WO 01/27591 A2

(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum

Internationales Biiro

(43) Internationales Veréffentlichungsdatum

19. April 2001 (19.04.2001)

A 010 0 O A

(10) Internationale Verdffentlichungsnummer

WO 01/27591 A2

(51) Internationale Patentklassifikation’:
(21) Internationales Aktenzeichen:

(22) Internationales Anmeldedatum:

GOIN 21/00 CZ,DE, DK, DM, DZ, EE, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM,

HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK,

PCT/EP00/10030 LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX,

MZ, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, SL,
TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, ZA, ZW.

11. Oktober 2000 (11.10.2000)

(25) Einreichungssprache:
(26) Veroffentlichungssprache:

(30) Angaben zur Prioritét:

(84) Bestimmungsstaaten (regional): ARIPO-Patent (GH,

Deutsch GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), eura-
sisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Deutsch europiisches Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, F,

FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), OAPI-Patent
(BE, BJ, CE, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, NE,

199 49 029.5 11. Oktober 1999 (11.10.1999)  DE SN. TD. TG).

(71) Anmelder und

(72) Erfinder: BITTNER, Christoph [DE/DE]; Auf der Hart  Verdffentlicht:

14, 33649 Bielefeld (DE).

(74) Anwalt: STEINMEISTER, Helmut;

beck-Strasse 51, 33617 Bielefeld (DE).

—  Ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu
verdffentlichen nach Erhalt des Berichts.

Artur-Lade-

Zur Erkldrung der Zweibuchstaben-Codes, und der anderen
Abkiirzungen wird auf die Erkidrungen ("Guidance Notes on

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, Codes and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CR, CU, der PCT-Gazette verwiesen.

(54) Title: METHOD AND DEVICE FOR CHARACTERIZING A CULTURE LIQUID

(54) Bezeichnung: VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR CHARAKTERISIERUNG EINER KULTURFLUSSIGKEIT

S

+——20

10

(57) Abstract: The invention relates to a method for characterizing a culture
liquid, especially in a bioreactor. According to the inventive method, the cells
(22) contained in the culture liquid are illuminated in situ, the cells (22) are
microscopically imaged and the culture liquid is analyzed by evaluating the
image. The illumination method used is the dark field illumination and the
image evaluation comprises a comparison of the intensities of the light emitted
by the core of the cell and that emitted by the cell border. Said comparison
allows a differentiation between living and dead cells (22), thereby allowing
an evaluation of the vitality of the culture liquid.

(57) Zusammenfassung: Bei einem Verfahren zur Charakterisierung einer
Kulturfliissigkeit, insbesondere in einem Bioreaktor, wird in situ durch Be-
leuchtung der in der Kulturfliissigkeit enthaltenen Zellen (22), mikroskopische
Abbildung der Zellen (22) und durch eine Bildauswertung der Abbildung die
Kulturfliissigkeit analysiert. Die Beleuchtung wird als Dunkelfeldbeleuchtung
durchgefiihrt, und die Bildauswertung umfa6t einen Vergleich der Intersititen
des vom Zellinneren und des vom Zellrand abgegebenen Lichtes, durch wel-
chen Vergleich eine Unterscheidung lebender und toter Zellen (22) zur Bestim-
mung der Vitalitit der Kulturfliissigkeit durchgefiihrt wird.
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VERFAHREN UND VORRICHTUNG ZUR CHARAKTERISIERUNG
EINER KULTURFLUSSIGKEIT

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren gemafs dem Oberbegriff des Patent-

anspruches 1, sowie auf eine Vorrichtung zur Durchftihrung des Verfahrens.

Ein solches Verfahren, wie es beispielsweise in der DE 40 32 002 C2 gezeigt ist,
kommt in geschlossenen Behaltern und Anlagen zum Einsatz, in dem Mikroor-
ganismen unter sterilen Bedingungen kultiviert werden. Zur automatischen Re-
gelung des Kultivierungsprozesses werden Mefwerte benotigt, die Aufschluf
iiber den Zustand der Kulturfliissigkeit geben, insbesondere tiber die Zellkon-
zentration. Eine Regelung funktioniert aber nur dann zufriedenstellend, wenn
diese Werte schnell, d.h. on-line gemessen werden. Daflir sind alle off-line-Me-
thoden unbrauchbar wie z.B. die manuelle Probenahme und Analyse. Auch der
Zusatz von analytischen Reagentien zum Reaktorinhalt ist tiblicherweise nicht

erlaubt.

Man verwendet dehalb gerne optische Detektoren zur Messung der Lichtabsorp-
tion, Lichtstreuung oder die Fluoreszenz der Zellen. Leider unterscheiden diese
Verfahren in der Regel nicht zwischen den Zellen und der sie umgebenden Flis-
sigkeit. Es ist daher schwierig, detaillierte Aussagen uber die Zellpopulation im

abgeschlossenen Bioreaktor zu bekommen.

