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(57) Abstract: The invention relates to a device (200) for optically char-
acterizing fluids and/or objects enclosed therein in a microchannel (13),

FIG 5A

comprising a measurement cell (10, 120). The microchannel (13) is guided

through the measurement cell (10, 120), wherein the measurement cell (10,
120) is filled with a liquid (14), the microchannel (13) is located within the
measurement cell (10, 120) in the liquid (14), the fluid and/or objects en-
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closed therein can be moved in the microchannel (13), and the microchan-

¢ c 21 * nel (13) can be moved manually or automatically within the measurement
% o) 21 cell (10, 120) and/or the measurement cell (10, 120) can be moved manu-

& @/ & @/ ally or automatically together with the microchannel (13). The invention

additionally relates to a measurement cell (10, 120) for the device (200)
and to methods for optically characterizing fluids and/or objects enclosed
therein in a microchannel (13) by means of the device (200).

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung (200)
fiir die optische Charakterisierung von Fluiden und/oder darin einge-
/ -1 schlossener Objekte in einem Mikrokanal (13), umfassend eine Messzelle

(10, 120), wobei der Mikrokanal (13) durch die Messzelle (10, 120) ge-
fithrt wird, wobei die Messzelle (10, 120) mit einer Fliissigkeit (14) ge-
fiillt ist, der Mikrokanal (13) sich innerhalb der Messzelle (10, 120) in der
Fliissigkeit (14) befindet, das Fluid und/oder darin eingeschlossene Ob-

jekte in dem Mikrokanal (13) bewegbar sind und der Mikrokanal (13) in-
nerhalb der Messzelle (10, 120) und/oder die Messzelle (10, 120) mit dem
Mikrokanal (13) manuell oder automatisch bewegbar ist. Die Erfindung
betrifft weiterhin eine Messzelle (10, 120) fiir die Vorrichtung (200) und
Verfahren fiir die optische Charakterisierung von Fluiden und/oder darin
eingeschlossener Objekte in einem Mikrokanal (13) mittels der Vorrich-
tung (200).
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Vorrichtung und Verfahren zur optischen Charakterisierung von Fluiden und/oder

darin eingeschlossener Objekte in Mikrokanélen

Gebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung fiir die optische Charakterisierung von Fluiden
und/oder darin eingeschlossener Objekte in einem Mikrokanal, umfassend eine Messzelle,
wobei der Mikrokanal durch die Messzelle gefithrt wird, dadurch gekennzeichnet, dass die
Messzelle mit einer Fliissigkeit gefiillt ist, der Mikrokanal sich innerhalb der Messzelle in der
Fliissigkeit befindet, das Fluid und/oder darin eingeschlossene Objekte in dem Mikrokanal
bewegbar sind und der Mikrokanal innerhalb der Messzelle und/oder die Messzelle mit dem
Mikrokanal manuell oder automatisch bewegbar ist. Die Erfindung betrifft weiterhin eine
Messzelle fiir die Vorrichtung und Verfahren fiir die optische Charakterisierung von Fluiden
und/oder darin eingeschlossener Objekte in einem Mikrokanal mittels der erfindungsgeméfen

Vorrichtung.

Hintergrund der Erfindung

Gerite und Verfahren auf der Basis mikrofluidischer Prinzipien haben sich im Laborbereich
umfassend etabliert. Die Vorteile sind unter anderem ein geringerer Verbrauch von Reagenzien
und Probenmaterialien pro Versuchsansatz bei gleichzeitiger Erhdhung der Zahl simultan
durchfiihrbarer Versuchsansitze. Ein Beispiel dafiir sind Wells von Mikrotiterplatten, in denen
pro Platte bis zu 1536 parallele Messungen moglich sind. Neben den etablierten plattenbasierten
Verfahren setzen sich zunehmend sogenannte ,tropfenbasierte* mikrofluidische Verfahren u.a.

fiir biologische und biomedizinische Applikationen durch.

Bereits bekannt sind sogenannte ,,pipe based bioreactors** (pbb), wie beispielsweise von der
Anmelderin  entwickelt. Dabei handelt es sich um ein modular aufgebautes
Zellkultivierungssystem, das auf dem Prinzip der tropfenbasierten bzw. kompartimentbasierten
Mikrofluidik beruht und fiir mittlere bis hohe Durchsitze ausgelegt ist. In einem Mikrokanal,
hier gebildet durch einen Schlauch, befinden sich seriell angeordnete Tropfen
(Kompartimente), die aus biologischen Medien mit darin befindlichen Zellen bestehen. Jeder
Tropfen kann dabei als ,,Mikrobioreaktor* betrachtet werden. Die im Allgemeinen wéssrigen
Tropfen sind separiert mit einem mit Wasser nicht mischbarem Fluid, beispielsweise einem OL.

