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(57) Abstract:  The invention
relates to a device for measurement
of the fluorescent or scattered light
emitted by microscopically-small
particles or cells (12), comprising
a flow cell (8), through which
the luminescent particles or cells
(12) are run. The flow cell (8)
comprises a transparent window
(3) and a photodetector (2)
recording the light emitted by
the luminescent particles or cells
and an optical element guiding
the light coming from the window
(3) to the photodetector (2).
According to the invention, the
optical element is embodied as a
cylinder (4, 9) with a cylindrical
reflection surface.
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(57) Zusammenfassung: Bei einer Vorrichtung zur Messung des von mikroskopisch kleinen Partikeln oder Zellen (12) ausgehen-
den Fluoreszenz- oder Streulichts, mit einer Durchflusskiivette (8), durch welche die leuchtenden Partikel oder Zellen (12) gefiihrt
werden, wobei die Durchflusskiivette (8) ein lichtdurchldssiges Fenster (3) aufweist, und mit einem Photodetektor (2) welcher das
von den leuchtenden Partikeln oder Zellen (12) ausgesendete Licht erfasst, und mit einem optischen Element, welches das aus dem
Fenster (3) austretende Licht zu dem Photodetektor (2) fiihrt, schldgt die Erfindung vor, dass das optische Element als Zylinder (4,

9) mit einer zylindrischen Reflexionsfldche ausgestaltet ist.
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Morrichtung zum Messen von Licht, welches von mikroskopisch klei-

nen Partikeln oder biologischen Zellen ausgeht”

Far die Charakterisierung mikroskopisch kleiner Partikel oder biologi-
scher Zellen sind Verfahren bekannt, bei denen diese Partikel in Sus-
pension durch einen intensiven Lichtstrahl, z.B. eines Lasers, hin-
durchgefuhrt werden. Das von den Partikeln gestreute Licht wird unter
unterschiedlichen Winkeln aufgefangen und mit Hilfe von empfindli-
chen Photodetektoren erfasst und gemessen. FUr die Differenzierung
unterschiedlicher Zelltypen werden die Zellen mit Hilfe spezieller Fluo-
reszenzfarbstoffe markiert. Unterschiedliche Zellen lassen sich mit un-
terschiedlichen Markern anfarben. Passieren diese Zellen den Licht-
strahl zur Fluoreszenzanregurig, senden sie Fluoreszenzlicht aus, das
ebenfalls mit Hilfe von Photodetektoren erfasst und quantifiziert wird.
Auf diese Weise lassen sich z.B. in einem einzigen Messvorgang un-

terschiedliche Blutzellen oder weif3e Blutkérperchen voneinander un-
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terscheiden und zéhlen.

Dieses unter dem Begriff ,Durchflusszytophotometrie” oder ,Flow Cy-
tometry® bekannte Verfahren hat grof3e Verbreitung in der medizini-
schen Diagnostik gefunden. Es dient z.B. der automatisierten Krebszel-
lenerkennung, der Quantifizierung von Leukozytensubpopulationen
und zur Beurteilung des Immunstatus von HIV-AIDS-Patienten durch
die Erfassung und Zahlung der fur die Immunabwehr verantwortlichen
Leukozyten. DarUber hinaus dienen diese Verfahren als analytische
Methoden unter Verwendung von mikroskopisch kleinen Kunststoffpar-
tikeln, an welche die zu messenden biochemischen Substanzen wie
Nukleinséuren und Proteine zusammen mit Fluoreszenzfarbstoffen ge-
bunden werden. Nachfolgend wird vereinfachend, und stellvertretend
far andere Anwendungsmdglichkeiten, die Anwendung im Rahmen der

Durchflusszytophotometrie erwahnt.

Die messtechnische Aufgabenstellung besteht darin, die sehr geringen
Lichtmengen effektiv zu erfassen, die von derart kleinen Zellen oder
Partikeln ausgehen. Um méglichst viele Zellen oder Partikel innerhalb
kurzer Zeit vermessen zu kénnen, bewegen sich diese sehr schnell
durch den Lichtstrahl. Moderne Durchflusszytometer erfassen mehr als
10.000 einzelne Partikel pro Sekunde bei Verweildauern im Lichtstrahl
von unter 10 psec. Messtechnisch bedeutet das, dass die Integrations-

zeiten fUr die Lichtmessung sehr kurz sind.

