich-
tung Kanalboden 13 weist, die Scherkraft 10 der Flissigkeit
im laminaren Strom, die in Durchflussrichtung 40 weist und
durch die Fiihrungsschwellen 12, die eine Barriere darstellen,
welche wiederum eine mechanische Kraft 104 in der x-y-Ebene
der Figur 1 auf die Zellen 1 ausiiben, werden die Zellen 1
entlang der Fihrungsschwellen geschoben, in Richtung des
Teilbereichs 130 des Kanalbodens 13. Am Ende dieses Teilbe-
reichs 130, in dem die Zellen 1 aufkonzentriert werden, be-
findet sich noch die Zellmesseinrichtung 30, welche insbeson-

dere wenigstens ein magnetoresistives Element umfasst.

Die Figur 2 zeigt einen Langsschnitt bzw. eine Seitenansicht
einer Vorrichtung adhnlich wie in Figur 1. Dabei sind zwei
flache Rechtecke iibereinander angeordnet, die das Substrat
bzw. den Kanalboden 13 und beabstandet darunter die magneti-
sche Einheit 20 darstellen. Alternativ zu der gezeigten Aus-
fihrungsform kann der Permanentmagnet auch direkt unterhalb
des Kanalbodens 13 ohne Beabstandung angeordnet sein. Ober-

halb des Kanalbodens 13 ist wieder mit einem Doppelpfeil die
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Durchflussrichtung 40, in der Figur 2 wvon links nach rechts,
angezeigt und ein Querschnitt durch drei der Fihrungsschwel-
len 12 sowie durch die Zellmesseinrichtung 30 am rechten Ende
der Figur 2 und somit am Ende der Anreicherungsstrecke. Die
magnetisch markierten Zellen 1 erfahren durch den Permanent-
magneten 20 eine magnetische Kraft 10 senkrecht zum Kanalbo-
den 13 hin. Die Hb6he der Flihrungsschwellen 12 ist insbesonde-
re auf die Ausdehnung, also den hydrodynamischen Durchmesser
der magnetisch markierten Zellen 1 abgestimmt und betragt
insbesondere etwas weniger als der Zelldurchmesser. Bei einer
zu geringen Hbhe jedoch wirden die magnetisch markierten Zel-
len keine Fihrungskraft 10 durch die Schwellen 12 erfahren,
sondern im laminaren Strom iber diese hinweggerissen werden.
Bei zu hohen Barrieren 12 wirden die magnetisch markierten
Zellen 1 keine Scherkraft 10, durch den Fluss mehr erfahren

und hinter den Schwellen 12 hdngen bleiben.

Die Figur 3 zeigt einen Querschnitt bzw. die Frontansicht des
Durchflusskanals 100. In der Figur 3 sind wieder als schmale
Rechtecke die magnetische Einheit 20 und beabstandet dariber
das Substrat 13 fir den Kanalboden gezeigt, dariber ist die
Kanalwand 14 angeordnet, die ein quaderfdérmiges Kanalvolumen
einschlieBt. Im Durchflusskanal 100 ist noch gestrichelt das
Teilvolumen 110 gezeigt, in welchem die magnetisch markierten

Zellen 1 angereichert werden.

Die Figur 4 nun zeigt eine Draufsicht auf den Kanalboden 13,
auf dem wieder mit Doppelpfeilen 40 die Durchflussrichtung
von links nach rechts in der Figur 4 verdeutlicht ist. Je-
weils seitlich des Kanalbodens 13 sind im Schnitt die Kanal-
wande 14 schraffiert dargestellt. Innerhalb der Kanalwadnde 14
verlauft je eine gestrichelte Linie, die das Ende des magne-
tischen Bereiches kennzeichnet. D.h. der Abstand der gestri-
chelten Linien 200 zeigt die Breite des vom Magnetfeld durch-
setzten Bereichs an. Dieser ist insbesondere breiter als der
Durchflusskanal 100. Somit ist gewahrleistet, dass das Mag-
netfeld im Kanalvolumen mdglichst homogen ist. Der vom Mag-