Der Schlauch besteht aus Polytetrafluorethylen (PTFE) oder Fluorethylenpropylen (FEP) und
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hat eine Linge von mehreren Metern, ist auf einer Disk aufgewickelt und fasst eine Vielzahl
von Tropfen. Die Schlauchdisk mit den darin befindlichen Tropfen kann bis zu mehreren
Wochen im Inkubator kultiviert werden, wobei in bestimmten Abstinden eine Detektion der in
den Tropfen befindlichen Zellen erfolgen soll. Dazu wird im einfachsten Fall die Schlauchdisk
aus dem Inkubator entnommen und mikroskopiert. Allerdings ist die optische Auflosung
aufgrund der ungiinstigen optischen und geometrischen Eigenschaften insbesondere des PTFE-
Schlauches und der unterschiedlichen Brechungsindizes n beim Ubergang von Luft (n = 1) in
den PTFE-Schlauch (n =1,38) begrenzt und in den Tropfen enthaltene biologische Objekte
konnen bei 600-facher Vergroflerung oder mehr nicht mehr sinnvoll abgebildet werden. Da in
den Tropfen teilweise 3D Zellstrukturen (Sphéroide oder auch Gewebefragmente wie Biopsien)
kultiviert werden, miissen die Tropfen ihre Form beibehalten. Ein Verjiingen oder Strecken der
Tropfen zum besseren Mikroskopieren ist deshalb und auch aus physikalischen Griinden
(Anderung des Laplace-Drucks) nicht moglich und wiirde zum Zerstéren der Tropfen und der
darin befindlichen Zellstrukturen fiihren. Eine Alternative wire das Uberfiihren der Tropfen
aus dem PTFE-Schlauch in eine Glaskapillare gleichen Durchmessers. Da Glas hydrophile
Oberfldcheneigenschaften besitzt, muss jedoch eine hydrophobe Beschichtung der
Glasinnenwand erfolgen, beispielsweise mit einem Plasmaverfahren. Die Standzeit solcher
Plasmaschichten erwies sich allerdings als zu gering und nach kurzer Zeit erfolgte eine
Adhision von Tropfen an der Glasinnenwand und damit die Zerstérung der Tropfensequenz.
Problematisch sind zudem Kupplungen zwischen Schlauch und Glaskapillare, die aufgrund der
geometrischen Ubergiinge ebenfalls die Adhision von Tropfen initiieren konnen. Eine
Uberfiihrung in Polymerchips zum Mikroskopieren stellt eine weitere Alternative dar, wobei
die Standzeit der Plasmabeschichtung auf Polymeroberflichen grofer ist als auf Glas.
Polymerchips sind im Allgemeinen fiir die Durchlicht- und die Epifluoreszenzmikroskopie
geeignet, nicht jedoch fiir spezielle Verfahren wie die Lichtblattmikroskopie, bei der das
Anregungslicht (Laserlichtblatt) senkrecht zur Richtung des Detektionsobjektivs eingekoppelt
wird. Zudem ist der Brechungsindex von Polymeren (n = 1,585 fiir Polycarbonat (PC), siche
Tabelle 1) ungiinstig und ein optischer Ausgleich wire aufgrund des zwingend notwendigen

kreisférmigen Querschnitts des Mikrokanals im Polymerchip nur mit hohem Aufwand moglich.

Tabelle 1: Brechungsindizes n relevanter Materialien.

Wasser n=1,33

Polycarbonat (PC) n=1,585
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3
Glas (Deckgliser fiir Mikroskopie) n=1,5255
Perfluordecalin (PFD) n=1,3145
Polytretrafluorethylen (PTFE) n=1,38
Fluorethylenpropylen (FEP) n=1,344

Eine weitere Herausforderung ist das exakte Positionieren der im Schlauch befindlichen
Tropfen im Strahlengang der optischen Abbildung eines Mikroskops. Der Transport der
Tropfen im Schlauch erfolgt im Allgemeinen mittels Spritzenpumpen oder druckgetriebenen
Pumpen. Spritzenpumpen miissen zum Bewegen der Kompartimente einen Mindestdruck
aufbauen, der abhidngig vom Gegendruck im Schlauch ist, der wiederum von dessen Lange und
der Anzahl der im Schlauch befindlichen Tropfen abhingt. Wir dieser Mindestdruck erreicht,
beginnen sich die Tropfen zu bewegen und es stellt sich einen konstanter Druckwert ein. Ein
exaktes Stoppen der sich bewegenden Tropfen zum Zweck des Positionierens eines Tropfens
im Strahlengang der optischen Abbildung ist aufgrund einer Druckhysterese nicht moglich,
d.h., es wird ein Nachlaufen der Tropfensequenz erfolgen, bis sich wieder konstante
Druckverhiltnisse im Schlauch eingestellt haben. Die Verwendung von Spritzenpumpen fiir
das exakte Positionieren der Tropfen scheidet daher aus.

Eine alternative Moglichkeit zum Transportieren von Fliissigkeiten in Mikrokanélen ist die
Anwendung von Schlauch- bzw. Rollenpumpen. Diese konnen jedoch sehr oft den in den
Mikrokanilen vorherrschenden, u.a. von Linge und Durchmesser der Mikrokanile abhdngigen
Druck nicht tiberwinden und sind aus diesem Grund nicht geeignet. Ein weiterer Nachteil ist
UngleichmiBigkeit des Fliissigkeitsstromes, hervorgerufen durch die Rollen der Schlauch-

bzw. Rollenpumpen.

