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(54) Title: METHOD FOR MEASURING THE VITALITY OF CELLS

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR VITALITATSMESSUNG AN ZELLEN

(57) Abstract: The invention relates to a method for measuring the vitality of biological cells, without destroying the latter, in partic-
ular for determining apoptosis. According to said method, at least one cell is subjected to high-frequency alternating electric fields,
\& in particular rotating fields and/or impedance test fields and at least one rotation measurement, one dielectrophoresis measurement
W) and/or one impedance measurement is performed on the cell for at least one frequency range or for individual frequencies. At least
one measurement parameter, which characterises the state of vitality of the cell, is determined from said measurements.

(57) Zusammenfassung: Es wird ein Verfahren zur zerstérungsfreien Vitalitdtsmessung an biologischen Zellen, insbesondere zur
Bestimmung von Apoptose beschrieben bei dem mindestens eine Zelle hochfrequenten alternierenden, insbesondere rotierenden,
elektrischen Feldern und/oder Impedanzpriiffeldern ausgesetzt wird und an der Zelle fiir mindestens einen Frequenzbereich oder
einzelne Frequenzen mindestens eine Rotationsmessung, eine Dielektrophoresemessung und/oder eine Impedanzmessung erfolgen,
aus denen mindestens ein Messparameter ermittelt wird, der fiir den Vitalitdtszustand der Zelle charakteristisch ist.
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Verfahren zur Vitalit&tsmessung an Zellen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur zerstdrungsfreien Vita-
litatsmessung an biologischen Zellen, insbesondere zur zerstd-
rungsfreien Bestimmung von Apoptose an Zellen. Das erfindungsge-
méfe Verfahren erlaubt es ferner, apoptotische Zellen von vita-
len und nekrotisch geschadigten zu unterscheiden. Weiterhin be-
trifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Identifizie-

rung von Apoptose beeinflussenden Substanzen.

Zelltod tritt in der Natur in zwei unterschiedlichen Erschei-
nungsformen auf, der Nekrose und der Apoptose. Die Nekrose ist
der Zelltod durch eine unspezifische physikalische oder chemi-
sche Schadigung. Durch Verletzung der Barrierefunktion der Plas-
mamembran wird ihre Semipermeabilitdt flir Ionen (besonders ca?t,
Na*, K') gestodrt. Dadurch entsteht ein massiver Ionen- und Lo-
sungseinstrom in die Zelle, in folge dessen sich die Zelle auf-
blaht und schlieflich platzt. Die Kompartimentierung der Zelle
wird somit aufgehoben und der Zellinhalt ausgeschilittet. Dieser
Vorgang 1l6st nun im Organismus Entzlindungsreaktionen aus. In der
Regel erfolgen nekrotische Schiddigungen innerhalb von Sekunden

bis Minuten.

Im Gegensatz dazu handelt es sich bel der Apoptose um einen pro-
grammierten Zelltod. Apoptose ist ein organisierter ProzeB, der
in der Entwicklung und Erhaltung eines Organismus bentétigt wird,
um unerwilinschte oder schadhafte Zellen zu eliminieren, ohne den
Gesamtorganismus zu schddigen. Sie wird durch Rezeptoren kon-
trolliert (Glucocorticoid-R, TNFR, Fas, NGFR) und ist in der Re-
gel von einer de-novo Proteinsynthese abhdngig. Es werden zellu-
lare Proteasen (ICE, Caspasen) und Endonukleasen aktiviert. Da
nahezu alle Zellen eines Organismus Apoptose durchlaufen kodnnen,
muB der Ausloser des Apoptoseprozesses unter permanenter und
sorgféaltiger physiologischer Kontrolle stehen. Rein phdnomenolo-

gisch kann die Apoptose in sechs aufeinanderfolgende Stadien un-
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terteilt werden: 1. Schrumpfung, 2. Zeiosis (Plasmamembran-
protuberanzen), 3. Chromatinkollaps, 4. Kollabileren des Zell-
kerns, 5. Aufbrechen des Zellkerns in kleinere Einheiten und
Fragmentierung der zellul&ren DNA, 6. Abschniiren von apop-
totischen Vesikeln (Thompson, C. B., 1995, Apoptosis in the
pathogenesis and treatment of disease, Science 267:1456-1462).
Wahrend des gesamten Prozesses bleibt die Barrierefunktion der
Plasmamembran erhalten. Die Auslésung der Apoptose erfolgt so-
wohl durch interne Signale des Organismus als auch durch &duBere
Einfliisse, wie z. B. Strahlung, chemische Substanzen oder Wirk-
stoffe. Die Apoptose ist ein Vorgang, bei dem erste Anzeichen
sich manchmal erst nach Stunden bemerkbar machen. Apoptotische
Zellen werden im Gegensatz zu nekrotischen Zellen durch benach-
barte Zellen oder Makrophagen erkannt und entfernt (Orrenius,
S., 1995, Apoptosis: molecular mechanisms and implications for
human disease, J. Internal Medicine 237:529-536). Eine Entziin-

dungsreaktion tritt hier nicht auf.

Neuere Studien belegen, dass Stdrungen in der Regulation der
Apoptose einer Vielzahl von Erkrankungen zu Grunde liegt. Krank-
heiten die mit einer Blockierung der Apoptose in Verbindung ge-
bracht werden, sind insbesondere Krebserkrankungen, wie z. B.
Carcinome mit pb3 Mutationen, hormon-abhdngige Tumore; Autoim-
mun—~Krankheiten, wie z. B. rheumatische Arthritis, Diabetis mel~-
litus; und virale Infektionen, wie z. B. Infektionen durch Her-
pesviren, Poxviren, Adenoviren. Krankheiten die vermutlich durch
eine erhdhte Apoptoserate verursacht werden, sind insbesondere
AIDS; neurodegenerative Erkrankungen, wie z. B. Alzheimer, Par-
kinson; durch Toxin, wie z. B. grofe Alkoholmengen verursachte
Lebererkrankungen (Thompson, C. B., 1995, Apoptosis in the pa-

thogenesis and treatment of disease, Scilence 267:1456-1462).

7Zur Bestimmung der Apoptose wurden daher bereits eine Vielzahl

von Verfahren auf der Basis apoptose-spezifischer Parameter ent-
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wickelt. Beispielsweise basieren diese Methoden auf der Bestim-
mung des Phosphatidylserin-Anteils auf der extrazelluldren Zell-
oberfliache durch die Bindung von Annexin V, die Bestimmung von
hypodiploiden Zellkernen, der Bestimmung der cytosolischen Cy-
tochrom C- oder Caspase-Konzentration oder der Bestimmung der

Caspase-Aktivierung.

Die Detektion erfolgt durch mikroskopische, fluoreszenz-
basierende und biochemische Verfahren. Die Elektronenmikroskopie
und die Phasenkontrast-Mikroskopie erfassen beispielsweise die
morphologischen Erscheinungen beim Ablauf der Apoptose, wie
Schrumpfung, Membranprotuberanzen und das Auftreten von Mikro-
nuklei (S. Verhaegen 1998, Microscopical Study of Cell Death Via
Apoptosis, European Microscopy and Analysis). Allerdings erfor-
dert die Quantifizierung der Apoptose in einer Probe iber Mikro-
skopie ein hohes Maf an Erfahrung des Experimentators im Ur-
teilsvermdgen und ein manuelles Auszéhlen der Zellen nach opti-

scher Beurteilung oder ein geeignetes Bildverarbeitungsprogramm.

Ein weiteres bekanntes Verfahren zur Erfassung von Apoptose in
einer Probe suspendierter Zellen erfordert die Verwendung eines
DurchfluBzytometers. Hier werden Fluoreszenzfarbstoffe, die DNA
anfirben, verwendet (K. H. Elstein and R. M. Zucker 1994, Compa-
rison of cellular and Nuclear Flow Cytometric Techniques for
Discriminating Apoptotic Subpopulations, Experimental Cell Re-
search 211, 322-331) oder es wird ein biochemisches Verfahren
eingesetzt, bel dem der ProzeB der DNA-Fragmentierung durch den
Einbau fluoreszenzmarkierter Nukleotide sichtbar gemacht wird
(z. B. TUNEL-Methode, R. S. Douglas, A. D. Tarshis, C. H. Plet-
cher, P. C. Nowell und J. S. Moore, 1995, A simplified method
for the coordinate examination of apoptosis and surface phenoty-
pe of murine lymphocytes, Journal of Immunological Methods 188,
219-228). Ebenso werden filir Zelloberfldchenmolekiile spezifische

fluoreszenzmarkierte Sonden eingesetzt. Ein Beispiel fir eine
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solche Sonde ist fluoreszenzmarkiertes Annexin-V (G. Koopman,
C.P.M. Reutlingsperger, G.A.M. Kuijten, R.M.J. Keehnen, S.T.
Pals und M.H.J. van Oers, 1994, Annexin V for Flow Cytometric
Detection of Phosphatidylserine Expression on B Cells Undergoing
Apoptosis, Blood 84,5, 1415-1420), welches an Phosphatidylserin
auf der Zelloberflédche bindet und so eine Umstrukturierung der
Plasmamembran im Friihstadium der Apoptose sichtbar macht. Aller-
dings erfordern alle durchflusszytometrischen-Methoden zur Mes-
sung der Apoptose eine Kalibrierung der Methode und des Systems.
Zudem ist eine hohe Anzahl von Zellen (ca. 10%) fir eine Analyse

notwendig.

Weitere Methoden zum Nachweis der Apoptose erfordern die Zersto-
rung aller Zellen einer Probe und den gelelektrophoretischen o-
der biochemischen Nachweis der DNA-Fragmentierung (M. Leist, F.
Gantner, I. Bohlinger, P. G. Germann, G. Tiegs und A. Wendel,
1994, Murine Hepatocyte Apoptosis Induced In Vitro and In Vivo
by TNF-a Requires Transcriptional Arrest,The Journal of Immuno-
logy 153, 1778-1788). Es hanaelt sich bei diesen biochemischen
Methoden um mehrstufige Prozesse unter Verwendung von mehreren
Reagenzien. Dies fihrt zu einer sehr langen Analysendauer von
bis zu 6 Stunden. Zudem werden mehrere hundert Zellen fiir eine

Analyse benétigt.