Das Verfahren und die Vorrichtung gemafs der DE 40 32 002 C2 stellen deshalb
einen wesentlichen Fortschritt dar. Bei diesem Verfahren werden die Zellen be-
leuchtet, durch ein Mikroskop und eine Videokamera abgebildet und diese Ab-
bildung durch eine elektronische Bildverarbeitung analysiert. Eine Entnahme
der Zellen ist nicht notig. Das mikroskopierte Volumen ist optisch oder mecha-
nisch definiert, dhnlich einer Zahlkammer. Durch die Bildverarbeitung kénnen
selektiv Zellen erfat werden und ihre Konzentration, Gréfie und Morphologie
bestimmt werden. Die Losung, in der die Zellen schwimmen, Begleitstoffe, Kon-
taminationen und Luftblasen kénnen zuverlassig von den Zellen unterschieden
werden. Die In situ-Mikroskopie liefert als Messwerte die Zellkonzentration und
ZellgroBenverteilung. Aus beiden kann auf die Biotrockenmasse geschlossen

werden.
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Dartiber hinaus ist jedoch die Bestimmung der Vitalitat der Kulturflissigkeit er-
wiinscht. Die Vitalitit einer Zellprobe ist definiert als das Verhaltnis der leben-
den Zellen dividiert durch die Gesamtzahl der Zellen (Summe der lebenden und
toten Zellen). Die Vitalitat ist ein wichtiger Parameter fiir Kultivierungen im in-
dustriellen Mafistab. In diesen Prozessen wird die Biomasse mehrfach verwen-
det, bis der Totzellanteil so hoch ist, daf eine neue Zellkultur eingesetzt werden
muss. Ein anderer Einsatzzweck ist das Animpfen von Kultivierungen: kennt
man die Vitalitat einer Zellprobe und die Zellkonzentration, kann das bendtigte
Volumen zum Animpfen einer Kultur berechnet werden (z.B. beim Anstellen der
Hefe in Brauereien). Es ware deshalb ein grofier Fortschritt, wenn die absolute
Zellkonzentration und die Vitalitat mit Hilfe der gleichen Sonde bestimmt wer-
den koénnen. Allerdings fehlt bislang eine Moglichkeit, die Zellvitalitat als zuséatz-

lichen Parameter flir jede Zelle einzeln zu erfassen.

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren aufzuzeigen, mit
dem bei In situ-mikroskopischer Beobachtung von Zellen im Bioreaktor eine di-
rekte Beurteilung der Vitalitat einzelner Zellen moglich ist, und eine Vorrichtung

zur Durchfiihrung des Verfahrens zu schaffen.

Das Verfahren und eine Vorrichtung zur Losung dieser Aufgabe sind in den Pa-

tentanspriichen 1 und 10 offenbart.

Beim erfindungsgemafen Verfahren wird die Beleuchtung der Zellen als Dunkel-
feldbeleuchtung durchgeftihrt. Bei dieser Beleuchtungsanordnung gelangt kein
direktes Licht der beleuchtenden Lichtquelle, sondern nur das von den beleuch-
teten Zellen abgegebene, also beispielsweise gestreute Licht zur Abbildung. Bei
der Auswertung der Abbildung wird ein Vergleich der Intensitaten des vom Zel-
linneren und des vom Zellrand abgegebenen Lichtes durchgeftihrt. Dadurch
koénnen lebende und tote Zellen unterschieden werden, so daf die Vitalitat der

Kulturflissigkeit bestimmt werden kann.

Das Verfahren nutzt die Eigenschaft der Zellen, Licht abzulenken. Ein lebende
Zelle lenkt das Licht im wesentlichen in Vorwartsrichtung, wahrend eine tote
Zelle das Licht diffus nach allen Seiten ablenkt. Verwendet man eine optische
Anordnung zur winkelselektiven Erfassung des von den Zellen abgelenkten
Lichts, also eine Dunkelfeldanordnung, und baut diese in ein In situ-Mikroskop

ein, ist es moglich, die Zellvitalitat direkt im Reaktor zu erfassen.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Weitere bevorzugte Ausgestaltungen sind in den Unteransprtichen 2 bis 9 sowie

11 bis 20 angegeben.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Zeichnungen néher erlautert. Es

zeigen:

Fig. 1 zeigt eine schematische Darstellung einer ersten Ausfithrungs-
form der erfindungsgeméafien Vorrichtung;

Fig. 2 zeigt eine zweite Ausfuhrungsform mit einer verdnderten Be-
leuchtungsanordnung;

Fig. 3 zeigt eine Ausfuhrungsform, die neben der Dunkelfeldmikrosko-
pie zur Hellfeldmikroskopie vorgesehen ist;

Fig. 4 zeigt eine Ausfithrungsform, die neben der Dunkelfeldmikrosko-
pie zur Fluoreszenzmikroskopie vorgesehen ist;

Fig. 5 zeigt eine Ausfiihrungsform, die neben der Dunkelfeldmikrosko-
pie zur Phasenkontrastmikroskopie vorgesehen ist; und

Fig. 6 zeigt eine Ausfiihrungsform, die neben der Dunkelfeldmikrosko-

pie zur Interferenzkontrastmikroskopie vorgesehen ist.