Fir die Bewegung der Tropfensequenz mittels druckgetriebener Pumpen ist charakteristisch,
dass sie durch ihr schnelles Start/Stopp-Verhalten die Tropfen exakt im Bereich des
Strahlengangs der optischen Abbildung positionieren konnen. Nachteilig ist, dass die
druckgetriebenen Pumpen den Druck im System und damit auch im Schlauch permanent regeln
miissen, was sich in einer periodischen Bewegung (Schwingung) der Tropfen duflert. Diese
Schwingung ist zwar gering, verhindert aber eine exakte optische Abbildung des Tropfens und

der darin befindlichen Zellen bzw. 3D-Zellstrukturen.
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Die Verbindung der Lichtblattmikroskopie mit der Durchflusszytometrie ist dem Fachmann
bekannt und wird in der US2014353522 diskutiert. Deschout, H. er al. (2014) beschreiben
Untersuchungen von biologischen Proben in Mikrokanilen von Chip-Systemen mittels
Lichtblattmikroskopie. Paie, P. ef al. (2016) beschreiben die Untersuchung von Gewebeproben
mittels Mikrofluidstrukturen in einem seriellen Hochdurchsatzverfahren. Die zuvor genannten
Probleme der exakten Probenpositionierung im Strahlengang der optischen Abbildung eines
Mikroskops und die mangelnde Qualitit der erzeugbaren Abbildungen bei Vergroflerungen von

mehr als 600fach konnten bislang jedoch nicht geldst werden.

Beschreibung der Erfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht deshalb darin, die Nachteile des Standes der Technik zu
iiberwinden und Vorrichtungen und Verfahren zu entwickeln, die eine verbesserte optische
Detektion (Mikroskopie, Spektroskopie) der sich in einem Mikrokanal befindlichen Proben

ermoglichen.

Diese Aufgabe wird geldst durch eine Vorrichtung nach Anspruch 1, eine Messzelle nach

Anspruch 8 sowie ein Verfahren nach Anspruch 11.

Die Erfindung stellt insbesondere eine Vorrichtung fiir die optische Charakterisierung von
Fluiden und/oder darin eingeschlossener Objekte in einem Mikrokanal bereit, umfassend eine
Messzelle, wobei durch die Messzelle ein Mikrokanal gefiihrt wird, dadurch gekennzeichnet,
dass die Messzelle mit einer Fliissigkeit gefiillt ist, der Mikrokanal sich innerhalb der Messzelle
in der Fliissigkeit befindet, das Fluid im Mikrokanal und/oder darin eingeschlossene Objekte in
dem Mikrokanal bewegbar sind, und der Mikrokanal innerhalb der Messzelle und/oder die

Messzelle mit dem Mikrokanal manuell oder automatisch bewegbar ist.

Die Fliissigkeit, mit der die Messzelle gefiillt ist, ist ausgewdihlt aus einer wissrigen oder einer
nicht wissrigen Fliissigkeit. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist die
Fliissigkeit, mit der die Messzelle gefiillt ist, eine wissrige Fliissigkeit, besonders bevorzugt
Wasser, beispielsweise Leitungswasser, destilliertes Wasser oder deionisiertes Wasser, oder

Wasser mit spezifischen Eigenschaften wie Puffer oder Zellkulturndhrmedium.
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In einer alternativen Ausfiihrungsform der Erfindung ist die Fliissigkeit, mit der die Messzelle
gefiillt ist, eine nichtwissrige Fliissigkeit, vorzugsweise ein Ol. Besonders bevorzugt ist es,

wenn die Messzelle mit Perfluordecalin (PFD) gefiillt ist.

Besonders gute Ergebnisse in Bezug auf die Qualitdt der Abbildungen, die von dem Fluid
und/oder darin enthaltenen Proben in dem Mikrokanal mit einem Mikroskop erhalten werden
konnen, werden erzielt, wenn die Brechungsindizes der Fliissigkeit, mit der die Messzelle
gefiillt ist und des Fluids, das sich in dem Mikrokanal befindet und des Materials, aus dem die
Wandung des Mikrokanals besteht, dhnlich, d.h. vergleichbar sind. Vorzugsweise weisen die
Fliissigkeit, mit der die Messzelle gefiillt ist und das Fluid, das sich in dem Mikrokanal befindet
und das Material, aus dem die Wandung des Mikrokanals besteht, Brechungsindizes von kleiner
alsn = 1,5, vorzugsweise von kleiner als n = 1,4, besonders bevorzugt im Bereich von n = 1,30

bis 1,39, beispielsweise zwischen n = 1,31 und 1,38 auf.

Der Mikrokanal ist vorzugsweise ein Schlauch, der aus PTFE oder FEP besteht, da diese
Materialien einen Brechungsindex dhnlich zu dem Brechungsindex von Wasser aufweisen
(sieche Tabelle 1) und hydrophobe Oberflicheneigenschaften besitzen. Besonders bevorzugt ist
es, wenn der Schlauch aus FEP besteht, da FEP im Vergleich zu PTFE bessere optische

Eigenschaften, eine bessere Transparenz und eine bessere Oberfldchentopografie aufweist.

Der Mikrokanal der erfindungsgeméfen Vorrichtung weist einen Innendurchmesser zwischen
50 pm und 2400 pm, vorzugsweise zwischen 100 um und 1800 pum, besonders bevorzugt

zwischen 250 pm und 1200 um, insbesondere bevorzugt zwischen 500 um und 1000 pm auf.