Durch die Relevanz einer gestdrten Regulation der Apoptose im
Zusammenhang mit einer Vielzahl von Erkrankungen ist die Unter-
suchung der Apoptose auch ein zentraler Bestandteil bei der Su-
che nach neuen pharmazeutischen Wirkstoffen, bei der Beurteilung
ihrer Wirksamkeit gegeniiber Erkrankungen sowie in der Umweltana-
lytik. Generell muss eine Apoptose-beeinflussende Verbindung
nicht nur dazu in der Lage sein, Apoptose zu modulieren, sondern
auch die intakte Zellmembran zu durchdringen. Dartiber hinaus

wird angenommen, dass eine Vielzahl von zelluldren Rezeptoren,
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Proteinen, Zellbestandteilen und Kofaktoren den ProzeB der Apop-

tose in lebenden Zellen beeinflusst.

Es wurde daher bereits eine Vielzahl von Screeningverfahren zur
Identifizierung Apoptose-beeinflussender Substanzen, die auf der
Bestimmung Apoptose-spezifischer Parameter in der Zelle oder in

zellfreien Systemen beruhen, entwickelt.

So beschreibt beispielsweise WO 98/02579 einen Screening Assay
zur Identifizierung von Apoptose-regulierenden Substanzen in ei-
nem zellfreien System. Zur Bestimmung von Apoptose werden hier
verschiedéne Apoptose-spezifische Parameter, wie beispielweise
Cytochrome C oder CPP32 Protease-Aktivitdt bestimmt. Zum Scree-
nen wurde ein bei 100000 x g gewonnener Uberstand vom Cytosol
nicht-apoptotischer Zellen eingesetzt. Die Bestimmung von Apop-
tose-beinflussenden Substanzen wurde durch Zugabe von Testver-
bindungen, die einen negativen, positiven oder keinen EinfluB
auf die Apoptose haben koénnen, zu diesem Uberstand, durchge-
fﬁhrt. Die so erzielten Ergebnisse werden mit denen einer Refe-

renz verglichen.

WO 98/55615 offenbart einen Screening Assay zur Bestimmung von
therapeutisch wirksamen Substanzen, die Apoptose-beeinflussen.
Es werden zellfreie Assays beschrieben, die so ausgelegt sind,
Verbindungen zu untersuchen, die mit Cytochrom C um die Bindung
an Apaf-1 konkurrieren. Dariliber hinaus werden auch Assays zur
Bestimmung Apoptose-beeinflussenden Substanzen beschrieben, die
auf der Untersuchung der proteolytischen Spaltung von Caspase-3
Vorldufern in Gegenwart und Abwesenheit von potentiellen Apopto-

se beeinflussenden Substanzen bestimmt.

In WO 99/18856 wird ein Verfahren zur Auffindung von Substanzen
zur Anregung oder Inhibierung von Enzymen der Apoptose-Kaskade,

insbesondere Caspasen, beschrieben. Das Verfahren wird mit gan-
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zen Zellen oder Geweben durchgefithrt. Hierzu wird ein Teil der
Zellen mit den Testverbindungen und fluoreszenz- markierten Re-
portermolekiilen behandelt, wohingegen ein anderer Teil zur Kon-
trolle nur mit den Reportern behandelt wird. Eine Anderung der
Fluoreszenz im Gegensatz zur Kontrollprobe zeigt an, dass eine

zu untersuchende Substanz Enzyme der Kaskade beeinflult.

Insgesamt weisen jedoch alle bisher bekannten Verfahren zur Be-
stimmung von Apoptose oder Apoptose modulierenden Substanzen ei-
ne Vielzahl von Nachteilen auf. So sind sie oft sehr zeitaufwen-
dig aufgrund von aufwendigen experimentellen Schritten und benoé-
tigen zudem eine grofe Menge an z.B. Antikorpern, Farbstoffen
und weiteren Reagenzien, die in die Zelle eindringen koénnen. Da-
riiberhinaus basieren die meisten Verfahren auf einer abschlie-
Benden Lyse der Zellen, was letztendlich zu einer Zerstdrung der
Zellen fihrt. Andere untersuchte Parameter, wie z.B. Annexin V
sind nicht Apoptose-spezifisch, wieder andere Verfahren benoéti-
gen groBle Mengen an Zellen. Darliber hinaus sind viele Verfahren
nur geeignet, spdte Stadien der Apoptose zﬁ untersuchen, die
haufig in vivo nicht auftreten, da die apoptotischen Zellen in
diesem Stadium bereits durch Phagozytose von benachbarten Zellen

oder Makrophagen aufgenommen wurden.

Haufig eingesetzte zellfreie Assays wiederum, wie beispielweise
zur Bestimmung von Cytochrom C und anderen Apoptose-spezifischen
Markern sind nicht dazu geeignet, die Fahigkeit von Apoptose-
beeinflussenden Parametern, die intakte Zellwand zu passieren,

zu bestimmen.

Dariber hinaus wird angenommen, dass verschiedene Zelltypen un-
terschiedliche Rezeptoren und Kofaktoren zur Apoptose Modulation
besitzen. Es ist aus diesem Grund nicht méglich, mit zellfreien-
Assays Zelltyp-spezifische oder organspezifische Apoptose-

Modulatoren zu finden.
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Durch die Vernachléssigung der Bedeutung der zelluliren Rezepto-
ren und anderer Kofaktoren durch die Mehrheit der bekannten As-
says ist die Gefahr der Identifizierung von falsch-positiven
oder falsch-negativen Apoptose-beeinflussenden Substanzen hoch,
da diese Substanzen in lebenden Zellen keine oder nicht die er-
wartete Wirkung zeigen. Zudem werden Apotose-beeinflussende Sub-
stanzen, die Apoptose indirekt itber einen dieser Rezeptoren oder

Kofaktoren modulieren, nicht erfaBt.

Unter Beachtung der beschriebenen Nachteile der bekannten Ver-
fahren ist es wiinschenswert, ein zur eindeutigen Identifizierung
von Apoptose und der Bestimmung von Apoptose-modulierenden Sub-
stanzen geeignetes Verfahren zur Verfligung zu haben. Dieses Ver-
fahren sollte dazu in der Lage sein, Apoptose in einem friihen
Stadium zu erkennen, einfach und mit ganzen Zellen durchfiihrbar

sein.

Dielektrophoretische Techniken, wie z. B. die dielektrische Ein-
zelspektroskopie (R. Pethig und G. H. Markx,1997, Applications
of dielectrophoresis in biotechnology, Trends in Biotechnology
15, 426-432) und die Elektrorotation (T. Schnelle, T. Miller und
G. Fuhr,1999, Dielectric single particle spectroscopy for measu-
rement of dispersion, Medical & Biological Engineering & Compu-

ting 37, 264-271) sind an sich bereits bekannt.

Es sind auch bereits Vorrichtungen zur Messung der Elektrorota-
tion unter Zuhilfenahme einer optischen Pinzette (T. Schnelle,
T. Miller, C. Reichle und G. Fuhr 2000, Combined dielectrophore-
tic field cages and laser tweezers for electrorotation, Applied
Physics B, Lasers and Optics, Springer-Verlag) und einer automa-
tischen Signalaufnahme (C. Reichle, T. Miiller, T. Schnelle und
G. Fuhr 1999, Electro-rotation in octopole micro cages, Journal

of Physics D: Applied Physics 32, 2128-2135; De Gasperis, Wang,



WO 02/38567 PCT/EP01/12997

8

Yang, Becker und Gascoyne 1998, Meas. Sci. Technol. 9, 518-529)

bekannt.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein verbessertes
Verfahren zur zerstdrungsfreien Vitalit&dtsmessung, insbesondere
zur Erfassung von Apoptose, an biologischen Zellen bereitzustel-
len. Die Erfindung soll insbesondere die Bereitstellung eines
verbesserten Verfahrens zur Identifizierung von Apoptose-

beeinflussenden Substanzen ermdglichen.

Diese Aufgabe wird durch Verfahren mit den Merkmalen gemiB Pa-
tentanspruch 1 geldst. Vorteilhafte Ausfihrungsformen und Anwen-

dungen der Erfindung ergeben sich aus den abh#dngigen Anspriichen.

Die Grundidee der Erfindung besteht in der Bereitstellung eines
Verfahrens zur zerstdérungsfreien Vitalitidtsmessung an Zellen
durch Einbringen mindestens einer zu untersuchenden Zelle in ein
Mikrosystem, bei dem die mindestens eine Zelle hochfrequenten
rotierenden elektrischen Feldern oder elektrischen Wechselfel-

dern, insbesondere Impedanzpriiffeldern, ausgesetzt ist.

Insbesondere ermdglicht dieses Verfahren die Unterscheidung von
vitalen Zellen, nekrotischen Zellen und Zellen, die sich im Zu-

stand der Apoptose befinden.

Die Erfindung beinhaltet in bevorzugten Ausfiihrungsformen Ver-
fahren zur Feststellung der Apoptose in suspendierten Zellen

durch dielektrophoretische Techniken.

Eine Unterscheidung insbesondere von vitalen, nekrotischen und
apoptotischen Zellen ist mit den erliuterten herkémmlichen

Verfahren nicht mdglich.
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Dariiber hinaus weist das erfindungsgemdfe Verfahren viele Vor-
teile gegeniiber den bereits bekannten Verfahren auf. So entfallt
beispielsweise die Notwendigkeit wvon spezifischen Nachweisrea-
genzien sowie der dadurch bedingte Zeitaufwand bei der Proben-
aufbereitung durch oft mehrstufige Prozesse, wie auch aufwendige
Bildanalysen. Das erfindungsgemdbe Verfahren besitzt zudem Ein-
zelzell-Sensitivitat, Spezifit&t fiir den apoptotischen ProzeB,
ermdglicht die Unterscheidung von nekrotischen und apoptotischen
Zellen, den Nachweis und die automatische und schnelle Erfassung
der Apoptose in einem friihen Stadium. Fir die Erfassung miissen
die Zellen lediglich in einem suspendierten Zustand vorliegen.
Die Zugabe von einem oder mehreren Reagenzien ist nicht erfor-
derlich. Der Aufwand beil der Probenvorbereitung ist somit sehr
gering. Das Verfahren ist bezliglich der Anzahl an Zellen nicht
limitiert, der Vorgang kann an einzelnen Zellen gemessen werden.
Die Einzelmessung ist sehr schnell (z. B. ca. 30 Sekunden im
Falle der Elektrorotation) und die Aufnahme eines zeitlichen
Verlaufes an einer einzigen Zellprobe oder einer einzelnen Zelle
ist mdglich. Zudem hat das Verfahren keinen meBbaren EinfluB auf

die Vitalitiat der Zellen.