Die in Fig. 1 gezeigte Vorrichtung umfagt einen zylindrischen Tubus 10, der in
die Kulturfliissigkeit im nicht dargestellten Bioreaktor eintaucht. Innerhalb des
Tubus 10 befinden sich zwei parallel und senkrecht zur Tubusachse angeordne-
te Glasplatten 12,14. Der Zwischenraum zwischen den Glasplatten 12,14 bildet
ein Probenvolumen 16 der zu untersuchenden Kulturfliissigkeit. Damit die Kul-
turflissigkeit das Probenvolumen 16 frei durchstrémen kann, sind im Bereich
des Probenvolumens 16 nicht dargestellte Offnungen gegentberliegend in der
Wand des Tubus 10 angeordnet. Da es vorteilhaft ist, die Fltissigkeit im Proben-
volumen 16 wahrend der Untersuchung ruhigzustellen, sind die Offnungen bei
Bedarf zu verschliefSen. Dartiber hinaus ist eine der Glasplatten 14 entlang der
Tubusachse verstellbar, so daff die Dicke des Probenvolumens 16 veranderbar

ist.

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Augerhalb des Probenvolumens 16 ist ein Mikroskop-Objektiv 18 angeordnet,
dessen optische Achse mit der Tubusachse zusammenféllt. Auf der den
Glasplatten 12,14 gegentiberliegenden Seite des Objektivs 18 ist ein elektroni-
scher Bildaufnehmer 20 angeordnet, dessen Aufnahmeflache senkrecht zur opti-
schen Achse des Objektivs 18 steht. Entsprechend der Brennweite des Objektivs
18 sind die Abstande des Objektivs 18 von der Glasplatte 14 sowie des Bildauf-
nehmers 34 vom Objektiv 18 so gewahlt, daf sich ein Objekt, also insbesondere
eine zu untersuchende Zelle 22, innerhalb des Probenvolumens 16 auf der Auf-
nahmeflache des Bildaufnehmers 20 scharf abbilden 1383t.

Auf der dem Objektiv 18 und dem Bildaufnehmer 20 gegentiiberliegenden Seite
der Glasplatten 12,14 befindet sich ein Dunkelfeldkondensor 24 mit einer im
wesentlichen punktformigen Lichtquelle 26, einem auf der optischen Achse des
Objektivs 18 angeordneten Konvexspiegel 28 und einem Konkavspiegel 30, der
radialsymmetrisch und etwa ringformig um die optische Achse herum angeord-
net ist und in Fig. 1 nur teilweise dargestellt ist. Es handelt sich bei dem in Fig.
1 gezeigten Dunkelfeldkondensor 24 um einen sogenannten Kardiolidkondensor.
Das Licht der Lichtquelle 26 wird vom Konvexspiegel 28 auf den Konkavspiegel
30 reflektiert, welcher es als schwach konvergentes rotationssymmetrisches
Brtindel schrag zur optischen Achse des Objektivs 18 in das Probenvolumen 16
reflektiert. Die vom Konkavspiegel 30 ausgehenden Lichtbtindel kreuzen sich so-
mit innerhalb des Probenvolumens 16 und treffen auf Zellen 22 innerhalb des

Probenvolumens, die dadurch beleuchtet werden.

Im folgenden wird die Funktionsweise der Anordnung in Fig. 1 beschrieben. Zur
Ruhigstellung der Kulturfliissigkeit innerhalb des Probenvolumens 16 werden
die Offnungen in der Wand des Tubus 10 verschlossen, so daff die Stromung
unterbrochen wird. Anschliefend wird die verschiebbare Glasplatte 14 in Rich-
tung der feststehenden Glasplatte 12 bewegt, bis der Zwischenraum zwischen
den beiden Glasplatten 12,14 so klein ist, da§ das Probenvolumen 16 nur noch
durch eine ditnne Fliussigkeitsschicht gebildet wird. Die Dicke dieser Schicht
sollte der Scharfentiefe des Objektivs 18 entsprechen, so daf alle Zelien 22 in-

nerhalb des Probenvolumens 16 scharf abzubilden sind.
Das Licht des Dunkelfeldkondensors 24 trifft auf die Zellen 22, gelangt jedoch

nicht direkt ins Objektiv 18, da dieses auferhalb des Strahlengangs des Dun-

kelfeldkondensors 24 angeordnet ist. Somit gelangt nur das von den beleuchte-
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ten Zellen 22 abgegebene Licht ins Objektiv 18, welches ein scharfes Bild der
Zellen 22 auf der lichtempfindlichen Aufnahmeflache des Bildaufnehmers 20 er-
zeugt. Diese Abbildung wird digitalisiert und durch eine Bildverarbeitungssoft-

ware analysiert.