Das Fluid, dass sich in dem Mikrokanal befindet, ist eine Fliissigkeit und vorzugsweise
zweiphasig und besteht aus seriell angeordneten Tropfen, die aus biologischen Medien mit
darin befindlichen Zellen, Gewebefragmenten oder 3D-Zellstrukturen, wie Sphiroiden,
bestehen. Jeder Tropfen kann dabei als ,,Mikrobioreaktor betrachtet werden. Die wissrigen
Tropfen sind separiert mit einer mit Wasser nicht mischbaren Fliissigkeit, beispielsweise einem
Ol. In einer weiteren Ausfithrungsform der Erfindung handelt es sich bei dem in dem
Mikrokanal befindlichen Fluid um eine einphasige Fliissigkeit, wie beispielsweise ein
Nihrmedium, eine Pufferlosung, Saline oder #hnliches, mit darin befindlichen Zellen,
Gewebefragmenten oder 3D-Zellstrukturen, wobei keine Tropfenseparierung durch ein Ol oder

dhnliches erfolgt.
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In einer weiteren Ausfithrungsform der Erfindung handelt es sich bei dem in dem Mikrokanal
befindlichen Fluid um eine mehrphasige Fliissigkeit, umfassend seriell angeordnete Tropfen in
einem Ol oder einer organischen Fliissigkeit, die aus biologischen Medien mit darin
befindlichen Zellen, Gewebefragmenten oder 3D-Zellstrukturen, wie Sphédroiden, bestehen.
Jeder Tropfen kann dabei als ,,Mikrobioreaktor* betrachtet werden. Die wissrigen Tropfen sind
separiert mit einer mit Wasser nicht mischbaren Fliissigkeit, beispielsweise einem Ol oder einer
organischen Fliissigkeit. Innerhalb der wissrigen Tropfen kann sich mindestens eine weitere
nicht-wiissrige Phase befinden, wie beispielsweise mindestens ein Oltropfen und/oder
mindestens ein Gasblidschen und/oder mindestens ein Kompartiment aus einer organischen
Fliissigkeit und/oder mindestens ein gelartiges Kompartiment. Eine Gasblase kann auch
zwischen zwei wissrigen Tropfen positioniert werden, um beispielsweise als zusitzliche

Gasversorgung zu dienen.

Der Mikrokanal wird erfindungsgemdf durch eine mit einer Fliissigkeit gefiillte Messzelle
gefiihrt. Dies hat den Vorteil, dass die Fliissigkeit, mit der die Messzelle gefiillt ist, so
ausgewihlt werden kann, dass deren Brechungsindex mit dem Brechungsindex der Wandung
des Mikrokanals und des sich in dem Mikrokanal befindlichen Fluids vergleichbar ist, was zur
Verbesserung der Qualitdt der Abbildungen der Proben in dem Mikrokanal mit einem
Mikroskop fiihrt. Zudem ist die Fliissigkeit, mit der die Messzelle gefiillt ist, konditionierbar,
sodass eine Diffusion von Oz und/oder CO; iiber die Wandung des Mikrokanals erfolgt und

somit eine Versorgung von biologischen Objekten im Tropfen erfolgen kann.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfindung kann die Position des Mikrokanals durch
translatorische und/oder rotatorische Bewegungen veridndert werden, wodurch auch die
Position der Proben im Mikrokanal gegeniiber dem Objektiv des Mikroskops bei gleichzeitiger
Beibehaltung der Position der Messzelle gegeniiber dem Objektiv definiert gedndert werden

kann. Die Bewegung des Mikrokanals kann manuell oder automatisiert erfolgen.

Alternativ ist es auch moglich, die Position der gesamten Messzelle, die den Mikrokanal enthilt,
zu verdndern und dadurch die Position der Proben im Mikrokanal gegeniiber dem Objektiv des

Mikroskops definiert zu dndern.
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Unter Proben werden im Sinne der Erfindung Tropfen, Kompartimente oder Segmente eines
wissrigen Mediums in einem zweiphasigen oder mehrphasigen Fluid verstanden, wobei die
Tropfen mit einem mit Wasser nicht mischbarem Fluid, beispielsweise einem o6ligen Fluid,
separiert sind. Ein bevorzugtes liges Fluid ist Perfluordecalin (PFD), da dieses Ol eine zu dem
von Wasser vergleichbaren Brechungsindex aufweist. Die durch dieses 6lige Fluid separierten
Tropfen, Kompartimente oder Segmente enthalten die eigentlichen mikroskopischen Objekte
wie Zellen, Gewebe oder Sphiroide. Wird in der erfindungsgemifen Vorrichtung ein
einphasiges Fluid verwendet, so werden unter Proben im Sinne der Erfindung die sich in dem
einphasigen Fluid befindlichen mikroskopischen Objekte wie Zellen, Gewebe oder Sphiroide

verstanden.

Die Messzelle der erfindungsgemifen Vorrichtung ist in einer besonders bevorzugten
Ausfiihrungsform mit einer Fliissigkeit, wie beispielsweise Wasser oder einem Ol, gefiillt. Der
Teil des Mikrokanals, der in den Strahlengang eines Mikroskops zur optischen Analyse der
Proben eingebracht werden soll, befindet sich in der Fliissigkeit in der Messzelle. Dies hat den
Vorteil, dass die Fliissigkeit die topografischen UnregelmiBigkeiten (Fertigungsspuren etc.) an
der Aullenfldche des Mikrokanals, wie beispielsweise eines Probenschlauches, ausfiillt und so
einen ungestdrten Lichtiibergang garantiert. Die Anpassung der Brechungsindizes
(Wasser — FEP (bzw. PTFE) — Wasser bzw. Ol) fiihrt zu einer weiteren Verbesserung der

optischen Abbildung (Brechungsindizes siche Tabelle 1).