Um dennoch eine hinreichende Messempfindlichkeit erreichen zu kén-
nen, wird das von den Partikeln ausgesandte Licht von Mikroskopob-
jektiven erfasst, die eine hohe numerische Apertur haben, damit ein
grofl3er Anteil des Lichtes erfasst wird. Es werden also optische Ele-

mente zwischen einer Durchflussklivette und einem Photodetektor ver-
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verwendet, welche dem Photodetektor einen méglichst grofRen Anteil
des von den Zellen ausgesendeten Lichtes zufiuihren sollen. Alle aus
der Praxis bekannten Durchflusszytophotometer benutzen gleichartige
Objektive mit hoher numerischer Apertur zur Erfassung eines moglichst
groRen Raumwinkels und damit eines méglichst groRen Anteils des
von den Zellen ausgesendeten Fluoreszenzlichtes, denn das Licht wird
von den Partikeln nicht in einer bestimmten Richtung reflektiert, son-
dern spharisch abgegeben. Uber nachgeschaltete optische Elemente,
Linsensysteme und Zwischenabbildungen gelangt das Fluoreszenzlicht

auf den oder mehrere Photoempfanger.

Kennzeichnend fur diese bekannten optischen Anordnungen ist, dass
die verwendeten optischen Systeme, wegen der mit der hohen numeri-
schen Apertur verbundenen geringen Tiefenschérfe, eine sehr prazise
optische Abbildung der Messstelle bzw. der zu messenden Zelle erfor-
dern. Dies fuhrt zu hohen Anforderungen an die Prézision der Kompo-
nenten, an die mechanische Stabilitat der gesamten Messanordnung
und damit zu erheblichem Justieraufwand. Die dementsprechend gro-
Be Sensibilitat dieser MeRsysteme erlaubt beispielsweise nicht den
mobilen Einsatz, z. B. in mobilen Labors zur mikrobiologischen Kontrol-
le von Gewassern oder zur therapiebegleitenden Bestimmung des Im-
munstatus von HIV-AIDS-Patienten in Regionen ohne jegliche medizi-

nische Grundversorgung bzw. ohne Laborinfrastruktur.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine gattungsgemane Vor-
richtung dahingehend zu verbessern, dass sie unter Beibehaltung der
Messempfindlichkeit und Messgenauigkeit robust ausgestaltet und in
mobilen Labors einsetzbar ist, und dass der Unterhaltungsaufwand,
das MaR an Justierinterventionen und die Stéranfalligkeit reduziert

bzw. ganzlich eingespart werden kénnen.
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Diese Aufgabe wird durch eine Vorrichtung mit den Merkmalen des

Anspruchs 1 gel6st.

Die Erfindung schlégt mit anderen Worten vor, das optische Element
als Zylinder mit einer zylindrischen Reflexionsflache auszugestalten.
An Stelle eines komplizierten, mehrere optische Linsen umfassenden
Aufbaus wird ein robustes, einteiliges optisches Element verwendet,
welches keinerlei Justage oder Wartung bedarf. Als Zylinder im Sinne
des vorliegenden Vorschlags sind dabei, wie nachstehend naher erléu-
tert, sowohl massive als auch hohle Kérper bezeichnet. Die Quer-
schnittsform eines derartigen Zylinders ist vorzugsweise kreisrund,
beispielsweise aufgrund von Fertigungsvorteilen; die vorschlagsgema-
Ben Vorteile ergeben sich jedoch auch bei abweichend von einem
Kreis gestalteten, beispielsweise ovaloiden oder polygonen Quer-
schnitten. Die zylindrischen Reflexionsflachen ergeben fur das Licht
einen Tunnel, durch welchen es praktisch verlustfrei von der Durch-

flussklvette zum Photodetektor gelangt.