Das erfindungsgemiBe Verfahren zur zerstorungsfreien Bestimmung
der Apoptose in einem frithen Stadium zeichnet sich dadurch aus,
dass die mindestens eine zu untersuchende Zelle in ein Mikrosys-
tem eingebracht wird, bei dem die mindestens eine Zelle hochfre-
quenten alternierenden, insbesondere rotierenden, elektrischen

Feldern und/oder Impedanzpriiffeldern ausgesetzt wird.

Dabei ist es bevorzugt, dass an der Zelle fir mindestens einen
Frequenzbereich oder einzelne Frequenzen mindestens eine Rotati-
onsmessung, eine Dielektrophoresemessung und/oder eine Impedanz-—
messung durchgefiihrt wird, aus der mindestens ein Messparameter
ermittelt wird, der flir den Vitalitdtszustand der Zelle charak-

teristisch ist.
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In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgem&Bfen Verfah-
rens wird an der mindestens einen Zelle filir mindestens zwei Fre-
quenzbereiche oder mindestens zwel Frequenzen, je mindestens ei-
ne Rotationsmessung, eine Dielektrophoresemessung und/oder eine
Impedanzmessung durchgefihrt, unter Erhalt von je mindestens ei-
nem Wert fir den Messparameter, diese mindestens zwel Werte mit-
einander verglichen werden, und so ermittelt wird, in welchem
Vitalitadtszustand sich die Zelle befindet, insbesondere ob es
sich um eine Zelle im Zustand der Apoptose, der Nekrose oder um
eine vitale Zelle handelt. Hierbei ist es besonders bevorzugt,
dass der Messparameter Rotationsgeschwindigkeit, Wandergeschwin-
digkeit, elektrophoretische Beweglichkeit und/oder Impedanz,

insbesondere Betrag und/oder Phase umfasst.

Die hier beschriebene Ausfihrungsform hat insbesondere den Vor-
teil, dass nur mindestens zwei Werte fiir einen Messparameter be-
stimmt werden miissen, somit eine erhebliche Zeitersparnis gegen-
lber der Aufnahme eines gesamten Spektrums vorliegt. Daher ist
diese Ausfiihrungsform insbesondere fiir das Hochdurchsatzscree-

ning geeignet.

Besonders bevorzugt ist die Ermittlung eines Rotationsspektrums
an der Zelle durch Messung der Rotationsgeschwindigkeit (inverse
Rotationszeit) der mindestens einen Zelle in Abh&dngigkeit von
der Frequenz des rotierenden elektrischen Feldes, wobei es win-
schenswert ist, dass beil Aufnahme der Rotationsgeschwindigkeit
die mindestens eine Zelle gleichzeitig suspendiert im Fokus ei~
ner optischen Falle, insbesondere einer optischen Pinzette,
gehalten wird. Die Rotationsmessung erfolgt vorzugsweise an Zel-
len, die in physiologischen L&sungen suspendiert sind. Die Leit-
fghigkeit der Lésung liegt vorzugsweise im Bereich von 1 ... 1.6

S/m.
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Es ist allerdings nicht erforderlich, vollstdndige Spektren auf-
zunehmen. Vielmehr ist es ausreichend, die Messungen bei einer
oder mehreren festgelegten Frequenzen des rotierenden Feldes
vorzunehmen, vorzugsweise bel je einer Frequenz des Frequenzbe-
reiches von 1 bis 4 MHz, vorzugsweise 2 bis 3 MHz, besonders be-
vorzugt 2,3 bis 2,6 MHz, und des Frequenzbereiches 5 bis 100

MHz, vorzugsweise 6 bis 50 MHz besonders bevorzugt 8 bis 15 MHz.

Zur Feststellung, ob eine untersuchte Zelle sich im Zustand der
Apoptose befindet, wird die im hoheren Frequenzbereich bestimmte
Rotationsgeschwindigkeit zu der im niedrigeren Frequenzbereich
bestimmten Rotationsgeschwindigkeit ins Verh&dltnis gesetzt. Ist
das ermittelte Verhdltnis groBer als 1, besonders bevorzugt 1,1
bis 1,8, handelt es sich bei der untersuchten Zelle um eine
apoptotische Zelle. Flir nekrotische Zellen ist das Verhdltnis
kleiner 1, besonders bevorzugt 0,6 bis 0,8 und fir vitale Zellen

gleich 1.

Zur Bestimmung der Apoptose ist es aber auch moglich, dass das
Rotationsspektrum der mindestens einen zu untersuchenden Zelle
mit dem Rotationsspektrum einer Referenzzelle verglichen wird,
wobeli es sich bei der Referenzzelle um eine vitale, bevorzugt
desselben Zelltyps wie die zu untersuchende Zelle handeln kann.
Es ist aber ebenso wilinschenswert, dass es sich bei der Referenz-
zelle um eine gezielt in den Zustand der Apoptose gebrachte Zel-
le, bevorzugt desselben Zelltyps wie die zu untersuchende Zelle
handelt, oder dass die Referenzzelle eine gezielt in den Zustand
der Nekrose gebrachte Zelle, bevorzugt desselben Zelltyps wie

die zu untersuchende Zelle ist.

Der Zustand der Apoptose 1l&Bt sich dann bevorzugt dadurch fest-
stellen, dass das Rotationsspektrum der zu untersuchenden Zelle
im Gegensatz zur vitalen oder nekrotischen Referenzzelle, oder

vergleichbar zur apoptotischen Referenzzelle sein Maximum im
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Frequenzbereich von 5 bis 100, bevorzugt 6 bis 50 MHz, besonders

bevorzugt 8 bis 15 MHz aufweist.

Eine weitere Ausfiihrung des erfindungsgemiBen Verfahrens basiert
auf dem unterschiedlichen Verhalten von normalen, nekrotischen

und apoptotischen Zellen in der Dielektrophorese (DEP).

Zur erfindungsgemdfen Bestimmung von Apoptose kann es daher auch
wlinschenswert sein, durch Messung der Wandergeschwindigkeit oder
der elektrophoretischen Beweglichkeit der mindestens einen Zelle
in Abh&dngigkeit von der Frequenz des elektrischen Feldes ein
Dielektrophoresespektrum bevorzugt im Frequenzbereich von 0 bis
5 MHz, besonders bevorzugt von 1 bis 4 MHz zu ermitteln. Wobei
in einer speziellen Ausfihrungsform die mindestens eine Zelle im
Fokus einer optischen Falle gehalten wird. ErfindungsgemiB wird
Apoptose dadurch festgestellt, dass der Frequenzdurchtritt des
Uberganges von negativer zu positiver Dielektrophorese im Die-
lektrophoresespektrum im Bereich von 3,3 bis 3,8 MHz, bevorzugt

bei 3,5 MHz liegt.

Es kann aber ebenfalls wilinschenswert sein, die Wandergeschwin-
digkeit oder die elektrophoretische Beweglichkeit der mindestens
einen Zelle nur bei mindestens 2 Frequenzen des Frequenzberei-

ches von 0 - 5 MHz, bevorzugt 1 - 4 MHz zu bestimmen.

Liegt der Frequenzdurchtritt des Uberganges von negativer zu po-
sitiver Dielektrophorese bei 2,8 bis 3,1 MHz, bevorzugt bei 3

MHz, so handelt es sich bei der untersuchten Zelle um eine vita-
le Zelle, liegt er bei 1,8 bis 2,2 MHz, bevorzugt bei 2 MHz, so

liegt eine nekrotische Zelle vor.

Apoptose labt sich auch dadurch bestimmen, dass das Dielektro-
phoresespektrum und/der die mindestens 2 Wandergeéchwindigkeiten

oder elektrophoretischen Beweglichkeiten der mindestens einen zu
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untersuchenden Zelle mit dem Dielektrophoresespektrum und/oder
die mindestens 2 Wandergeschwindigkeiten der elektrophoretischen
Beweglichkeiten einer Referenzzelle verglichen wird, wobei es
sich bei der Referenzzelle um eine vitale, bevorzugt desselben
Zelltyps wie die zu untersuchende Zelle handeln kann. Es ist
aber ebenso wlinschenswert, dass es sich bei der Referenzzelle um
eine gezielt in den Zustand der Apoptose gebrachte Zelle, bevor-
zugt desselben Zelltyps wie die zu untersuchende Zelle handelt,
oder dass die Referenzzelle eine gezielt in den Zustand der
Nekrose gebrachte Zelle, bevorzugt desselben Zelltyps wie die zu

untersuchende Zelle ist.

In einer weiteren Ausfihrungsform des erfindungsgemifen Verfah-
rens wird die unterschiedliche Kraftwirkung, die durch ein
elektrisches Wechselfeld auf vitale, apoptotische und nekroti-
sche Zellen ausgelibt wird, ausgenutzt, um die verschiedenen
Zelltypen zu trennen. Die Erhshung der Innenleitfidhigkeit und
der Dielektrizit&tskonstante von nekrotischen Zellen gegeniiber
vitalen Zellen, fihrt zu veridnderten Werten des Realteiles des
elektrischen Dipolmomentes. In PBS-Puffer ist die Kraftwirkung
auf nekrotische Zellen gegeniiber vitalen und apoptotischen Zel-
len bevorzugt im Frequenzbereich tiber 1 MHz deutlich verringert

(Abbildung 5) und so eine dielektrische Separation méglich.