In einer weiteren Ausfiilhrungsform der Erfindung weist die Vorrichtung am Eingang des
Mikrokanals in die Messzelle oder am Eingang des Mikrokanals in die Messzelle und am
Ausgang des Mikrokanals aus der Messzelle oder am Ausgang des Mikrokanals aus der
Messzelle eine Pumpe auf. Enthilt die Vorrichtung nur eine Pumpe am Eingang oder am
Ausgang des Mikrokanals in bzw. aus der Messzelle, so ist diese Pumpe vorzugsweise als
Schlauch- oder Rollenpumpe ausgefiihrt. Vorzugsweise weist die Vorrichtung eine Pumpe am
Eingang des Mikrokanals in die Messzelle und am Ausgang des Mikrokanals aus der Messzelle
auf. In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform sind diese Pumpen als Druckpumpen
ausgefiihrt, wobei die Pumpe am Ausgang des Mikrokanals aus der Messzelle mit Unterdruck
arbeitet. Mit der Verwendung von Druckpumpen kann das eingangs geschilderte Problem des
Nachlaufens der Tropfensequenz besonders effektiv vermieden werden. Vorzugsweise sind die
Pumpen mit einem Mittel bzw. System zur Bestimmung der Probenposition gekoppelt. Das von

diesem System ausgehende Signal schaltet die Pumpe(n) definiert ab und die Tropfensequenz
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stoppt unmittelbar. Damit ist eine definierte Vorwahl der Probenposition im Bereich des

Strahlengangs der optischen Abbildung eines Mikroskops moglich.

Das bereits beschriebene Schwingen der Proben, wie beispielsweise der Tropfen in einem
Mikrokanal, aufgrund der notwendigen Regelung der Pumpe(n), wird erfindungsgemil
eliminiert durch die fluidische Entkopplung der Pumpe(n) vom Mikrokanal, wie beispielsweise
einem Probenschlauch, und damit von der Tropfensequenz wihrend der optischen Detektion.
Hierzu weist die erfindungsgemife Vorrichtung gemif einer weiteren Ausfithrungsform
zwischen der Pumpe und der Messzelle am Eingang des Mikrokanals in die Messzelle ein
Ventil (Absperrhahn) und/oder zwischen der Pumpe und der Messzelle am Ausgang des
Mikrokanals aus der Messzelle ein weiteres Ventil (Absperrhahn) auf. Dabei ist es wichtig, dass
die Absperrhidhne keine Volumenverdringung im Probenschlauch hervorrufen. Anderenfalls
wiirden sich die Proben undefinierte, sprunghafte Bewegungen ausfithren. Aulerdem diirfen
die Proben nicht durch die Betdtigung der Absperrhdhne transportiert werden, was zu
undefinierten Adhédsionseffekten in den Absperrhdhnen fithren wiirde. Nach Abschluss der
Probendetektion schalten die Absperrhihne wieder auf Durchgang, und die Pumpen fordern die

nichste Probe der Probensequenz in den Bereich der optischen Abbildung des Mikroskops.

In einer Ausfiihrungsform der erfindungsgemidfen Vorrichtung weist die Messzelle ein
geschlossenes Gehduse auf und der Eingang des Mikrokanals in die Messzelle und der Ausgang
des Mikrokanals aus der Messzelle weisen Mittel zur Abdichtung des Mikrokanals gegeniiber
dem Gehduse der Messzelle auf, die die Bewegbarkeit des Mikrokanals innerhalb der Messzelle
ermoglichen und gleichzeitig das Austreten der Fliissigkeit aus der Messzelle verhindern. Der
Eingang des Mikrokanals in die Messzelle und der Ausgang des Mikrokanals aus der Messzelle
sind an jeder Auflenfliche der Messzelle anordenbar. In einer Ausfithrungsform der Erfindung
ist der Eingang des Mikrokanals in die Messzelle an einer AuBenfliche der Messzelle
angeordnet und der Ausgang des Mikrokanals an der gegeniiberliegenden AuBenfliche der
Messzelle. In einer weiteren Ausfithrungsform der Erfindung sind der Eingang des Mikrokanals
in die Messzelle und der Ausgang des Mikrokanals aus der Messzelle an der gleichen
AuBenfldache angeordnet.

In einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgemifen Vorrichtung weist die Messzelle
ein an einer Seite offenes Gehiuse auf, durch die der Mikrokanal in die Messzelle hinein- und
aus der Messzelle herausragt, wobei ein Teil des in die Messzelle hineinragenden Mikrokanals

und ein Teil des aus der Messzelle herausragenden Mikrokanals mittels eines in alle



10

15

20

25

30

WO 2020/025679 PCT/EP2019/070640
9

Raumrichtungen bewegbaren und mit der Messzelle nicht in Verbindung stehenden Mittels fest

verbunden ist.

In einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgemifen Vorrichtung weist die Messzelle
Durchfithrungen zum Befiillen der Messzelle mit einer Fliissigkeit, zum Entliiften der
Messzelle, zum Durchfithren von Lichtquellen und Sensoren, beispielsweise von Lichtleitern
zur Einkopplung von Licht in die Messzelle oder von Lichtschranken oder Elektroden zur
Positionsbestimmung von Proben im Mikrokanal oder zum Durchfiihren von Objektiven zum

Emittieren und Detektieren von elektromagnetischer Strahlung auf.