Abgesehen von einer verbesserten Robustheit werden weitere Vorteile

durch die vorgeschlagene Ausgestaltung der Vorrichtung erméglicht:

Verbesserte Sensitivitat der Vorrichtung:

Die vorgeschlagene Anordnung erlaubt die Messung geringster Licht-
mengen, die von mikroskopisch kieinen Partikeln oder Zellen ausge-
hen. Gegeniiber dem Stand der Technik erfordert diese neue Anord-
nung keine Linsen oder komplizierte Linsensysteme. Die Nachteile der
ansonsten benétigten Linsen mit hoher numerischer Apertur und des

damit verbundenen hohen Justieraufwands entfallen somit. Die vorge-
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schlagene Anordnung kommt mit deutlich weniger optischen Grenzfla-
chen aus. Das fuhrt zu geringeren Lichtverlusten und damit zu gréRe-

rer Messempfindlichkeit.

Bei entsprechend gro3em Durchmesser des lichtaufnehmenden Zylin-
ders kann sichergestellt werden, dass der messtechnisch Uberhaupt
erfassbare Licht-Anteil méglichst vollsténdig in den lichtaufnehmenden
Zylinder gelangt, also in den von der zylindrischen Reflexionsflache
umschlossenen Raum. Das hangt damit zusammen, dass der Raum-
winkel des zu erfassenden Fluoreszenzlichts im Wesentlichen durch
den Totalreflexionswinkel an den Grenzflachen von Flussigkeit und
Glaswand im Kuvettenkanal und Kuvettenfenster bestimmt wird. Von
dem sphérisch ausgesendeten Fluoreszenzlicht kann nur der innerhalb
dieses Raumwinkels ausgesendete Anteil von der Durchflusskivette
bis zum Photodetektor gelangen. Rein beispielhaft kann der Durch-
messer der zylindrischen Reflexionsfldche etwa 50fach oder noch gré-
Rer sein als der minimale Abstand zwischen dem lichtaussendenden

Partikel und der Lichteintritts6ffnung des Zylinders.

Ein weiterer Vorteil der vorgeschlagenen Anordnung im Vergleich zum
Stand der Technik besteht darin, dass ein gréRerer Raumwinkel und
damit ein gréRerer Anteil des ausgesandten Fluoreszenzlichtes erfasst
wird, als es mit konventioneller Linsenoptik méglich ist. Ist der Zylinder
beispielsweise nicht als Hohlzylinder, sondern massiv ausgestaltet und
besteht er aus Glas, so wird er vorzugsweise mittels eines optischen
Kitts mit der Durchflussklivette bzw. mit deren Fenster verbunden. Da-
mit vergréRert sich der Raumwinkel des erfassten Lichtes noch einmal
erheblich. Der Grund dafur sind geringere Verluste durch Reflexion an
Grenzflachen, wie sie bei konventionellen Linsenoptionen unvermeid-
bar sind.
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Einfachere Montage und Inbetriebnahme der Vorrichtung:

Im Vergleich zu einem optischen Linsensystem wird erstens die Anzahl
der benétigten Bauteile verringert, so dass erstens grundsétzlich die

Herstellung der Vorrichtung vereinfacht wird.

Zweitens kann bei noch weiter vergréRertem Durchmesser der zylindri-
schen Reflexionsflache als oben angegeben der dem maximal mégli-
chen Raumwinkel entsprechende Licht-Anteil auch dann méglichst
vollstandig in den lichtaufnehmenden Zylinder gelangen, wenn sich der
zu messende Partikel nicht optimal nah an der Licht-Eintritts6ffnung
des Zylinders befindet, so dass der Abstand von dem lichtaufnehmen-
den Zylinder unkritisch ist, ahnlich wie bei einem vergréRerten Tiefen-
schéarfebereich eines optischen Linsensystems. Die zylindrische Refle-
xionsflache des Zylinders hat daher vorteilhaft einen vergleichsweise
grolRen Durchmesser. Damit ist die Position des zu messenden Parti-
kels rechtwinklig zur Beobachtungsrichtung ebenfalls unkritisch, und
zwar vorteilhaft Uber die gesamte Breite des Kuvettenkanals, so dass
zuverlassig samtliche lichtaussendenden Partikel bzw. Zellen mit ma-
ximaler Lichtausbeute messtechnisch erfasst werden kénnen. Unab-
hangig von der Position des Partikels gelangt stets derselbe Raumwin-
kel des Fluoreszenzlichts, also derselbe Anteil des insgesamt spha-
risch abgestrahlten Fluoreszenzlichts, in den lichtaufnenmenden Zylin-
der bzw. Tunnel. Die sensible Justierung der Messkuivette gegentiber