Zur Unterscheidung lebender und toter Zellen 22 wird die Tatsache ausgenutzt,
daf bei der hier beschriebenen Abbildung durch eine Dunkelfeldbeleuchtung
das Innere lebender Zellen wesentlich dunkler erscheint als der Zellrand, wéh-
rend bei toten Zellen das Zellinnere etwa so hell wie der Rand erscheint. Durch
die Bildverarbeitung kann deshalb auf einfache Weise eine Beurteilung der Vita-
litat der Kulturfliissigkeit vorgenommen werden, indem bei einzelnen Zellen die
Helligkeit des Zellrandes mit der des Zellinneren verglichen wird, auf dieser
Grundlage eine Entscheidung dartber getroffen wird, ob es sich um eine leben-
de oder eine tote Zelle handelt, und in Folge der Anteil der lebenden Zellen an
der Gesamtzahl der Zellen ermittelt wird.

Auf das Ruhigstellen der Kulturflissigkeit im Probenvolumen 16 durch Ver-
schlieBen der Offnungen kann verzichtet werden, wenn die Zellen 22 wahrend
der Belichtungszeit des Bildaufnehmers (etwa 1/50 sec) nur kurzzeitig beleuch-
tet werden, so daf trotz der Bewegung der Zellen 22 eine scharfe Abbildung er-
zeugt werden kann. Diese kurzzeitige Beleuchtung wird durch einen gepulsten
Betrieb der Lichtquelle 26 erreicht. Als Lichtquelle 26 eignen sich beispielsweise
Blitzlampen, LEDs und Laser.

Fig 2 zeigt eine zweite Ausfiihrungsform ahnlich der Anordnung aus Fig. 1, die
einen Dunkelfeldkondensor mit einer Anzahl punktférmiger Lichtquellen 32,34
umfaft, von denen in Fig. 2 zwei gegentiberliegende Lichtquellen beispielhaft ge-
zeigt sind. Diese Lichtquellen 32,34 sind kranzférmig und rotationssymmetrisch
um die optische Achse herum angeordnet. Ihr Licht wird durch Linsen 36,38,
deren optische Achsen in einem Punkt innerhalb des Probenvolumens 16 einan-
der kreuzen, in das Probenvolumen 16 hinein fokussiert, so daf sich ein Strah-

lengang ergibt, der dem des Kardiolidkondensors 18 aus Fig. 1 entspricht.

Fig. 3 zeigt eine weitere Ausfiihrungsform der erfindungsgeméfien Vorrichtung,
die es erméglicht, aufer der Dunkelfeldmikroskopie gleichzeitig auch Hellfeldmi-
kroskopie durchzufiihren. Zu diesem Zweck ist die Anordnung mit einem Kon-
densor 24 versehen, der eine Anordnung mit einer etwa punktférmigen Licht-

quelle 26, einem Konvexspiegel 28 und einem ringférmig um die optische Achse
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des Mikroskopobjektivs 18 angeordneten Konkavspiegel 30 aufweist, die dem
Kardiolidkondensor 24 aus Fig. 1 entspricht und die dort beschriebene Dunkel-
feldbeleuchtung des Probenvolumens 16 ermoglicht. Im Unterschied zum Kon-
densor 24 aus Fig. 1 ist jedoch der Konvexspiegel 28 so ausgebildet, daf er ei-
nen Teil des von der Lichtquelle 26 ausgehenden Lichts zum Konkavspiegel 30
reflektiert, jedoch den tbrigen Anteil des Lichts durchlaft. Dieser durchgelasse-
ne Anteil durchleuchtet das Probenvolumen 16, so daf3 der von der Kulturflis-
sigkeit und den Zellen 22 durchgelassene Anteil in das Objektiv 18 eintreten
und eine Abbildung auf dem Bildaufnehmer 20 erzeugen kann. Insgesamt wer-
den somit zwei Abbildungen erzeugt: einerseits durch die Dunkelfeldbeleuch-
tung der Zellen 22 und Abbildung der beleuchteten Zellen, und andererseits
eine Transmissionsabbildung des von den Zellen 22 transmittierten Durchlich-
tes der Hellfeldbeleuchtung. Zur Trennung der beiden Abbildungen ist auf der
optischen Achse zwischen dem Mikroskopobjektiv 18 und dem Bildaufnehmer
20 ein Strahlteilerwiirfel angeordnet, der einen Anteil des in den Strahlteiler 44
eintretenden Lichts in einer Richtung senkrecht zur optischen Achse reflektiert.
Dieses Licht trifft auf einen zweiten Bildaufnehmer 42, der in gleicher Weise wie
der erste Bildaufnehmer 20 zur Erzeugung und digitalen Verarbeitung einer Ab-

bildung vorgesehen ist.