Eine Absenkung des Elektrolytgehaltes der Pufferldsung unter ei-
nen Bereich um 0.3 S/m bedingt vorzugsweise im Frequenzbereich
bis 3 MHz fir apoptotische und nékrotische Zellen eine geringere
negative DEP im Vergleich zu vitalen Zellen. In einem Frequenz-
bereich von 3 bis 120 MHz kommt es dem gegeniiber zu stark abge-
schwédchter positiver DEP von apoptotischen und normalen Zellen
im Vergleich zu nekrotischen Zellen. Der Frequenzdurchtritt des
Uberganges von negativer zu positiver DEP liegt fiir apoptotische
Zellen hier im Bereich von 3,3 bis 3,8 MHz, bevorzugt bei 3,5

MHz, fir vitale Zellen im Bereich von 2,8 bis 3,1 MHz, bevorzugt
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bei 3 MHz und fir die nekrotischen Zellen im Bereich von 1,8 bis
2,2 MHz, bevorzugt bei 2 MHz. Somit ist eine effektive Trennung
aller drei Zelltypen durch dielektrophoretische Krifte méglich.
So lassen sich beispielsweise die Anteile von nekrotischen,
apoptotischen und vitalen Zellen einer Probe ermitteln (Abbil-

dung 5B).

Entsprechend einer weiteren Ausfihrungsform des erfindungsgemid-
Ren Verfahrens, kann die Bestimmung der Apoptose auch durch Mes-
sung der Impedanzeigenschaft, insbesondere Betrag und/oder Pha-
se, der mindestens einen Zelle in Abhdngigkeit von der Frequenz
des Impedanzpriffeldes erfolgen. Es wird ein Impedanzspektrum
erqittelt, wobel vorzugswelse die mindestens eine Zelle im Fokus
einer optischen Falle gehalten wird. Ebenfalls wiinschenswert
ist, dass die Impedanz einzelner Zellen zwischen Mikroelektroden
in kleinen Volumina bestimmt wird. Es ist dariiber hinaus bevor-
zugt, dass die Impedanz der mindestens einen Zelle bei mindes-
tens zwel Frequenzen im Frequenzbereich von 1 Hz bis 100 kHz,
bevorzugt 0.5 kHz bis 10 kHz aufgezeichnet wird. Die Impedanz

einer Zellsuspension berechnet sich zu:

(Fricke, H., 1923, The electric capacity of cell suspensions,
Phys. Rev. 21, 708-709), wobei Rext den externen LOsungswider-
stand, R¢ den Zytoplasmawiderstand und Cy die Membrankapazitit
darstellen. Fiir eine genaue Analyse biologischer Zellen sind
komplexe Modelle ndtig, die die Kapazitdt und Ohm’schen Anteile
aller Kompartimente widerspiegeln (Irimajiri, A., Suzaki, T.,

Asami, K. und Hanai, T., 1991, Dielectric Modeling of Biological
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Cells. Models and Algorithm, Bull. Inst. Chem. Res. Kyoto Univ.
69/4, S. 421-438).

Um erfindungsgeméB eine hohe Empfindlichkeit der Messung zu ge-
wadhrleisten, ist es wlinschenswert, dass der Beitrag der Loésung
1/Rext klein gegeniiber dem Beitrag der einzelnen Zelle ist. Dies
gilt entweder flr kleine Frequenzen oder fiir einen geringen Ab-
stand zwischen der Zelle und den ebenfalls kleinen Messelektro-
den (Einzelzellimpedanzmessung), wobel die Einzelimpedanzmessung
zur Bestimmung von Differenzen der Zytoplasmaeigenschaften im
Megahertz-Bereich besonders wilinschenswert ist. Zus&tzlich fiihren
die Zellver&dnderungen wdhrend der Apoptose zu einem veranderten
Impedanzsignal im niederfrequenten Bereich: 1 Hz - 100 kHz, be-
vorzugt 0,5 kHz - 10 kHz. Zur Bestimmung der Apoptose ist es da-
her bevorzugt Impedanzspektren in diesem Frequenzbereich aufzu-

nehmen.

Zur Bestimmung der Apoptose ist es auch m8glich, dass das Impe-
danzspektrum und/oder die mindestens 2 Impedanzen (Betrag
und/oder Phase) der mindestens einen zu untersuchenden Zelle mit
dem einer Referenzzelle und/oder die mindestens 2 Impedanzen
(Betrag und/oder Phase) verglichen wird, wobei es sich bei der
Referenzzelle um eine vitale, bevorzugt desselben Zelltyps wie
die zu untersuchende Zelle handeln kann. Es ist aber ebenso wiin-
schenswert, dass es sich bei der Referenzzelle um eine gezielt
in den Zustand der Apoptose gebrachte Zelle, bevorzugt desselben
Zelltyps wie die zu untersuchende Zelle handelt, oder dass die
Referenzzelle eine gezielt in den Zustand der Nekrose gebrachte

Zelle, bevorzugt desselben Zelltyps wie die zu untersuchende

Zelle ist.

Der Zustand der Apotose 1Bt sich dann bevorzugt dadurch fest-
stellen, dass das Impedanzspektrum und/oder die mindestens 2 Im-

pedanzen der zu untersuchenden Zelle im Gegensatz zur vitalen
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oder nekrotischen Referenzzelle, oder vergleichbar zur apoptoti-
schen Referenzzelle insbesondere im Frequenzbereich von 1 Hz -

100 kHz, bevorzugt 0,5 kHz - 10 kHz Anderungen aufweist.

Zur Verfolgung der zeitlichen Anderung der Eigenschaften der
mindestens einen Zelle, insbesondere zur Bestimmung des zeitli-
chen Verlaufs der Apoptose, kann es wlinschenswert sein, dass die
Rotationsspektren und/oder die mindestens 2 Rotationsgeschwin-
digkeiten und/oder die Dielektrophoresespektren und/oder die
mindestens 2 Wandergeschwindigkeiten oder elektrophoretischen
Beweglichkeiten und/oder die Impedanzspektren und/oder die min-
destens 2 Impedanzen in Abhdngigkeit von der Zeit aufgenommen

werden.

In einer bevorzugten Ausfihrungsform des erfindungsgemdBen Vor-

habens wird folgender Verfahrensverlauf vorgesehen:

- Bereitstellen mindestens einer zu untersuchenden Zellprobe,

- BEinbringen der mindestens einen Zelle der zu untersuchenden
Zellprobe in ein Mikrosystem und Ermittlung des mindestens
einen Messparameters, der flr den Vitalitdtszustand der
Zelle charakteristisch ist,

- Separation der Zellen der zu untersuchenden Zellprobe oder
eines bestimmten Volumens dieser Zellprobe nach ihrem Vi-

talit&tszustand.

Insgesamt eignet sich das erfindungsgemdfe Verfahren besonders
zur Diagnose und/oder Therapiekontrolle von Krankheiten und/oder
Prozessen, die mit einer Erhthung der Apoptoserate verbunden
sind, wie insbesondere AIDS, neurodegenerative Erkrankungen,
insbesondere Alzheimer, Parkinson; durch Gifte, insbesondere Al-
kohol, verursachte Leberkrankheiten; Krankheiten, die eine zu
geringe Hormonproduktion oder -ausschiittung hervorrufen, einge-

setzt werden.
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Erfindungsgemdf ist es auch moglich, das Verfahren zur Bestim-
mung von Apoptose zur Diagnose und/oder Therapiekontrolle von
Krankheiten und/oder Prozessen die mit einer Erniedrigung der
Apoptoserate verbunden sind, wie insbesondere maligne und be-
nigne hyperproliferative Erkrankungen, wie Krebs, hormon-
abhangige Tumore, Leuk&mie; Autoimmunkrankheiten, insbesondere
Arthritis, Diabetis mellitus und virale Infektionen, insbesonde-
re durch Herpesviren, Poxviren oder Adenoviren hervorgerufene

Krankheiten, einzusetzen.

Das erfindungsgeméBe Verfahren ermoéglicht ferner, insbesondere
aufgrund seiner schnellen Durchfiihrbarkeit und auch der geringen
bendtigten Mengen zu untersuchender Zellen. Das Verfahren kann
sogar an einer einzelnen Zelle durchgefihrt werden. Es ist somit
sehr zu gut zur Therapiekontrolle von insbesondere malignen und
benignen hyperproliferativen Erkrankungen bei der Durchfihrung
einer Chemotherapie, Radiotherapie, Immuntherapie, Operationen

oder einer Kombination dieser Therapien, geeignet.

Erfindungsgemdfl ist es auch gelungen ein Verfahren bereitzustel-
len, dass die Identifizierung von Apoptose-beeinflussenden Sub-
stanzen unter Berilicksichtigung der zelluldren Rezeptoren und an-
derer Kofaktoren erlaubt und so die Gefahr der Identifizierung
von falsch-positiven oder falsch-negativen Apoptose-

beeinflussenden Substanzen herabsetzt.

Ein erfindungsgemdhe Verfahren zur Identifizierung von Apoptose-
beeinflussenden Substanzen ist insbesondere durch die folgenden
Schritte gekennzeichnet:

- Bereitstellen mindestens einer zu untersuchenden Zellkultur-
probe,

- Zugabe einer potentiellen Apoptose beeinflussenden Substanz

oder Mischungen aus mindestens zwei dieser Substanzen,
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- Einbringen mindestens einer Zelle der zu untersuchenden Zell-
kulturprobe in ein Mikrosystem und Ermittlung des mindestens ei-
nen Messparameters, der flir den Vitalit&dtszustand der Zelle cha-
rakteristisch ist, wobei insbesondere die mindestens eine Zelle
hochfrequenten alternierenden, insbesondere rotierenden, elekt-
rischen Feldern und/oder Impedanzpriiffeldern ausgesetzt wird,

- Bestimmung der Apoptose-beeinflussenden Eigenschaften, insbe-
sondere durch Vergleich des Verhaltens dieser mindestens einen
Zelle im elektrischen Feld mit dem mindestens einer Zelle einer

Referenzprobe.

In einer bevorzugten Ausfiithrungsform werden mindestens zwei Wer-
te fir einen Messparameter bestimmt, und die Apoptose-beeinflus-
senden Eigenschaften werden durch Vergleich dieser mindestens
zwel Werte miteinander bestimmt. Des weiteren werden die Apopto-
se-beeinflussenden Eigenschaften durch Vergleich mindestens ei-
nes Wertes flir einen Messparameter der mindestens einen Zelle

mit dem mindestens einer Zelle einer Referenzprobe bestimmt.

Bei der Referenzprobe ist es bevorzugt, eine Probe desselben
Zelltyps wie die zu untersuchende Probe, vor Zugabe der mindes-
tens einen potentiellen Apoptose-beeinflussenden Substanz, zu

verwenden.