dem Photodetektor kann also entfallen

Einfache Bedienbarkeit der Vorrichtung:

Die vorgeschlagene Vorrichtung zur Lichterfassung von mikroskopi-
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schen Partikeln erfordert keine Nachjustierung bzw. kein aufwendiges
optisches Justieren, und zwar weder bei der Inbetriebnahme noch spa-
ter wahrend des Betriebs. Samtliche Komponenten sind auf Dauer fest
miteinander verbunden. Damit ist die Anordnung unempfindlich gegen-
Uber Erschutterungen und ausreichend robust, um den Einsatz in mobi-
len Labors zu erméglichen. Die vorgeschlagene Vorrichtung erschlief3t
damit véllig neue Anwendungsfelder der Durchflusszytophotometrie,
bei denen die bislang bekannten Anordnungen wegen ihrer Sensibilit&t
nicht zum Einsatz kommen konnten. So wird z.B. eine therapiebeglei-
tende Immundiagnostik fur HIV-AIDS-Patienten in landlichen Regionen

der armsten Lander méglich.

Insbesondere wenn der Durchmesser des Zylinders wie vorerwahnt
groR} ist, ergeben sich die Vorteile einer sogenannten ,gro3en numeri-
schen Apertur”, wie sie von optischen Linsensystemen grundsétzlich
bekannt sind, aber bei gattungsgeméaRen Vorrichtungen nicht verwirk-
licht sind und wie sie mit handelstblichen, aus Glasfasern gebildeten
sogenannten Lichtleitern nicht erzielbar sind, da diese eine erheblich

geringere numerische Apertur aufweisen.

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung werden nachfolgend anhand der

rein schematischen Zeichnungen naher erlautert. Dabei zeigt

Fig. 1 ein erstes Ausfihrungsbeispiel mit einer Messeinrichtung,
welche einen Hohlzylinder aufweist,

Fig. 2 ein zweites Ausflhrungsbeispiel, bei welchem zwei Mess-
einrichtungen ahnlich der von Fig. 1 vorgesehen sind, und

Fig. 3 ein drittes Ausfuhrungsbeispiel mit einer Messeinrichtung,

welche einen massiven Zylinder aufweist.
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In den Zeichnungen ist stets ein stark schematisierter Ausschnitt eines
Durchflusszytophotometers dargestellt. Aus Fig. 1 ist ersichtlich, dass
sich in an sich bekannter Weise zwei jeweils durch Pfeile angedeutete
Teilstréme eines Transportfluids 10 oberhalb einer Kanuile 11 vereini-
gen. Zu zahlende und fluoreszierend markierte Zellen 12 treten einzeln
am oberen Ende der Kanule 11 aus und werden mitsamt dem
Transportfluid 10 durch einen Innenkanal 1 einer Durchflussklivette 8
der Vorrichtung transportiert. Dort werden sie von einem dtnnen La-
serstrahl angestrahlt und zur Aussendung von Fluoreszenzlicht ange-
regt. In der Zeichnung verlauft der Laserstrahl senkrecht zur Zeichen-
ebene; er ist daher lediglich als ein auf eine Zelle 12 auftreffender
Punkt erkennbar und durch einen mit L gekennzeichneten Pfeil mar-
kiert. Die aus Fig. 1 ersichtliche Breite des Innenkanals 1 ist so gering,
dass die Zellen 12 einzeln in den Laserstrahl geraten und einzelne, un-

terscheidbare und daher z&hlbare Lichtimpulse erzeugen.