Durch den Anschluss von Lichtleitern, die Licht in die Proben im Mikrokanal einkoppeln
konnen, wird ermoglicht, dass eine einseitige oder beidseitige Anregung der Proben (Zellen) in
den Tropfen eines Probenschlauches iiber Lichtleiter, beispielsweise fiir die
Fluorenzenzmikroskopie erfolgen kann. Spektroskopische (Turbidimetrie, Nephelometrie u.a.)
Messungen und Kombinationen aus unterschiedlichen optischen Detektionsmethoden sind
damit in vorteilhafter Weise realisierbar. Es ist moglich, mehrere parallel angeordnete optische

und fluidische Ein/Ausgédnge an der Messzelle zu realisieren.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der erfindungsgemédfen Vorrichtung weist die
Messzelle einen Rahmen mit Dichtungen fiir den Mikrokanal und zwei mit dem Rahmen
flissigkeitsdicht  (z.B. Dichtungen, Klebeverbindungen) verbundene Platten aus
durchsichtigem Material, vorzugsweise einem Kunststoff oder Glas, besonders bevorzugt aus
Glas, fiir den optischen Strahlengang des Mikroskopobjektivs auf. Die Messzelle weist einen
durchgefiihrten Mikrokanal, wie beispielsweise einen Probenschlauch, auf, der iiber einen
Eingang in die Messzelle eingefiihit wird und iiber einen Ausgang aus der Messzelle
herausgefiihrt wird. Weitere Anschliisse der Messzelle dienen dem Befiillen der Kammer mit
der wissrigen Fliissigkeit sowie dem Entliiften der Kammer. Der Mikrokanal, wie
beispielsweise ein Probenschlauch, kann durch den Eingang und den Ausgang durch die
Kammer hindurch vor- oder zuriickgezogen werden und/oder um die Achse des
Probenschlauches gedreht werden. Dadurch ist es moglich, die im Probenschlauch befindlichen
Proben, z.B. Kompartimente, Tropfen, exakt im Bereich des Strahlenganges des
Mikroskopobjektivs zu positionieren. Diese Moglichkeit des Ziehens und Drehens des
Probenschlauches ist fiir den Fall der Verwendung von Spritzenpumpen zum Probentransport

essenziell, da mit Spritzenpumpen ein exaktes Positionieren der Tropfen nicht moglich ist. Im
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Fall der Verwendung von druckbasierten Pumpsystemen ist ein exaktes Positionieren der Probe
auch ohne die Relativbewegung des Schlauches moglich. Die beiden Platten zur Abdichtung

der Messzelle kdnnen beispielsweise Deckgléser sein.

In einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgemifen Vorrichtung weist die Messzelle
Anschliisse auf, die mit einem Konditionierungsmodul verbunden sind, wobei eine Pumpe
konditionierte Fliissigkeit aus dem Konditionierungsmodul durch die Messzelle und zuriick
zum Konditionierungsmodul foérdert. Die Konditionierung der Fliissigkeit, die dann in die
Messzelle eingebracht wird und den Mikrokanal umgibt, kann beispielsweise folgende
Parameter umfassen: Wassertemperatur T, O2- und CO;-Konzentration. Ein Gasaustausch ist
beispielsweise iiber einen PTFE-Schlauch in bestimmten Grenzen moglich. Dadurch wird die
Konditionierung des O»- und des pH-Wertes des Fluids in dem Mikrokanal, insbesondere im
Tropfen, erméglicht. Die Moglichkeit zur Konditionierung erlaubt damit auch ldnger

andauernde Untersuchungen in der Messzelle.

Die Messzelle der erfindungsgemiflen Vorrichtung besteht aus optisch transparenten
Materialien oder optisch nicht transparenten Materialien oder aus einer Kombination oder
einem Verbund optisch transparenter und nicht transparenter Materialien, wie beispielsweise

aus Glas, geeigneten Kunststoffen, Metall oder Kombinationen oder Verbunden davon.

In einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgeméfen Vorrichtung ist die Messzelle eine
Glaskiivette. Diese weist einen Deckel und einen Boden auf, in denen der Mikrokanal
abgedichtet und dreh- und verschiebbar gefiihrt ist Die Glaskiivette ist mit einer wéssrigen

Fliissigkeit gefiillt. Die Beleuchtung kann wiederum beidseitig erfolgen.

In einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgeméfen Vorrichtung ist die Messzelle eine
Messzelle fiir Tauchobjektive, die wiederum mit einer wissrigen Fliissigkeit gefiillt ist und
Tauchobjektive verwendet. Die Mikrokanaldurchfithrung und Mikrokanalbewegung erfolgt

analog zu den bisher vorgestellten Ausfithrungsformen der Messzellen.

In einer Ausfithrungsform kann die Messzelle geschlossen sein. Die Durchfiihrungen fiir den
Mikrokanal sind dann mit Dichtungen versehen. In Abhédngigkeit des verwendeten Mikroskops
kann es konstruktiv bevorzugt sein, dass die Einleitung und die Ausleitung des Mikrokanals an

einer Fliche der Messzelle, vorzugsweise an einer Seite, wie beispielsweise an deren Deckel
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erfolgen. Der Mikrokanal, beispielweise ein Probenschlauch, kann an einem Ende gezogen und
in gleicher Weise gleichzeitig am anderen Ende geschoben werden oder nur an einem Ende
gezogen oder nur an einem Ende geschoben werden oder an beiden Enden gleichzeitig gezogen
oder geschoben werden, um die im Probenschlauch befindlichen Proben, z.B. Kompartimente,

Tropfen, exakt im Bereich des Strahlenganges des Mikroskopobjektivs zu positionieren.

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfithrungsform ist die Messzelle nach oben hin
offen, aber ebenfalls mit einer Fliissigkeit befiillt. In diesem Fall erfolgt die Fixierung des
Mikrokanals, wie beispielsweise eines Probenschlauches, nicht an der Messzelle, sondern
unabhédngig von der Messzelle. Der so fixierte Probenschlauch kann als Ganzes in alle
Raumrichtungen bewegt und in gewissen Grenzen auch gedreht werden, um die im
Probenschlauch befindlichen Proben, z.B. Kompartimente oder Tropfen, exakt im Bereich des

Strahlenganges des Mikroskopobjektivs zu positionieren.