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemidBen Verfah-
rens wird das Verhalten der mindestens einen Zelle der zu unter-
suchenden Zellkulturprobe und der mindestens einen Zelle der Re-
ferenzprobe im elektrischen Feld durch Aufnahme eines Rotations-
spektrums durch Messung der Rotationsgeschwindigkeit jeder Zelle
in Abhdngigkeit von der Frequenz der rotierenden elektrischen

Felder untersucht.

Die Apoptose-beeinflussenden Eigenschaften der mindestens einen

Substanz lassen sich erfindungsgem&B® dadurch feststellen, dass
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das Rotationsspektrum der mindestens einen zu untersuchenden
Zelle der Probe 1m Gegensatz zum Spektrum der mindestens einen
Zelle der Referenzprobe eine Anderung insbesondere im Frequenz-
bereich von 5 bis 100, bevorzugt 6 bis 50 MHz, besonders bevor-
zugt 8 bis 15 MHz und/oder im Frequenzbereich von 1-4 MHz, be-
vorzugt 2 bis 3 MHz, besonders bevorzugt 2,3-2,6 MHz Bereich

aufweist.

Es kann aber auch bevorzugt sein, dass die Rotationsgeschwindig-
keit der Zellen der Zellprobe und der Referenz nur bei mindes-
tens je einer Frequenz des Frequenzbereiches 1 bis 4 MHz, vor-
zugsweise 2 bis 3 MHz, besonders bevorzugt 2,3 bis 2,5 MHz und
des Frequenzbereiches 5 bis 100 MHz, vorzugsweise 6 bis 50 MHz
besondefs bevorzugt 8 bis 15 MHz bestimmt wird, wobeil das die im
hoheren Frequenzbereich bestimmte Rotationsgeschwindigkeit zu
der im niedrigeren Frequenzbereich bestimmten Rotationsgeschwin-

digkeit ins Verh&ltnis gesetzt wird.

Fiir eine apoptotische Zelle ist das Verh&dltnis grodfer als 1, be-
sonders bevorzugt 1,1 bis 1,8; fir eine nekrotische Zelle klei-
ner 1, besonders bevorzugt 0,6 bis 0,8 und flir eine vitale Zelle

gleich 1.

Es kann aber ebenfalls wiinschenswert sein, das Verhalten der
mindestens einen Zelle der zu untersuchenden Zellkulturprobe und
der mindestens einen Zelle der Referenzprobe im elektrischen
Feld durch Aufnahme eines Dielektrophoresespektrums durch Mes-
sung der Wandergeschwindigkeit oder dielektrischen Beweglichkeit
jeder Zelle in Abhangigkeit von der Frequenz der alternierenden

elektrischen Felder zu untersuchen.

In einer weiteren Ausfihrungsform des Verfahrens werden die
Apoptose-beeinflussenden Eigenschaften der mindestens einen Sub-

stanz dadurch festgestellt, dass im Dielektrophoresespektrum der
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mindestens einen zu untersuchenden Zelle im Gegensatz zum Spekt-
rum der mindestens einen Zelle der Referenzprobe der Frequenz-
durchtritt des Uberganges von negativer zu positiver Die-
lektrophorese im Bereich von 3,3 bis 3,8 MHz, bevorzugt bei 3,5
MHz liegt, wobei das Dielektrophoresespektrum der mindestens ei-
nen zu untersuchenden Zelle der Probe im Frequenzbereich von 0

bis 5 MHz bevorzugt 1 bis 4 MHz aufgezeichnet wird.

In einer weiteren Ausfihrungsform des erfindungsgem&Ben Verfah-
rens wird das Verhalten der mindestens einen Zelle der zu unter-
suchenden Zellkulturprobe und der mindestens einen Zelle der Re-
ferenzprobe im elektrischen Feld durch Aufnahme eines Impedanz-
spektrums durch Messung der Impedanzeigenschaften (Betrag

und/oder Phase) jeder Zelle in Abhingigkeit von der Frequenz des

Impedanzpriiffeldes untersucht.

Eine weitere Ausfihrungsform des Verfahrens beschreibt, dass die
Apoptose-beeinflussenden Eigenschaften der mindestens einen Sub-
stanz dadurch festgestellt werden, dass im Impedanzspektrum der
mindestens einen zu untersuchenden Zelle im Gegensatz zum Spekt-
rum der mindestens einen Zelle der Referenzprobe Anderungen im

" Frequenzbereich von 1 Hz bis 100 kHz, bevorzugt 0,5 kHz - 10

kHz, auftreten.

Bel Aufnahme des Rotationsspektrums bei mindestens einer Fre-
guenz und/oder eines Dielektrophoresespektrums und/oder eines
Impedanzspektrums kann es wilinschenswert sein, das die mindestens

eine Zelle im Fokus einer optischen Falle gehalten wird.

Zur Bestimmung des Einflusses von potentiellen Apoptose-
beeinflussenden Substanzen kann es bevorzugt sein, den Anteils
an apoptotischen Zellen in einer Probe zu bestimmen. Hierzu kann
zundchst eine Separation der Zellen eines bestimmten Volumens

der Probe und/oder der eines bestimmten Volumens der Referenz-
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probe durchgefiihrt werden. Die Separation kann dielektrisch
durchgefthrt werden. AnschlieBend wird die Anzahl der apoptoti-
schen Zellen der zu untersuchenden Probe im Verh&dltnis zu der

Anzahl der apoptotischen Zellen der Referenzprobe ermittelt.

Apoptose-erhthende Substanzen zeichnen sich demnach durch eine
Erhohung der Anzahl apoptotischer Zellen im Verhdltnis zur Refe-

renzprobe aus.

Substanzen, die die Apoptose nicht beeinflussen, sind durch ei-
nen zur Referenzprobe vergleichbaren Anteil apoptotischer Zellen

charakterisiert.

Apoptose-hemmende Substanzen zeichnen sich demnach durch eine
geringere Anzahl apoptotischer Zellen im Verh&dltnis zur Refe-

renzprobe aus.

Da die natiirliche Apoptoserate in Zellkulturen hdufig sehr ge-
ring ist, kann es bei der Bestimmung von potentiellen Apoptose-
hemmenden Substanzen auch wiinschenswert sein, vor oder wahrend
der Zugabe der mindestens einen zu testenden Substanz, die zu
untersuchende Zellkulturprobe mit einer Apoptose-erhdhenden Sub-
stanz zu versetzen, wobel als Referenzprobe die mit einer Apop-
tose-erhdhenden Substanz versetzte Zellkulturprobe und oder eine
Zellkulturprobe, die dengleichen Anteil Apoptose-erhdhende Sub-

stanz erhdlt, eingesetzt wird.

Eine Apoptose-erniedrigende Substanz zeichnet sich nun dadurch
aus, dass sie im Verhdltnis zur Referenzprobe einen geringeren

Antell apoptotischer Zellen aufweist.

Insgesamt ermdglicht die Bestimmung von Apoptose gemdB der vor-
liegenden Erfindung, Apoptose mit einem einfachen, effizienten,

schnellen und hochdurchsatzfihigen Verfahren durch Erkennung
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friher Stadien der Apoptose ohne Zerstdrung der Zelle zu ermit-
teln. Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemdBen Verfahrens ist,
dass dieses Verfahren auf Zellen in ihrer physiologischen Umge-
bung angewendet werden kann ohne die Eigenschaften der Zelle
oder ihrer Oberfl&che zu dndern. Die Verfahren zur Bestimmung
von Apoptose-beeinflussenden Substanzen sind dazu in der Lage,
exakt deren Fahigkeit, in die Zelle einzudringen, unter Beriick-
sichtigung des Einflusses von Rezeptoren und Kofaktoren, zu
bestimmen. Die Gefahr einer falsch-positiven oder falsch-
negativen Ermittlung von Apoptose-beeinflussenden Substanzen ist
deutlich geringer als bei den bekannten Methoden. Zudem ist es
moéglich, Zelltyp- oder Organ-spezifische Modulatoren zu ermit-
teln. Dartber hinaus sind zur Durchfiihrung des erfindungsgemiRlen
Verfahrens keine spezifischen, die Zellwand durchdringenden Flu-

oreszenzfarbstoffe notwendig.

Figur 1 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen einer normalen (A)
und einer apoptotischen (B) Jurkat-Zelle (Klon E6.1 von der Eu-
ropean Collection of Animal Cell Cultures, Salisbury, England).
Die apoptotische Zelle wurde fiir 4 Stunden mit 5 pg/ml Actinomy-
cin D behandelt.

Figur 2 zeigt Elektrorotationsspektren einer normalen Jurkat-
Zelle (A), einer fir ca. 5 Minuten mit 10 pm Ionomycin-
behandelten Jurkat-Zelle (B), einer flur 20 Sekunden mit 50 kHz
und Erms = 30 kV/m dielektrophoretisch geschddigten Jurkat-Zelle
(C), einer fir 40 Minuten mit 30 mW einer optischen Pinzette von
1080 nm Wellenl&dnge gehaltenen RMA-Zelle (Thymoma - Zellinie von
dem Klon C57BL/6 von Professor Dr. Peter Walden, Charité, Ber-
lin) (D) und einer fir 4 Stunden mit Actinomycin D-behandelten

Jurkat-Zelle (E).

In Figur 3 ist die Beschleunigung der Elektrorotation und Auf-

nahme von Propidiumiodid bei nekrotischer Schadigung von Jurkat-
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Zellen durch Erhdhung der Spannung in einem dielektrophoreti-
schen Oktupol-Feldkafig dargestellt. (A) Rotationsgeschwindig-
keit (inverse Rotationszeit) einer Jurkat-Zelle bei 4,3 V, (B)
Frequenz der Rotation derselben Jurkat-Zelle nach Erhdhen der
Spannung auf 6,8 V. (C) Propidiumiodid-Fluoreszenz der Jurkat-
Zelle bei 4,3 V, (D) Propidiumiodid-Fluoreszenz derselben Jur-
kat-Zelle nach Erhohen der Spannung auf 6,8 V. Die Elektrorota-
tion wurde jeweils mit 4,3 V gemessen. Drei verschiedene Zellen

wurden untersucht.