In Richtung eines Photonenempfangers bzw. Photodetektors 2 ist der
Innenkanal 1 durch eine Glaswand in Form eines dinnwandigen Fens-
ters 3 abgeschlossen. Die Wandstarke betragt typischerweise 0,2 bis 1
mm. Auf diesem Fenster 3 liegt ein Hohlzylinder 4 mit einem im Ver-
haltnis zu Breite des Innenkanals 1 grolRen Durchmesser von typi-
scherweise 8 bis 10 mm Innendurchmesser auf. Die Innenwandflache
des Hohlzylinders 4 ist verspiegelt, so dass eine zylindrische Reflexi-
onsfléche fur das in den Hohlzylinder 4 gelangende Fluoreszenzlicht
resultiert. Zugunsten der Robustheit der gesamten Vorrichtung kann
der Hohlzylinder 4 aus Metall bestehen, andere Werkstoffe sind jedoch
ebenfalls moéglich, wobei vorzugsweise solche Werkstoffe verwendet
werden, welche eine sehr glatte Oberflache ermdglichen. Je nach ver-
wendetem Werkstoff kann seine Innenwandflache poliert sein, so dass

das Material des Hohlzylinders 4 unmittelbar die zylindrische Reflexi-
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onsflache bildet. Bei dem dargestellten Ausfuhrungsbeispiel ist die In-
nenwandflache jedoch mit einer zusétzlichen, optimale Reflexionsei-
genschaften aufweisenden Spiegelschicht 5 versehen, welche die zy-

lindrische Reflexionsflache schafft.

In Richtung des Photodetektors 2 schlie3t sich an den Hohlzylinder 4
ein Fluoreszenzlichtfilter 6 an, welches das Fluoreszenzlicht passieren
l&sst, das von den Zellen gemessen werden soll. Hinter dem Fluores-
zenzlichtfilter 6 befindet sich der Photodetektor 2. Auf der dem Photo-
detektor 2 gegenuberliegenden Seite der Durchflusskivette 8 ist das
Kivettenfenster mit einer Spiegelschicht 7 versehen. Damit erhéht sich

die Ausbeute des gesammelten Lichts.

Geman Fig. 2 ist bei einem weiteren Ausflihrungsbeispiel auf beiden

Seiten der Durchflusskuvette 8 jeweils eine unabhangige Messeinrich-
tung angeordnet, die beide gemaR Fig. 1 ausgestaltet sind: Sie weisen
dementsprechend zwei innenverspiegelte Hohlzylinder 4, Fluoreszenz-
lichtfilter 6 und Photodetektore 2 auf. Damit lassen sich durch Verwen-
dung zweier unterschiedlicher Fluoreszenzlichtfilter 6 unterschiedliche

Lichtwellenl&ngen in einem einzigen Messdurchgang erfassen.

GemaR Fig. 3 ist bei einem weiteren Ausfuhrungsbeispiel vorgesehen,
dass die zylindrischen Reflexionsflache nicht durch einen innenver-
spiegelten Hohlzylinder gebildet ist, sondern durch einen massiven Zy-
linder 9 in Form eines Glasstabes, der aulien verspiegelt ist und des-
sen AulRendurchmesser dem Innendurchmesser des Hohlzylinders 4
von Fig. 1 entspricht. Die in diesem Fall auRen angebrachte Spiegel-
schicht 5 bildet die zylindrische Reflexionsflache und kann mit einer
aus Ubersichtlichkeitsgriinden nicht dargestellten Schutzschicht verse-

hen sein, beispielsweise einem Schutzlack, welcher die Spiegelschicht
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vor Witterungseinflissen schiitzt. Ahnlich dem Ausfilhrungsbeispiel
von Fig. 2 kann auch bei einer Vorrichtung nach Fig. 3 die Anordnung
zweier Messeinrichtungen vorgesehen sein, die in diesem Fall jeweils

massive Zylinder 9 enthalten.