netfeld durchsetzte Bereich 200 wird durch die magnetische



10

15

20

25

30

35

WO 2013/014146 PCT/EP2012/064470

15

Einheit 20 erzeugt, die unterhalb des Kanalbodens 13 angeord-
net ist, wie in den Figuren 1 bis 3 sichtbar ist. Im Kanal
100 sind wieder Fuhrungsschwellen 12 in einem Winkel & zur
Kanalwand 14 angeordnet, so dass die Fiihrungsschwellen 12 von
der Kanalwand 14 in Richtung Kanalmitte in Durchflussrichtung
40 zeigen. So konnen die magnetisch markierten Zellen 1, wie
durch die FlieRbahnen 41 angezeigt, an den Fihrungsschwellen
12 abgelenkt werden in Richtung des Teilbereichs 130, der
sich bis zu der Zellmesseinrichtung 30 oder dariiber hinaus

erstreckt.

Die Figur 5 zeigt eine mdgliche Anordnung von Fihrungsschwel-
len 12, welche in einem sehr spitzen Winkel 8 zueinander ver-
laufen. Wiederum ist die Kanalbreite 100 angezeigt. Die Figur
6 zeigt einen vergrolRerten Ausschnitt aus der Figur 5 mit den
in einem spitzen Winkel 0 zulaufenden Fuhrungsschwellen 12,
welche eine Schwellendicke bzw. -breite d und einen Abstand
zwischen den Schwellen D aufweisen. Der Winkel 9, in dem die
Schwellen 12 relativ zur Flussrichtung 40 angeordnet sind,
kann beispielsweise relativ zur Kanalmittellinie wie in Figur
6 gezeigt, oder relativ zur Kanalwand 14 gemessen werden.
Wiederum sind magnetisch markierte Zellen 1 als kleine Kreise
in der Figur 6 eingezeichnet. Dabei wird verdeutlicht, dass
flir die Zellen 1 ein ausreichend breiter FlieBweg zwischen
den Schwellen 12 hindurch gewdhrleistet ist, so dass diese

die Fihrungsschwellenzwischenraume nicht verstopfen.

Die Figur 7 schlieBlich zeigt noch eine mdgliche Ausgestal-
tungsform der Vorrichtung mit einer hybriden Anreicherungs-
strecke. Im linken Bereich der Figur 7 ist die Anreicherungs-
strecke auf einem Kunststoffsubstrat 13 mit Kunststofffih-
rungsschwellen 12 gezeigt, welche mit die beschriebene stro-
mungsmechanische Anreicherung der Zellen 1 bewirken. Im rech-
ten Bereich der Zeichnung schlielRt sich an das Substrat 13
der Siliziumchip 15 an, auf dem die Zellmesseinrichtung 30
angeordnet ist. Dieser kann wie im Beispiel der Figur 7 ge-
zeigt noch weitere Fihrungsschwellen 125 aufweisen, welche

insbesondere die Anreicherungsstrecke auf den Teilbereich 130
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fortsetzen. Die Durchflussrichtung 40 ist wieder durch einen
Doppelpfeil von links nach rechts in der Zeichnung darge-
stellt. Die magnetisch markierten Zellen 1 sind als Ovale
dargestellt und deren FlieBbahnen mit Pfeilen 41 gekennzeich-
net. In dem gezeigten Beispiel in Figur 7 greifen die Fih-
rungsschwellen 12, die beidseitig an den Kanalwdnden 14 an-
setzen, nicht fingerfdrmig ineinander, sondern lassen einen
geraden Durchflussbereich im Bereich der Kanalmitte offen,
der in dem Teilbereich 130 zur Anreicherung liegt. Um die
Zellen 1 auch nach der Anreicherungsstrecke durch die Fih-
rungsschwellen 12 noch gerade iber den Zellmessbereich 30 zu
fihren, weist der Siliziumchip 15 noch ein kleines Teilstiick
Anreicherungsstrecke mit Fihrungsschwellen 125 auf. Diese
kdnnen beispielsweise auch einen Nickelanteil im Material der
Fihrungsschwellen 125 aufweisen und somit noch ungebundene
Marker vor der Zellmesseinrichtung 30 durch magnetische Rick-
haltekrafte herausfiltern. Alternativ kodnnen die Fihrungs-
schwellen 125 auf dem Siliziumchip 15 etwa durch Fotolack-
strukturen realisiert sein. Des Weiteren ist in der Figur 7
wieder durch Doppelpfeile die ablenkende Kraft 10x gezeigt,
die die Zellen 1 an den Fihrungsschwellen 12 entlang zur Mit-
te fihrt als auch die Scherkraft des Fluidikstroms 10y, die

in Durchflussrichtung 40 weist.
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Patentanspriiche