Figur 4 zeigt die Propidiumiodid-Fluoreszenz einer normalen
U937~Zelle (A), einer flUr 4 Stunden mit Actinomycin D-
behandelten, apoptotischen U937-Zelle (Monozytische Zellinie von
der European Collection of Animal Cell Cultures, Salisbury, Eng-

land) (B) und einer nekrotischen U937-Zelle (C).

In Figur 5 sind Elektrorotation und Dielektrophorese von T-
Lymphozyten (Jurkat) in Abhdngigkeit von der Feldfrequenz darge-
stellt. Die Kurven a,b und c gehdren zu normalen, nekrotischen
und apoptotischen Zellen. In A sind automatische Messungen der
Elektrorotation in PBS (Leitf&higkeit 1.5 S/m) sowie Kurvenfits
entsprechend mehrschaliger sphdrischer Modelle mit Dispersion
gezeigt. B zeigt das dazu korrespondierende dielektrophoretische
Verhalten wobei die Indizes der Kurven zu verschiedenen externen
Leitfédhigkeiten korrespondieren (1: 0.05 S/m, 2: 0.3 S/m, 3: 1.5
S/m (PBS)).

Das dispersive Materialverhalten wird als Summe von Relaxationen
beschrieben (Dielektrizitdtskonstante g, Leitfdhigkeit o, Kreis-
frequenz des elektrischen Feldes ®, Relaxationszeit der Disper-

sion T, Anzahl der Dispersionen n):
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Figur 6 zeigt einen seitlichen Blick auf ein Mikrosystem fiir E-

lektrorotationsmessungen in Mikrokan&dlen (C. C. Reichle, T.

Schnelle, T. Miller, T. Leya und G. Fuhr, 2000, A new micro-

system for automated electrorotation measurements using laser

tweezers, Biochimica et Biophysica Acta 1459, S. 218-229).

BEISPIEL 1

Elektrorotationsmessung

Verwendete Materialien:

Jurkat Zellen:

U937 Zellen:

RMA Zellen:

Actinomycin D:

Ionomycin:

Propidiumiodid:

PBS:

Klon E6.1 von der European Collection of Animal
Cell Cultures, Salisbury, England;

Monozytische Zellinie von der European Collecti-
on of Animal Cell Cultures, Salisbury, England;
Thymoma - Zellinie von dem Klon C57BL/6 von Pro-
fessor Dr. Peter Walden, Charité, Berlin, Ref:
C. Reichle, K. Sparbier, T. Miiller, T. Schnelle,
P. Walden und G. Fuhr, in press, Combined laser
tweezers and dielectric field cage for the ana-
lysis of multivalent receptor ligand interacti-
ons on single cells, ELECTROPHORESIS, Miniaturi-
zation II;

SIGMA Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland;
Calbiochem, Bad Soden, Deutschland;

SIGMA Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland;
Phosphate Buffered Saline, mit Calcium und Mag-

nesium, Seromed / Biochrom, Berlin, Deutschland;
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RPMI 1640 Medium: HEPES buffered, GIBCO Life Technologies,

Karlsruhe, Deutschland;

Fotales Kélberserum: Seromed / Biochrom, Berlin, Deutschland;
Penicillin: Seromed / Biochrom, Berlin, Deutschland;
Streptomycin: Seromed / Biochrom, Berlin, Deutschland;
Inosit: SIGMA Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland.
Vorrichtung:

Es wurde eine bereits von C. C. Reichle, T. Schnelle, T. Miller,
T. Leya und G. Fuhr ( 2000, A new microsystem for automated
electrorotation measurements using laser tweezers, Biochimica et
Biophysica Acta 1459, S. 218-229.) beschriebene Vorrichtung, ei-
ne Kombination aus dieelektrophoretischen Feldkdfigen mit opti-
schen Fallen, insbesondere Laser-Pinzetten, zur Bestimmung der
Elektrorotationsspektren eingesetzt (Figur 6). Eine vergleichba-
re Vorrichtung ist auch in T. Schnelle, T. Miiller, C. Reichle
und G. Fuhr 2000, Combined dielectrophoretic field cages and la-
ser tweezers for electrorotation, Applied Physics B, Lasers and

Optics, Springer-Verlag beschrieben.

Durchfihrung:

Jurkat T-Lymphomzellen und U937 monozytische Zellen wurden in
RPMI-1640 Medium mit Zusatz von 10% fotalem Kdlberserum und 100
IU/ml Penicillin sowie 100 IU/ml Streptomycin kultiviert. Apop-
tose wurde durch Zugabe von 5 pg/ml Actinomycin D in einer am
Vortag mit 2 x 10° Zellen pro ml ausgesidten Kultur ausgeldst. Die
klassischen morphologischen Verinderungen wahrend der Apoptose
wurden fotografisch festgehalten (siehe Figur 1). Zu verschiede-
nen Zeitpunkten wurde ein Aliquot der Kultur entnommen, in ei-
ner Mischung aus isotonischem Phosphatpuffer (PBS, D8662 von
SIGMA mit Calcium und Magnesium) und wahlweise 0.3 M Inosit mit
der jewells angegebenen elektrischen Leitfdhigkeit aufgenommen
und in eine Vorrichtung zur Messung der Elektrorotation in einem

Mikro-Elektrodensystem eingefiihrt. Als Kontrolle wurden unbehan-
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delte Jurkat-Zellen verwendet (Figur 5). Zum Vergleich wurden
Elektrorotationsspektren (ER-Spektren) von Ionomycin-behandelten
Zellen (10 pg/ml Ionomycin) sowie von Zellen, deren Plasma-
membran durch eine Erhohung der Spannung von 4 V auf 6,8 V oder
eine Behandlung mit einer optischen Pinzette mit 30-60 mW (2.8 A
des 1 W Nd:YAG-Laser, TEMyy, 1064nm, LD 3000i, Laser Quantum
Ltd., Machester, UK, P.A.L.M. System) Uber 15 Minuten geschidigt
wurde. Die Zellen wurden hierzu einzeln in das Zentrum des
Quadrupols bzw. Oktupols des Mikro-Elektrodensystems tiiberfiihrt.
Hierzu wurde in den angezeigten Fdllen eine optische Pinzette
mit ca. 30 mW Leistung am Ort des Haltens zu Hilfe genommen. Die
Frequenz der Zellrotation wurde entweder automatisch oder mit
Hilfe einer Stoppuhr gemessen (Figur 2). Die Aufnahme von Propi-
diumiodid (5 pM) in nekrotisch geschddigte Zellen bzw.
Vergleichsmessungen mit vitalen und apoptotischen Zellen
(Figuren 3 und 4) wurden durch konfokale Nanofluorimetrie
(Gradl, T. Muller, C. Reichle, T. Schnelle und G. Fuhr, 1999,
Micro-Electrode Systems for Cell Analysis, European Journal of
Cell Biology, Suppl. 49, Vol. 78; T. Schnelle, T. Miuller, G.
Gradl, S. G. Shirley und G. Fuhr, 2000, Dielectrophoretic ma-
nipulation of suspended submicron particles, ELECTROPHORESIS
2000, 21, S. 66-73) gemessen.

Elektrorotationsmessung:

Die Vorrichtung zur Messung der Elektrorotation wurde auf einem
Fluoreszenzkorrelationsspektrometer aufgebaut. Die Zellen wurden
tiber ein 40 x W 1.2 NA Objektiv abgebildet. Sie wurden mit einem
Helium-Neon-Laser von 543 nm Wellenldnge mit 1,5 pW angeregt und
die ausgestrahlte Fluoreszenz durch einen 585 DF 35 BandpaBfil-
ter lber ein 50 pm groBes Pinhole auf eine Photodiode geleitet,

mit der die Fluoreszenz-Photonen gezdhlt wurden.

Ergebnis:



WO 02/38567 PCT/EP01/12997

27

Das charakteristische ER-Spektrum einer in Figur 1 gezeigten
normalen (A) Jurkat-Zelle zelgt einen breiten Peak von 1,5 bis 7
MHz, bei der eine maximale Rotationsgeschwindigkeit der Zelle
gemessen wird, mit einem Maximum um 2,5 MHz (Figur 2 A). Eine
mit dem Ionophor Ionomycin (Calbiochem, Bad Soden, Deutsch-
land)behandelten Zelle unterscheidet sich deutlich im ER-
Spektrum (Figur 2 B) von einer normalen Zelle. Ionomycin verur-
sacht in hoherer Konzentration eine Aufnahme von Calcium aus dem
extrazelluldren Raum in die Zelle (J. B. Smith, T. Zheng und R.-
M. Lyu, 1989, Ionomycin releases calcium from the sarcoplasmatic
reticulum and activates Na*/Ca** exchange in vascular smooth
muscle cells, Cell Calcium 10, S. 125-134). Bei der Ionomycin
Konzentration von 10 pM zeigen die Fits zu den zugehdrigen ER-
Spektren, dass zusdtzlich eine Aufnahme von Wasser und vermut-
lich auch von Pufferionen in substanzieller Menge, wie Natrium

und Kalium, stattfindet. Dies ist anhand der Zunahme der Leitf&-
higkeit ¢ (als Summe von oy, Ac; und Ac) von 0,77 auf 1,15 S m>

und der Dielektrizitdtskonstante &, von 45 auf 75 innerhalb der
Zelle deutlich zu erkennen (C. Reichle, T. Schnelle, T. Miller,
T. Leya und G. Fuhr, 2000, A new microsystem for automated
electrorotation measurements using laser tweezers, Biochimica et
Biophysica Acta 1459, S. 218-229). Sie n&dhern sich den Werten

des umgebenden Puffers PBS an.