Zur Bildverarbeitung ist es notwendig, diese beiden Abbildungen optisch vonein-
ander zu trennen. Dies geschieht, indem das fiir die beiden Beleuchtungsarten,
also fiir die Dunkelfeldbeleuchtung und die Hellfeldbeleuchtung verwendete
Licht unterschiedlich polarisiert wird und das aus dem Probenvolumen 16 in
das Mikroskopobjektiv 18 eintretende Licht entsprechend den unterschiedlichen
Polarisationsrichtungen im Abbildungsstrahlengang durch den polarisierenden
Strahlteiler 44 wieder getrennt wird, so daf3 das vom Strahlteiler 44 durchgelas-
sene Licht einer ersten Polarisationsrichtung und das vom Strahlteiler 44 reflek-
tierte Licht der dazu senkrecht stehenden Polarisationsrichtung entspricht. Die
Polarisationskodierung des fur die unterschiedlichen Beleuchtungen verwende-
ten Lichts geschieht durch eine polarisierende Beschichtung des Konvexspiegels
28, die bewirkt, daf das vom Konvexspiegel 24 reflektierte Licht zur Dunkelfeld-
beleuchtung in einer ersten Richtung, also beispielsweise senkrecht zur Zei-
chen-ebene, polarisiert ist, so daf das von den Zellen 22 aufgrund der Dunkel-
feldbeleuchtung ins Mikroskopobjektiv 18 abgegebene Licht ebenfalls dieser Po-
larisationsrichtung entspricht. Der Strahlteiler 44 ist so angeordnet, daf er das
Licht dieser Polarisationsrichtung reflektiert und auf dem zweiten Bildaufneh-
mer 42 eine Abbildung erzeugt, die von der Dunkelfeldbeleuchtung herrthrt.
Hingegen ist das vom Konvexspiegel 28 durchgelassene Licht senkrecht zu dem
ERSATZBLATT (REGEL 26)
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reflektierten Licht polarisiert, so daf3 das von den Zellen 22 transmittierte und in
das Mikroskopobjektiv 18 eintretende Licht ebenfalls in dieser Richtung polari-
siert ist und vom Strahlteiler 44 ebenfalls durchgelassen wird, so daf auf dem
ersten Bildaufnehmer 20 eine Abbildung erzeugt wird, die der Hellfeldbeleuch-
tung entspricht.

In vergleichbarer Weise kann das fur die Dunkelfeldbeleuchtung und die Hell-
feldbeleuchtung verwendete Licht farblich kodiert werden, so daf3 das zur Dun-
kelfeldbeleuchtung verwendete Licht eine andere Wellenlange aufweist als das
transmittierte Licht der Hellfeldbeleuchtung. Dies ermoglicht eine einfache Un-
terscheidung der durch die verschiedenen Beleuchtungsarten erzeugten Abbil-
dungen durch entsprechende Farbfilter, die auf nicht gezeigte Weise vor den je-

weiligen Bildaufnehmern 20,42 anzubringen sind.

Es ist auch moglich, auf den zweiten Bildaufnehmer 42 und den Strahlteiler 44
zu verzichten, so daf3 beide Abbildungen auf einem einzigen Bildaufnehmer 20
erzeugt werden. In diesem Fall wird die Eigenschaft des digitalen Bildaufneh-
mers ausgenutzt, daf die einzelnen Pixel des Bildaufnehmers jeweils nur fir
eine Farbe (rot, griin oder blau) empfindlich sind. Die Abbildungen unterschied-
licher Farben lassen sich nun separieren, indem die farbempfindlichen Pixel je-

weils einer Farbe ausgelesen und zu einer Abbildung kombiniert werden.

Eine sehr einfache Art der Farbkodierung besteht darin, eine spektral breitban-
dige Lichtquelle 26 vorzusehen und den Konvexspiegel 28 dichroitisch zu be-
dampfen, so daf er Licht einer Wellenlange reflektiert und Licht einer anderen
Wellenlange durchlaft.

Im tbrigen ist es moglich, fir beide Beleuchtungsstrahlengange unterschiedli-

che monochromatische Lichtquellen wie etwa LEDs oder Laser vorzusehen.