In einer weiteren Ausfithrungsform der erfindungsgemifen Vorrichtung weist die Messzelle
zusétzlich ein Zudosiermodul auf. Das Zudosiermodul weist ein Mikroventil zur definierten
und zielgenauen Zugabe von Wirkstoffen zu den Proben im Mikrokanal sowie Mittel zur
Positionierung der Proben in den Mikrokanal dem Strahlengang eines Mikroskops, wie
Lichtschranken, Messelektroden, Sensoren oder eine Kamera auf. Damit konnen einerseits in
vorteilhafter Weise die im Mikrokanal befindlichen Proben, z.B. Kompartimente oder Tropfen,
exakt im Bereich des Strahlenganges des Mikroskopobjektivs positioniert werden. Andererseits
ist es moglich, in situ Untersuchungen an den Proben durchzufiihren, in dem Wirkstoffe,
Testsubstanzen usw. direkt zu den im Mikrokanal befindlichen Proben zudosiert werden
konnen. Aufgrund der Vielzahl der getrennten und seriell angeordneten Proben in einem
zweiphasigen oder mehrphasigen Fluid in dem Mikrokanal ist es daher moglich, eine Vielzahl
verschiedener Untersuchungen und Tests in kurzer Zeit durchzufithren bzw. die Wirkung einer

Vielzahl von Testsubstanzen im Hochdurchsatz zu untersuchen.

Durch die an der Messzelle vorhandenen Anschliisse ist es auch moglich, die in der Messzelle
vorhandene Fliissigkeit auszutauschen und deren Zusammensetzung so anzupassen, dass die
Fliissigkeit einen Brechungsindex aufweist, der mit der Wandung des Mikrokanals und dem
sich in dem Mikrokanal befindlichen Fluid vergleichbar ist. In einer besonders bevorzugten
Ausfithrungsform weist die erfindungsgeméfe Vorrichtung deshalb ein Mittel zum Einstellen

des Brechungsindexes der Fliissigkeit in der Messzelle auf. Dabei handelt es sich beispielsweise
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um ein System mit mindestens einem Vorratsbehilter fiir Fliissigkeiten und mindestens einer
Pumpe sowie entsprechenden Schlduchen, mit deren Hilfen die Messzelle mit der gewiinschten

Fliissigkeit befiillbar ist.

Die erfindungsgemife Vorrichtung ist besonders geeignet fiir Verwendung am Aufrecht- bzw.
Inversmikroskop. Es konnte gezeigt werden, dass die Qualitdt der optischen Abbildung von
Zellen in Tropfen, die sich in einem PTFE-Schlauch befanden, der sich in einer mit Wasser
befiillten Messzelle befand, erheblich gesteigert werden konnte gegeniiber Abbildungen von
Zellen in Tropfen, die sich in einem PTFE-Schlauch befanden, der sich nicht in einer mit
Wasser befiillten Messzelle befand. Durch die Verwendung von FEP-Schlauch mit im
Vergleich zu PTFE-Schlduchen hoéheren Transparenz ldsst sich die Qualitdt der optischen
Abbildung noch weiter steigern. Ebenso ist mit einer Miniaturisierung der Messzelle und einer
Verringerung der Wandstérke des Schlauches infolge der geringeren optischen Wegldngen eine

weitere Verbesserung der Bildqualitét erreichbar.

Die erfindungsgemife Vorrichtung kann, wie nachfolgend beschrieben, so ausgestaltet sein,
dass die Probenpositionierung im Strahlengang einer optischen Abbildung automatisiert
erfolgt. Damit kann die erfindungsgemife Vorrichtung in vorteilhafter Weise auch in der
Lichtblattmikroskopie eingesetzt werden und zur Probenuntersuchung im Hochdurchsatz
verwendet werden. Dazu kann der Mikrokanal der erfindungsgeméfen Vorrichtung in einer
weiteren Ausfithrungsform in einer Schlauchsonde enthalten sein. Die Messzelle kann
beispielsweise eine fiir die Verwendung in einem Lichblattmikroskop geeignete Messzelle
darstellen, wobei die Messzelle fiir das Lichtblattmikroskop ebenfalls mit einer Fliissigkeit
gefiillt ist, was in der Verbesserung der Qualitdt der optischen Abbildung von Proben im
Mikrokanal resultiert. Der Mikrokanal in der Schlauchsonde ist vorzugsweise in der

fliissigkeitsgefiillten Messzelle eines Lichblattmikroskops positionierbar.