Da die dielektrisch wirksame Gesamtkonzentration einer Zelle an
den Ionen Natrium und Kalium vor der Behandlung niedriger ist im
Vergleich zur Ionenkonzentration des PBS (Phosphate Buffered Sa-
line, mit Calcium und Magnesium, Seromed / Biochrom, Berlin,
Deutschland); ca. 0.54 S/m zu 1.5 S/m; erfolgt ein Netto-Einflub
an Ionen und Wasser und die Zelle schwillt an. Im ER-Spektrum
schldgt sich dies in einer starken Vergrdferung des 2,5 MHz
Péaks nieder und ist mit einer ca. 40%-igen Erhdéhung der HF-

Leitfahigkeit und einem lber 60% igem Anstieg in der Dielektri-
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zitdtskonstante des Zytoplasmas erkldrbar. Ein ganz &hnliches
Verhalten zeigen Zellen, die eine nekrotische Schddigung durch
das Anlegen einer erhdhten Spannung im dielektrischen Feldkidfig
erfahren haben (Figur 2 C). Dieser dielektrische Durchbruch ist
mit einer Sch&ddigung der Plasmamembran verbunden, was durch die
Aufnahme des DNA-Farbstoffes Propidiumiodid sichtbar gemacht
werden kann (Figur 3). Daraufhin kénnen sich Ionen hier eben-
falls zwischen Zellinnenraum und umgebendem Puffer austauschen.
Das sich ergebende ER-Spektrum ist dem der Ionomycin-behandelten
Zelle sehr &dhnlich. Auch eine nekrotische Schddigung mit einer
optischen Pinzette fiihrt zu der gleichen Erscheinung (Figur 2
D). Alle bis hierhin beschriebenen Schédigungen sind mit einem
Verlust der Integritdt der Plasmamembran und einem Angleich des
Ionengehaltes von Zellinnenraum und AuBenraum verbunden. Bei Ab-
senken der Leitfdhigkeit der AuBenldsung unter die der Zelle,
wlirde ein Nettoefflux an Ionen den Elektrolytgehalt der zelle
verringern. Dies fithrt zu einem weiteren Absinken der Frequenz
mit der schnellsten Rotation (fc) und verstarkt die Unterschiede
zu den unbehandelten Zellen. Uberraschenderweise unterscheidet
sich ein charakteristisches Spektrum einer apoptotischen Zelle
von dem einer normalen Zellen bzw. dem einer nekrotisch gesché&-
digten Zelle (Figur Z2E). Der Peak bei 2,5 MHz verschwindet v&l-
lig. Die hochste Rotationsgeschwindigkeit ist bei etwa 10 MHz zu
verzeichnen. Eine typische apoptotische Zelle mit diesem be-
schriebenen ER-Spektrum weist starke Plasmamembranprotuberanzen
auf (s. Figur 1B). In diesem Stadium ist ihre Plasmamembran je-
doch immer noch intakt (Figur 4). Somit ist das erfindungsgemélbe
Verfahren geeignet, zwischen normalen, apoptotischen und nekro-

tisch geschadigten Zellen zu unterscheiden.

Elektrorotationsmessungen bei den beiden Frequenzen 2,5 MHz (Fi-
gur 2 F) und 10 MHz (Figur 2G) koénnen den Unterschied zwischen
diesen drei unterschiedlichen Zellstadien bereits deutlich er-

kennbar machen. Das Verhdltnis der Rotationsgeschwindigkeit (in-
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versen Rotationszeit) der Messung bei 10 MHz und der Messung bei
2,5 MHz ist flir die normale Zelle nahe bei 1 (mit etwa 10% Ab-
weichung). FUr die nekrotisch geschéddigte Zelle ist es deutlich
kleiner als 1 (0,6 - 0,8) und flir die apoptotische Zelle ist es

gréRer als 1 (in diesem Fall 1,4).
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur zerstdérungsfreien Vitalitdtsmessung an biolo-
gischen Zellen, insbesondere zur Bestimmung von Apoptose,
dadurch gekennzeichnet, dass

mindestens eine Zelle hochfrequenten alternierenden, insbesonde-
re rotierenden, elektrischen Feldern und/oder Impedanzpriiffel-
dern ausgesetzt wird und an der Zelle fir mindestens einen Fre-
guenzbereich oder einzelne Frequenzen mindestens eine Rotations-
messung, eine Dielektrophoresemessung und/oder eine Impedanzmes-
sung erfolgen, aus denen mindestens ein Messparameter ermittelt
wird, der flir den Vitalit&dtszustand der Zelle charakteristisch

ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass an
der mindestens einen Zelle fiir mindestens zwei Frequenzbereiche
oder mindestens zwei Frequenzen je mindestens eine Rotationsmes-
sung, eine Dielektrophoresemessung und/oder eine Impedanzmessung
durchgefihrt wird, unter Erhalt von je mindestens einem Wert fiir
den Messparameter, diese mindestens zwei Werte miteinander ver-
glichen werden, und so ermittelt wird, in welchem Vitalit&tszu-
stand sich die Zelle befindet, insbesondere ob es sich um eine
Zelle im Zustand der Apoptose, der Nekrose oder um vitale Zellen

handelt.

3. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 und/oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass der Messparameter Rotationsge-
schwindigkeit, Wandergeschwindigkeit, elektrophoretische Beweg-
lichkeit und/oder Impedanz, insbesondere Betrag und/oder Phase

umfasst.

4, Verfahren gemdB Anspruch 1 bis 3, bel dem mindestens ein Ro-

tationsspektrum der mindestens einen Zelle durch Erfassung der
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Rotationsgeschwindigkeit der Zelle in Abhingigkeit von der Fre-

quenz des rotierenden elektrischen Feldes gemessen wird.

5. Verfahren gemdl mindestens einem der Anspriiche 1 und 4, bei
dem die Rotationsgeschwindigkeit der mindestens einen Zelle bei
mindestens je einer Frequenz des Frequenzbereiches 1 bis 4 MHz,
vorzugsweise 2 bis 3 MHz, besonders bevorzugt 2,3 bis 2,6 MHz
und des Frequenzbereiches 5 bis 100 MHz, vorzugsweise 6 bis 50

MHz besonders bevorzugt 8 bis 15 MHz bestimmt wird.

6. Verfahren gem&B Anspruch 5, bel dem als Messparameter der
Quotient aus den Rotationsgeschwindigkeiten ermittelt wird, die

jeweils im hoheren und im niedrigeren Frequenzbereich auftreten.

7. Verfahren gemdR Anspruch 6, bel dem eine apoptotische Zelle
dadurch bestimmt wird, dass der Quotient groBer als 1, besonders
bevorzugt 1,1 bis 1,8, ist, wobei der Quotient flr ﬁekrotische

Zellen kleiner 1, besonders bevorzugt 0,6 bis 0,8 und fir vitale

Zellen gleich 1 ist.

8. Verfahren gemdB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 7, bei
dem Apoptose dadurch bestimmt wird, dass das Rotationsspektrum
und/oder die mindestens 2 Rotationsgeschwindigkeiten der mindes-
tens einen zu untersuchenden Zelle mit dem Rotationsspektrum
und/oder den mindestens 2 bei denselben Frequenzen, wie der zu
untersuchenden Zelle ermittelten Rotationsgeschwindigkeiten ei-

ner Referenzzelle, verglichen wird/werden.

9. Verfahren gem@R Anspruch 8, bei dem Apoptose dadurch festge-
stellt wird, dass das Rotationssprektrum der zu untersuchenden
zelle im Gegensatz zur Referenzzelle sein Maximum in einem nied-
rigeren Frequenzbereich aufweist, wobei die Referenzzelle eine
native oder eine gezielt in den Zustand der Nekrose gebrachte

zelle, bevorzugt desselben Zelltyps, ist.
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10. Verfahren gemdB Anspruch 9, bei dem Apoptose dadurch festge-
stellt wird, dass das Rotationsspektrum der zu untersuchenden

Zelle im Gegensatz zur Referenzzelle sein Maximum im Frequenzbe-
reich von 5 bis 100, bevorzugt 6 bis 50 MHz, besonders bevorzugt

8 bis 15 MHz aufweist.

11. Verfahren gem&h Anspruch 8, bei dem Apoptose dadurch festge-
stellt wird, dass das Rotationsspektrum der zu untersuchenden
Zelle sein Maximum in einem vergleichbaren Frequenzbereich wie
die Referenzzelle aufweist, wobei die Referenzzelle ein gezielt
in den Zustand der Apoptose gebrachte Zelle, bevorzugt desselben

Zelltyps, ist.

12. Verfahren gemdB Anspruch 11, bei dem Apoptose dadurch fest-
gestellt wird, dass das Rotationsspektrum der zu untersuchenden
Zelle genau wie die Referenz sein Maximum im Frequenzbereich von
5 bis 100, bevorzugt 6 bis 50 MHz, besonders bevorzugt 8 bis 15

MHz aufweist.

13. Verfahren gem&R mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, bei
dem mindestens ein Dielektrophoreséspektrum der mindestens einen
Zelle durch Erfassung der Wandergeschwindigkeit oder der

elektrophoretischen Beweglichkeit der Zelle in Abhingigkeit von

der Frequenz des elektrischen Feldes gemessen wird.

14. Verfahren gem&B mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3 oder
13, bei dem die Wandergeschwindigkeit oder elektrophoretische
Beweglichkeit der mindestens einen Zelle bei einer externen
Leitféhigkeit von insbesondere 0.3 S/m bei mindestens zwei Fre-
guenzen im Frequenzbereich von 0 bis 5 MHz, bevorzugt 1 bis 4

MHz, aufgezeichnet wird.
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15. Verfahren gem&B Anspruch 14, bei dem Apoptose dadurch fest-
gestellt wird, dass der Frequenzdurchtritt des Uberganges von
negativer zu positiver Dielektrophorese im Dielektrophore-
sespektrum im Bereich von 3,3 bis 3,8 MHz, bevorzugt bei 3,5

MHz, liegt.

16. Verfahren gem&h mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, 13,
14, 15, bei dem Apoptose dadurch bestimmt wird, dass das Die-
lektrophoresespektrum und/oder die mindestens 2 Wandergeschwin-
digkeiten oder elektrophoretischen Beweglichkeiten der mindes-
tens einen zu untersuchenden Zelle mit dem Dielektrophore-
sespektrum und/oder die mindestens zwei Wandergeschwindigkeiten
oder elektrophoretischen Beweglichkeiten einer Referenzzelle

verglichen wird.

17. Verfahren gemih mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3, bei
dem mindestens ein Impedanzspektrum der mindestens einen Zelle

durch Erfassung der Impedanz, insbesondere Betrag und/oder Pha-
se, der mindestens einen Zelle in Abh#ngigkeit von der Frequenz

des Impedanzpriffeldes ein Impedanzspektrum gemessen wird.

18. Verfahren gemdR mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3 oder
17, bei dem die Impedanz (Betrag und/oder Phase) der mindestens
einen Zelle bei mindestens zweli Frequenzen im Frequenzbereich
von 1 Hz bis 100 kHz, bevorzugt 0,5 kHz bis 10 kHz aufgezeichnet

wird.