1. Vorrichtung zur Durchflusszytometrie mit

- einem Durchflusskanal (100),

- mit einer magnetischen Einheit (20), welche unterhalb
des Kanalbodens (13) des Durchflusskanals (100) ange-
ordnet ist und ausgestaltet ist, ein magnetisches Gra-
dientenfeld zu erzeugen, welches das vom Durchflusska-
nal (100) umschlossene Volumen durchsetzt,

- wenigstens einer Zellmesseinrichtung (30) sowie

- mindestens einer Fiihrungsschwelle (12), welche derart
im Durchflusskanal (100) angeordnet ist, dass durch den
Durchflusskanal (100) strdombare Zellen (1) von der Fuh-
rungsschwelle (12) zur Zellmesseinrichtung (30) hin

lenkbar sind.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei der Durchflusskanal
(100) hinsichtlich Kanaldurchmesser und Oberflachenbeschaf-
fenheit der Kanalinnenwand so ausgestaltet ist, dass ein
Fluss einer komplexen Zellsuspension in dem Durchflusskanal

(100) mit laminarem Strémungsprofil erzeugbar ist.

3. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 oder 2, wobei die
magnetische Einheit (20) ausgestaltet ist, ein magnetisches
Gradientenfeld zu erzeugen, durch welches magnetisch markier-
te Zellen (1), insbesondere superparamagnetisch markierte

Zellen (1), am Kanalboden (13) anreicherbar sind.

4. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
die Fiihrungsschwelle (12) eine Erhebung gegen den Kanalboden
(13) ist oder aus einer Absenkung gegen den Kanalboden (13)
gebildet ist.

5. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspriiche mit ei-
ner Vielzahl von Fihrungsschwellen (12), welche derart im

Durchflusskanal (100) angeordnet sind, dass durch den Durch-
flusskanal (100) strombare Zellen (1) von den Fihrungsschwel-

len (12) in einem Teilvolumen des Durchflusskanals (100) uber
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einer Teilfladche (130) des Kanalbodens (13) anreicherbar

sind.

6. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
die Zellmesseinrichtung (30) am oder im Kanalboden (13) ange-

ordnet 1ist.

7. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
sich die Fihrungsschwellen (12) so iUber den Kanalboden
erstrecken, dass magnetisch markierte Zellen (1), welche eine
magnetische Kraft (10,) in Richtung Kanalboden (13) sowie ei-
ne fluidische Scherkraft (10y) in Durchflussrichtung (40) er-
fahren, die Flihrungsschwellen (12) nur auf einem Weg iiber ei-
ne vorgebbare Teilfldche (130) des Kanalbodens (13) lberwin-

den konnen.

8. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
die Fihrungsschwellen (12) mit dem Kanalboden (13) einteilig

ausgefihrt sind, insbesondere als Spritzgussteil.

9. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei
die Flihrungsschwellen (12) gerade linienfdrmige Erhebungen

gegen den Kanalboden (13) sind.

10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 9, wobei die
Fihrungsschwellen (12) in einem spitzen Winkel zur Durch-

flussrichtung (40) angeordnet sind.

11. Verfahren zur magnetischen Durchflusszytometrie bei dem
ein laminarer Fluss einer Zellprobe erzeugt wird, die Zellen
(1) magnetisch markiert werden und in einem magnetischen Gra-
dientenfeld dynamisch am Kanalboden (13) angereichert werden
und bei dem die Zellen (1) mittels Fihrungsschwellen (12) in
einem vorgebbaren Teilvolumen (110) des Durchflusskanals
(100) Uiber einer Teilfldche (130) des Kanalbodens (13) ange-

reichert werden.
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12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei die Teilflache (130) in
Flussrichtung (40) entlang des Kanalbodens (13) verlauft, so
dass die Zellen (1) entlang einer Achse {iber eine Zellmess-

einrichtung (30) gefihrt werden.

13. Herstellungsverfahren fir eine Vorrichtung nach einem der
Anspriche 1 bis 10 bei dem die Fihrungsschwellen (12) mit dem
Kanalboden (13) einteilig ausgefihrt werden, insbesondere als

Spritzgussteil.
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