Bei sdmtlichen Vorrichtung ist jeweils vorgesehen, die Messeinrichtun-
gen und insbesondere die Zylinder 4 und 9 durch ein aus den Zeich-
nungen nicht ersichtliches Gehause vor mechanischen Einflissen zu

schitzen.

In Fig. 1 ist ein Raumwinkel 14 des zu erfassenden Fluoreszenzlichtes
angedeutet. Im Wesentlichen wird dieser Raumwinkel 14 durch den
Totalreflexionswinkel an den Grenzflachen von Flussigkeit und
Glaswand im Innenkanal 1 und Fenster 3 bestimmt. Damit ist der
Abstand des zu messenden Partikels von dem lichtaufnehmenden
Hohlzylinder 4 unkritisch. Der verspiegelte lichtaufnehmende
Hohlzylinder 4 hat einen vergleichsweise grofen Durchmesser. Damit
ist die Position des zu messenden Partikels rechtwinklig zur
Beobachtungsrichtung ebenfalls unkritisch. Unabhéngig von der
Position des Partikels gelangt stets das Licht aus demselben

Raumwinkel 14 des Fluoreszenzlichtes in den Hohlzylinder 4.
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Patentanspriiche

. Vorrichtung zur Messung des von mikroskopisch kleinen Partikeln

oder Zellen (12) ausgehenden Fluoreszenz- oder Streulichts,

mit einer Durchflussklvette (8), durch welche die leuchtenden Par-
tikel oder Zellen (12) gefuhrt werden,

wobei die Durchflusskivette (8) ein lichtdurchl&ssiges Fenster (3)
aufweist,

und mit einem Photodetektor (2) welcher das von den leuchtenden
Partikeln oder Zellen (12) ausgesendete Licht erfasst,

und mit einem optischen Element, welches das aus dem Fenster
(3) austretende Licht zu dem Photodetektor (2) fuhrt,

dadurch gekennzeichnet,

dass das optische Element als Zylinder (4, 9) mit einer zylindri-

schen Reflexionsflache ausgestaltet ist.

. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der

Zylinder als Hohlzylinder (4) ausgestaltet ist, dessen innere Ober-

flache die zylindrische Reflexionsflache bildet.

. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der

Zylinder als massiver, lichtdurchlassiger Zylinder (9) ausgestaltet
ist, dessen duRere Oberflache die zylindrische Reflexionsflache
bildet.

. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekenn-

zeichnet, dass sich zwischen der Durchflusskivette (8) und dem
Photodetektor (2) ein Fluoreszenzlicht durchlassendes Fluores-
zenzlichtfilter (6) befindet.
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Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriche, dadurch

gekennzeichnet, dass sich auf zwei Seiten der Durchflussklvette

(8) je eine unabhangige Lichtmessanordnung befindet, die mit un-
terschiedlichen nur das Fluoreszenzlicht durchlassenden Filtern

ausgestattet sind.

Vorrichtung nach den Anspriichen 4 und 5, dadurch gekennzeich-

net, dass auf beiden Seiten der Durchflusskiivette (8) Fluoreszenz-
lichtfilter (6) angeordnet sind,
wobei die beiden Fluoreszenzlichtfilter (6) fur unterschiedliche

Lichtwellenlangen durchl&ssig sind.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die zylindrische Reflexionsflache des Zylin-
ders (4, 9) einen kreisrunden Querschnitt aufweist.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass der Zylinder (4, 9) eine grole numerische

Apertur aufweist.

Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass der

Durchmesser der zylindrischen Reflexionsflache wenigstens so
grof} ist, dass der Anteil des Lichts, der innerhalb des theoretisch
maximal méglichen, durch die Totalreflektion im Bereich der Durch-
flussklvette (8) begrenzten Raumwinkels (14) von einem Partikel
oder einer Zelle (12) ausgesendet wird, méglichst vollstandig in
den von der zylindrischen Reflexionsflache umschlossenen Innen-

raum gelangen kann.

Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
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gekennzeichnet, dass die zylindrische Reflexionsflache durch eine

Beschichtung des Zylinders (4, 9) gebildet ist.
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