19. Verfahren gem&B mindestens einem der Anspriiche 17 oder 18,
bei dem Apoptose dadurch bestimmt wird, dass das Impedanzspekt-
rum und/oder die mindestens zwei Impedanzen (Betrag und/oder

Phase) der mindestens einen zu untersuchenden Zelle mit dem Im-
pedanzspektrum und/oder die mindestens zwei Impedanzen (Betrag

und/oder Phase) einer Referenzzelle verglichen wird.
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20. Verfahren gemdf mindestens einem der Anspriiche 8, 16 oder
19, bei dem es sich bel der Referenzzelle um eine vitale Zelle,
eine gezielt in den Zustand der Apoptose gebrachte Zelle, oder
eine gezielt in den Zustand der Nekrose gebrachte Zelle, jeweils
bevorzugt desselben Zelltyps wie die zu untersuchende Zelle,

handelt.

21. Verfahren gemdf Anspruch 20, bei dem Apoptose dadurch fest-
gestellt wird, das das Impedanzspektrum einer apoptotischen Zel-
le im Gegensatz zu dem einer vitalen oder nekrotischen Zelle An-
derungen im Frequenzbereich von 1 Hz bis 100 kHz bevorzugt 0.5

kHz bis 10 kHz zeigt.

22. Verfahren gemdh mindestens einem der Anspriiche 1 bis 21, bei
dem die mindestens eine Zelle bei Aufnahme der Rotationsge-
schwindigkeit und/oder dielektrophoretischen Beweglichkeit
und/oder Impedanz bei mindestens einer Frequenz gleichzeitig

suspendiert im Fokus einer optischen Falle gehalten wird.

23. Verfahren gemdB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 22, bei
dem Rotationsspektren und/oder die mindestens 2 Rotationsge-
schwindigkeiten und/oder die Dielektrophoresespektren und/oder
die mindestens zwei Wandergeschwindigkeiten oder elektropho-
retischen Beweglichkeiten und/oder die Impedanzspektren und/oder
die mindestens zwei Impedanzen (Betrag und/oder Phase) in Abh&n-

gigkeit von der Zeit aufgenommen werden.

24. Verfahren gemdB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 23, bei
dem das Verfahren, ggf. bei der Durchfilhrung von Chemotherapie,
Radiotherapie, Immuntherapie, Operationen oder einer Kombination
dieser Therapien, zur Diagnose und/oder Therapiekontrolle von
Krankheiten und/oder Prozessen verwendet wird,

- die mit einer Erhdhung der Apoptoserate verbunden sind, wie

insbesondere AIDS, neurodegenerative Erkrankungen, insbesondere
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Alzheimer, Parkinson; durch Gifte, insbesondere Alkohol, verur-
sachte Leberkrankheiten; Krankheiten, die eine zu geringe Hor-
monproduktion oder -ausschiittung hervorrufen,

- die mit einer Erniedrigung der Apoptoserate verbunden sind,
wie insbesondere maligne und benigne hyperproliferative Erkran-
kungen, wie Krebs, hormon-abhidngige Tumore, Leukdmie; Autoimmun-
krankheiten, insbesondere Arthritis, Diabetis mellitus und vira-
le Infektionen, insbesondere durch Herpesviren, Poxviren oder

Adenoviren hervorgerufene Krankheiten.

25. Verfahren gemdB mindestens einem der Anspriiche 1 bis 24, bei

dem eine Identifizierung von Apoptose-beeinflussenden Substanzen

erfolgt.

26. Verfahren gemd&f Anspruch 25, bei dem die folgenden Schritte
vorgesehen sind:

- Bereitstellen mindestens einer zu untersuchenden Zellkultur-
probe,

- Zugabe einer potentiellen Apoptose-beeinflussenden Substanz
oder Mischungen aus mindestens zwei dieser Substanzen,

- Einbringen der mindestens einen Zelle der zu untersuchenden
Zellkulturprobe in ein Mikrosystem und Ermittlung des mindestens
einen Messparameters, der flir den Vitalitdtszustand der Zelle
charakteristisch ist,

- Bestimmung der Apoptose-beeinflussenden Eigenschaften.

27. Verfahren gemd&l Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass
mindestens zweil Werte fliir einen Messparameter bestimmt werden
und die Apoptose beeinflussenden Eigenschaften durch Vergleich

dieser mindestens zwei Werte miteinander bestimmt werden.

28. Verfahren gemdB Anspruch 26 und/oder 27, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Apoptose-beeinflussenden Eigenschaften durch

Vergleich mindestens eines Wertes fiir einen Messparameter der
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mindestens einen Zelle mit dem mindestens einer Zelle einer Re-

ferenzprobe bestimmt werden.

29. Verfahren gemah Anspruch 28, bei dem als Referenzprobe eine
Probe desselben Zelltyps wie die zu untersuchende Probe, vor Zu-
gabe der mindestens einen potentiellen Apoptose beeinflussenden

Substanz, verwendet wird.

30. Verfahren gem&B mindestens einem der Anspriiche 25 bis 29,
bei dem die Apoptose-beinflussenden Eigenschaften der mindestens
einen Substanz dadurch festgestellt werden, dass das Rotations-
spektrum der mindestens einen zu untersuchenden Zelle der Probe
im Vergleich zum Spektrum der mindestens einen Zelle der Refe-
renzprobe sein Maximum in einem niedrigen Frequenzbereich auf-

weist.

31. Verfahren gem&B Anspruch 30, bei dem die Apoptose-
beeinflussenden Eigenschaften der mindestens einen Substanz da-
durch festgestellt werden, dass das Rotationsspektrum der min-
destens einen zu untersuchenden Zelle der Probe im Gegensatz zum
Spektrum der mindestens einen Zelle der Referenzprobe eine Ande-
rung insbesondere im Frequenzbereich von 5 bis 100, bevorzugt 6
bis 50 MHz, besonders bevorzugt 8 bis 15 MHz und/oder im Fre-
quenzbereich von 1-4 MHz, bevorzugt 2 bis 3 MHz, besonders be-

vorzugt 2,3-2,6 MHz aufweist.

32. Verfahren gem&Rf mindestens einem der Anspriiche 25 bis 29,
dadurch gekennzeichnet, dass die Apoptose-beeinflussenden Eigen-—
schaften der mindestens einen Substanz dadurch festgestellt wer-
den, dass das Dielektrophoresespektrum der mindestens einen zu
untersuchenden Zelle der Probe im Gegensatz zum Spektrum der
mindestens einen Zelle der Referenzprobe, eine Anderung insbe-
sondere im Frequenzbereich von 0 bis 5 MHz, bevorzugt 1 bis 4

MHz, aufweist.
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33. Verfahren gemd® mindestens einem der Anspriiche 25 bis 29,
dadurch gekennzeichnet, dass die Apoptose-beeinflussenden Eigen-
schaften der mindestens einen Substanz dadurch festgestellt wer-
den, dass das Impedanzspektrum der mindestens einen zu untersu-
chenden Zelle der Probe im Gegensatz zum Spektrum der mindestens
einen Zelle der Referenzprobe, eine Anderung insbesondere im
Frequenzbereich von 1 Hz bis 100 kHz, bevorzugt 0,5 kHz bis 10

kHz, aufweist.

34. Verfahren gemdl mindestens einem der Anspriiche 25 bis 33,
bei dem eine Separation der Zellen eines bestimmten Volumens der
Probe und/oder der eines bestimmten Volumens der Referenzprobe

durchgefihrt wird.

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass die

Separation dielektrisch durchgeftihrt wird.

36. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet, dass die
Separation mit Hilfe mindestens eines rotierenden, elektrischen

und/oder Impedanzpriiffeldes durchgefiihrt wird.

37. Verfahren gem&R Anspruch 34 bis 36, bei dem nach Durchfiih-
rung der Separation, die Anzahl der apoptotischen Zellen der zu
untersuchenden Probe im Verh&ltnis zu der Anzahl der apoptoti-

schen Zellen der Referenzprobe ermittelt wird.

38. Verfahren gemdf mindestens einem der Anspriiche 25 bis 37,
bei dem Apoptose-erhdhende Substanzen durch eine Erhdhung der
Anzahl apoptotischer Zellen im Verh&ltnis zur Referenzprobe cha-

rakterisiert sind.

39. Verfahren gemdf mindestens einem der Anspriiche 25 bis 38,

bel dem Substanzen, die die Apoptose nicht beeinflussen, durch
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einen zur Referenzprobe vergleichbaren Anteil apoptotischer Zel-

len charakterisiert sind.

40. Verfahren gemidB mindestens einem der Anspriiche 25 bis 39,
bei dem Apoptose-hemmende Substanzen durch eine niedrigere An-
zahl apoptotischer Zellen im Verhdltnis zur Referenzprobe cha-

rakterisiert sind.

41, Verfahren gemdf mindestens einem der Anspriiche 25 bis 40,
bei dem die Zellkulturprobe vor oder wdhrend der Zugabe einer
potentiellen Apoptose-hemmenden Substanz mit einer Apoptose-

erhohenden Substanz versetzt wird.

42, Verfahren gemd® Anspruch 41, bei dem als Referenzprobe die
mit einer Apoptose-erhthenden Substanz versetzte Zellkulturprobe
und oder eine Zellkulturprobe, die den gleichen Anteil Apoptose-

erhdhende Substanz erhdlt, eingesetzt wird.

43. Verfahren gemdB Anspruch 42, beil dem eine Apoptose-hemmende
Substanz dadurch charakterisiert ist, dass sie im Verhdltnis zur
Referenzprobe einen geringeren Anteil apoptotischer Zellen auf-

welst.

44. Verfahren gemdl mindestens einem der Anspriiche 1 bis 23, bei

dem folgende Schritte vorgesehen sind:

- Bereitstellen mindestens einer zu untersuchenden Zellprobe,

- Einbringen der mindestens einen Zelle der zu untersuchenden
Zellprobe in ein Mikrosystem und Ermittlung des mindestens
einen Messparameters, der fiir den Vitalit&tszustand der
Zelle charakteristisch ist,

- Separation der Zellen der zu untersuchenden Zellprobe oder
eines bestimmten Volumens dieser Zellprobe nach ihrem Vi-

talitdtszustand.
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