Die in Fig. 4 gezeigte Anordnung ist dazu geeignet, auBer der Dunkelfeldmikro-
skopie auch Fluoreszenzmikroskopie durchzuftihren. Die Anordnung ist einer-
seits mit dem aus Fig. 1 bekannten Dunkelfeldkondensor 24 versehen. Dartliber
hinaus ist in dem dem Dunkelfeldkondensor 24 gegentiberliegenden Tubusbe-
reich eine weitere Lichtquelle 46 vorgesehen, die gegentiber der optischen Achse
des Mikroskopobjektivs 18 versetzt ist und deren Licht von einem Strahlteiler 48
um 90 Grad in Richtung des Mikroskopobjektivs 18 reflektiert wird und von die-
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sem in das Probenvolumen 16 hineinfokussiert wird. Zwischen der Fluoreszenz-
lichtquelle 46 und dem Strahlteiler 48 ist ein Filter 50 angeordnet, der das von
der Fluoreszenzlichtquelle 46 ausgehende Anregungslicht spektral einengt.
Durch das Anregungslicht werden die Zellen 22 im Probenvolumen 16 zur Fluo-
reszenz angeregt, und das abgegebene Fluoreszenzlicht tritt in umgekehrter
Richtung durch das Mikroskopobjektiv 18 und trifft auf den Strahlteiler 48. Der
Strahlteiler 48 ist so ausgebildet, dafi er das spektral zu héheren Wellenlangen
verschobene Fluoreszenzlicht im Gegensatz zum Anregungslicht durchlafit und
eine Fluoreszenzlichtabbildung auf dem Bildaufnehmer 20 ermoglicht. Es wer-
den somit zwei unterschiedliche Abbildungen auf dem Bildaufnehmer 20 er-
zeugt, namlich die durch die Dunkelfeldbeleuchtung in tiblicher Weise erzeugte
Abbildung und eine Abbildung des Fluoreszenzlichts. Die Trennung der Dunkel-
feld- und Fluoreszenzbilder geschieht durch die bereits beschriebene Separation
der Auszuge des Bildaufnehmers 20, d. h. durch die Trennung der Daten von Pi-
xeln mit unterschiedlicher Farbempfindlichkeit. Eine weitere Moglichkeit besteht
in der zeitlichen Trennung der Abbildungen, indem die Lichtquelle 26 des Dun-
kelfeldkondensors 24 und die Fluoreszenzlichtquelle 46 in rascher Folge wech-
selweise gepulst werden und die Abbildungen auf dem Bildaufnehmer 20 zeitlich

getrennt ausgelesen werden.

Fig. 5 zeigt eine Anordnung, die aufler der Dunkelfeldmikroskopie gleichzeitig
zur Phasenkontrastmikroskopie geeignet ist. Die gezeigte Anordnung entspricht
im wesentlichen Fig. 3. Der Konvexspiegel 26 des Dunkelfeldkondensors 24 ist
polarisierend bedampft, so daff er Licht einer Polarisationsrichtung reflektiert
und Licht der dazu senkrecht stehenden Polarisationsrichtung transmittiert, so
daf gleichzeitig eine Dunkelfeldbeleuchtung und eine Hellfeldbeleuchtung des
Probenvolumens 16 durchgefiihrt werden. Wie in Fig. 3 ist im Abbildungsstrah-
lengang ein Strahlteiler 44 vorgesehen, der Licht einer Polarisationsrichtung re-
flektiert und das Licht der dazu senkrecht stehenden Polarisationsrichtung
transmittiert, so daff auf einem in der optischen Achse des Mikroskopobjektivs
18 angeordneten Bildaufnehmer 20 eine Abbildung des transmittierten Lichts
und in der Reflexionsrichtung auf einem weiteren Bildaufnehmer 42 eine Abbil-
dung des reflektierten Lichts erzeugt werden kann. Auf diese Weise lassen sich
die Abbildungen, die durch die unterschiedlichen Beleuchtungsarten erzeugt
werden, anhand der Polarisation unterscheiden, wie es im Zusammenhang mit

Fig. 3 hinlanglich beschrieben ist.

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 01/27591 PCT/EP00/10030

10

15

20

25

30

35

Gegentiber Fig. 3 ist im Hellfeldstrahlengang eine Anordnung zur Phasenkon-
trastmikroskopie angeordnet. Diese umfaft eine direkt hinter dem Konvexspie-
gel angeordnete Ringblende 52 sowie eine zwischen dem Mikroskopobjektiv 18
und dem Strahlteiler 44 angeordnete Phasenplatte 54. Die Ringblende 52 und
die Phasenplatte 54 stehen senkrecht zur optischen Achse des Mikroskopobjek-
tivs 18. Das durch den Konvexspiegel 28 transmittierte Licht der Lichtquelle 26
passiert zunichst die Ringblende 52 und tritt, nachdem es das Probenvolumen
16 passiert hat, in das Mikroskopobjektiv 18 ein, wo es durch die Phasenplatte
54 und den Strahlteiler 44 hindurch auf den ersten Bildaufnehmer 20 fokussiert
wird. Durch diese an sich bekannte Phasenkontrastanordnung wird ein kon-
trastreicheres Bild erzeugt als im Falle der einfachen, in Fig. 3 gezeigten Hell-

feldbeleuchtungsanordnung.

Die in Fig. 6 gezeigte Anordnung ist neben der Dunkelfeldmikroskopie aufierdem
zur Interferenzkontrastmikroskopie vorgesehen. Im wesentlichen entspricht die-
ser Aufbau der in Fig. 5 gezeigten Anordnung zur Phasenkontrastmikroskopie,
jedoch ist in Fig. 6 die Ringblende 52 durch eine A/4-Platte 56 sowie ein dahin-
ter angeordnetes Wollaston-Prisma 58 ersetzt, und anstelle der Phasenplatte 54
aus Fig. 5 ist ein zweites Wollaston-Prisma 60 in den Abbildungsstrahlengang
zwischen dem Mikroskopobjektiv 18 und dem Strahlteiler 44 eingesetzt. Aufer-
dem ist in dem Transmissionsstrahlengang zwischen dem Strahlteiler 44 und

dem ersten Bildaufnehmer 20 ein zusitzlicher Analysator 62 eingefiigt.

Der Konvexspiegel 28 ist in bekannter Weise polarisierend bedampft, so daf das
durch den Konvexspiegel 28 transmittierte Licht polarisiert ist. Dieses Licht pas-
siert die A/4-Platte 56 und das erste Wollaston-Prisma 58, welches jeden einzel-
nen Lichtstrahl in zwei Strahlen unterschiedlicher Polarisation aufteilt, die in
das Probenvolumen 16 einfallen. Treffen sie dort auf ein Objekt wie etwa eine
Zelle 22, so kann dieses einen Gangunterschied zwischen den unterschiedlichen
Lichtstrahlen verursachen. Die das Probenvolumen 16 passierenden Strahlen
werden durch das Mikroskopobjektiv 18 gebtindelt und fallen auf das zweite
Wollaston-Prisma 60, das die beiden Strahlen wieder vereint. Diese Strahlen fal-
len durch den Strahlteiler 44 auf den ersten Bildaufnehmer 20 und erzeugen
dort eine Interferenzkontrastabbildung. Durch den Gangunterschied, der durch
die Objekte im Probenvolumen 16 erzeugt wird, wird ein sehr kontrastreiches
Bild erzeugt, wobei der Kontrast sich durch Verschieben des zweiten Wollaston-
Prismas 60 entlang der optischen Achse des Mikroskopobjektivs der optischen
Achse des Mikroskopobjektivs 18 verandern 1aft.
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Wie bei den bereits besprochenen Anordnungen 145t sich aufer der Interferenz-
kontrastabbildung eine Abbildung der vom Strahlteiler 44 reflektierten Licht-

strahlen auf dem zweiten Bildaufnehmer 42 erzeugen, die in bekannter Weise
von der Dunkelfeldbeleuchtung herrtihrt.

ERSATZBLATT (REGEL 26)



WO 01/27591 PCT/EP00/10030

10

15

20

25

30

35

- 11 -

PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Charakterisierung einer Kulturfliissigkeit, insbesondere in ei-
nem Bioreaktor, in dem in situ durch Beleuchtung der in der Kulturfliissigkeit
enthaltenen Zellen (22), mikroskopische Abbildung der Zellen (22) und durch
eine Bildauswertung der Abbildung die Kulturfliissigkeit analysiert wird, da-
durch gekennzeichnet, daf die Beleuchtung als Dunkelfeldbeleuchtung durch-
gefiihrt wird, und dag die Bildauswertung einen Vergleich der Intensititen des
vom Zellinneren und des vom Zellrand abgegebenen Lichtes umfaft, durch wel-
chen Vergleich eine Unterscheidung lebender und toter Zellen (22) zur Bestim-
mung der Vitalitat der Kulturflussigkeit durchgefiihrt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafs auf3er der Dun-
kelfeldbeleuchtung eine Hellfeldbeleuchtung durchgeftihrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daf3 aufler-
dem eine Beleuchtung zur Fluoreszenzanregung durchgeftihrt wird und die Bild-
auswertung eine Beobachtung des von den Zellen (22) abgegebenen Fluores-

zenzlichts umfaft.

4. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,
daf auferdem eine Interferenzkontrastbeobachtung der Zellen (22) durchge-

fithrt wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
daf auferdem eine Phasenkontrastbeobachtung der Zellen (22) durchgefiihrt

wird.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dag fur verschiedene Beleuchtungsarten unterschiedlich polarisiertes Licht ver-
wendet wird und die Abbildungen, die durch die verschiedenen Beleuchtungsar-
ten erzeugt werden, anhand der unterschiedlichen Polarisationen des die Abbil-

dungen erzeugenden Lichts unterschieden werden.
7. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 6, dadurch gekennzeichnet,

dag fiir verschiedene Beleuchtungsarten Licht mit unterschiedlichen Wellenlan-

gen verwendet wird und die Abbildungen, die durch die verschiedenen Beleuch-
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tungsarten erzeugt werden, anhand der unterschiedlichen Wellenlangen des die

Abbildungen erzeugenden Lichts unterschieden werden.

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet,

daf die Beleuchtung mit gepulstem Licht durchgeftihrt wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet,
daf wahrend der Abbildung zur Bildauswertung ein abzubildendes Probenvolu-

men (16) der Kulturfltissigkeit zeitweise ruhiggestellt wird.

10. Vorrichtung zur Charakterisierung einer Kulturflissigkeit, insbesondere in
einem Bioreaktor, mit einer Beleuchtungsanordnung (24) zur Beleuchtung eines
Probenvolumens (16) der Kulturflissigkeit, einem Mikroskop-Objektiv (18) zur
Abbildung von Zellen (22) innerhalb des Probenvolumens (16) und einer Bild-
auswertungs-Einrichtung (20) zur Analyse der Abbildung, dadurch gekenn-
zeichnet, daf die Beleuchtungsanordnung (24) zur Dunkelfeld-Beleuchtung
vorgesehen ist und die Bildauswertungs-Einrichtung (20) zum Vergleich der In-
tensitaten des vom Zellinneren und des vom Zellrand abgegebenen Lichtes und
zur Unterscheidung lebender und toter Zellen auf der Grundlage dieses Ver-

gleichs ausgebildet ist.

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daf die Be-
leuchtungsanordnung (26), das Mikroskop-Objektiv (18) und die Bildauswer-
tungs-Einrichtung (20) innerhalb eines Tubus (10) angeordnet sind, dessen
Wand mit Offnungen zum Durchstromen der Kulturflissigkeit durch das Pro-

benvolumen (16) versehen ist.

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafl die Dicke
des Probenvolumens (16) durch zwei senkrecht zur optischen Achse des Mikro-
skop-Objektivs (18) stehende Glasplatten (12,14) begrenzt wird, von denen min-

destens eine entlang der optischen Achse verstellbar ist.
13. Vorrichtung nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dag der

Tubus (10) zum Ruhigstellen des Probenvolumens (16) mit Einrichtungen zum

VerschlieBen der Offnungen versehen ist.
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14. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 13, dadurch gekennzeich-

net, daf die Beleuchtungsanordnung (24) zum gepulsten Betrieb vorgesehen ist.

15. Vorrichtung nach einem der Anspriche 10 bis 14, dadurch gekennzeich-
net, dafl die Beleuchtungsanordnung (24) aufierdem zur Hellfeld-Beleuchtung
ausgebildet ist.

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 15, gekennzeichnet durch
eine Fluoreszenzlichtquelle (42) zur Fluoreszenzanregung der Kulturflussigkeit,
wobei die Bildauswertungs-Einrichtung (20) zur Analyse des von den Zellen (22)

abgegebenen Fluoreszenzlichts vorgesehen ist.

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 16, gekennzeichnet durch
ein im Strahlengang der Beleuchtungsanordnung (24) angeordnetes erstes Wol-
laston-Prisma (58) und ein im Abbildungs-Strahlengang angeordnetes zweites
Wollaston-Prisma (60) zur Interferenzkontrastbeobachtung der Zellen (22).

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 17, gekennzeichnet durch
eine im Strahlengang der Beleuchtungsanordnung (24) angeordnete Ringblende
(52) und eine im Abbildungs-Strahlengang angeordnete Phasenplatte (60) zur
Phasenkontrastbeobachtung der Zellen (22).

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 18, dadurch gekennzeich-
net, daf im Strahlengang der Beleuchtungsanordnung (24) und/oder der Fluo-
reszenzlichtquelle (42) Polarisationseinrichtungen (24) und im Abbildungs-

Strahlengang polarisationsselektive Einrichtungen (44) angeordnet sind.

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 10 bis 19, dadurch gekennzeich-
net, dafl im Strahlengang des von der Beleuchtungsanordnung (24) und/oder
der Fluoreszenzlichtquelle (42) ausgehenden Lichts Monochromatisierungs-Ein-
richtungen (24,50) vorgesehen sind oder die Lichtquellen (26,46) selbst mono-
chromatisch sind, und daf im Abbildungs-Strahlengang wellenlangenselektive

Einrichtungen (44) angeordnet sind.

21. Vorrichtung nach Anspruch 19 oder 20, dadurch gekennzeichnet, dag als
polarisations- bzw. wellenlangenselektive Einrichtung ein Strahlteiler (44) vorge-
sehen ist, der Licht einer ersten Polarisation bzw. Wellenlange zur Abbildung auf
einem ersten Bildaufnehmer (20) durchlaft und Licht einer zweiten Polarisation

bzw. Wellenlange auf einem zweiten Bildaufnehmer (42) reflektiert.
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Fig. 3
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Fig. 5
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