Die Messzelle fiir das Lichtblattmikroskop ist vorzugsweise nach oben hin offen und weist
mindestens eine Bohrung fiir das Einsetzen eines Objektivs zur Fluoreszenzmessung und/oder
mindestens eine Bohrung fiir das Einsetzen eines Beleuchtungsobjektivs fiir ein Lichtblatt auf.
Vorzugsweise weist die Messzelle fiir das Lichtblattmikroskop eine Bohrung fiir das Einsetzen
eines Objektivs zur Fluoreszenzmessung und zwei Bohrungen fiir das Einsetzen von zwei um

180°versetzte Beleuchtungsobjektive fiir zwei Lichtblitter auf.
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In einer weiteren Ausfithrungsform weist die erfindungsgemife Vorrichtung mindestens ein
Mittel zur Positionsbestimmung von Proben im Mikrokanal, vorzugsweise mindestens eine
Lichtschranke, Kamera, eine Messelektrode oder einen Sensor, auf. Diese Ausgestaltung der
erfindungsgeméflen Vorrichtung ist besonders vorteilhaft, da so die Proben in dem Mikrokanal,
wie zum Beispiel Tropfen in einem Probenschlauch, der ein zweiphasiges oder mehrphasiges
Fluid enthilt, oder Zellen und/oder Sphéroide in einem Mikrokanal, der ein einphasiges Fluid
enthilt, exakt im Bereich des Strahlengangs der optischen Abbildung positioniert werden
konnen. In Kombination mit Pumpen arbeitet das System zudem automatisiert. Das
Ausgangssignal des Mittels zur Positionsbestimmung von Proben schaltet die Pumpe(n)
definiert ab und das die Proben enthaltende Fluid stoppt unmittelbar. Damit ist eine definierte
Vorwahl der Probenposition im Bereich des Strahlengangs der optischen Abbildung moglich.
Das bereits beschriebene Schwingen der Proben aufgrund der notwendigen Regelung der
Pumpe(n) wird eliminiert durch die fluidische Entkopplung der Pumpe(n) vom Mikrokanal und
damit von der Probensequenz wihrend der optischen Detektion. Das kann mittels
Absperrhdhnen erfolgen, die im Bereich zwischen den Druckpumpen und der Messzelle

angeordnet sind.

Die Kombination einer nach oben offenen Messzelle mit dem Pumpen-basierten
Probentransportsystem  bietet hervorragende  Voraussetzungen  beispielsweise  fiir
tomografische Bildaufnahmeverfahren in seriellem Durchsatz. Wiinschenswert wire eine
Feinjustierung, um beispielsweise tomographische Aufnahmen der Probe erzeugen zu konnen.
Dieses Problem wird durch eine weitere Ausfithrungsform der erfindungsgeméfen Vorrichtung
geldst, wobei die Vorrichtung ein Mittel zum automatischen Bewegen der Schlauchsonde, die
einen Mikrokanal aufweist, innerhalb der mit einer Fliissigkeit gefiillten Messzelle des
Lichtblattmikroskops, vorzugsweise einen Piezoantrieb, aufweist. Dieses Mittel zum
automatischen Bewegen des Mikrokanals dient der Feinjustierung und ermdglicht es, den
Probenschlauch in beliebigen Richtungen im Raum zu bewegen und so die Probe aus
verschiedenen Richtungen zu charakterisieren oder z-Stapel zu erzeugen und somit eine
rdumliche Charakterisierung der Proben und der in den Proben befindlichen Zellen und/oder

3D Zellstrukturen zu realisieren.

Die Erfindung stellt weiterhin eine Messzelle fiir die optische Charakterisierung von Fluiden

und/oder darin eingeschlossener Objekte in Mikrokanélen bereit.
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Durch die Messzelle wird ein Mikrokanal gefiihrt, wobei die Messzelle Durchfithrungen zum
Befiillen der Messzelle mit einer Fliissigkeit, zum Entliiften der Messzelle, zum Durchfiihren
von Lichtquellen und Sensoren, beispielsweise von Lichtleitern zur Einkopplung von Licht in
die Messzelle oder von Lichtschranken oder Elektroden zur Positionsbestimmung von Proben
im Mikrokanal oder zum Durchfiihren von Objektiven zum Emittieren und Detektieren von
elektromagnetischer Strahlung aufweist. Erfindungsgemdl ist die Messzelle mit einer
Fliissigkeit gefiillt, der Mikrokanal befindet sich innerhalb der Messzelle in der Fliissigkeit und
der Mikrokanal innerhalb der Messzelle und/oder die Messzelle mit dem Mikrokanal ist

manuell oder automatisch bewegbar.

Die Vorrichtung und die Messzelle sind in vorteilhafter Weise dazu geeignet, eine definierte
Vorwahl der Probenposition im Bereich des Strahlengangs der optischen Abbildung eines
Mikroskops zu ermoglichen und optische Abbildungen von Proben im Mikrokanal in
verbesserter Qualitit bereitzustellen. Das Erzeugen von optischen Abbildungen von Proben im
Mikrokanal ist mit der erfindungsgemiBlen Vorrichtung automatisierter und fiir die
Untersuchung von Proben im Hochdurchsatz anpassbar. Weitere Ausfiihrungsformen der
erfindungsgeméfBen Vorrichtung erméglichen das Erzeugen tomografischer Bildaufnahmen in

seriellem Durchsatz.

In diesem Zusammenhang stellt die Erfindung auch ein Verfahren zur optischen
Charakterisierung von Fluiden und/oder darin eingeschlossener Objekte in einem Mikrokanal
mittels der hierin beschriebenen Vorrichtung bereit, wobei sich der Mikrokanal innerhalb einer
erfindungsgeméfBen Messzelle befindet, die mit einer Fliissigkeit gefiillt ist, und das Verfahren
die Schritte umfasst:
a) Bereitstellen eines Proben-enthaltenden einphasigen, zweiphasigen oder mehrphasigen
Fluids in einem Mikrokanal; und
b) Positionieren der in dem Mikrokanal enthaltenen Proben im Bereich des Strahlengangs
der optischen Abbildung eines Mikroskops,
dadurch gekennzeichnet, dass die Positionierung der in dem Mikrokanal enthaltenen Proben im
Bereich des Strahlengangs der optischen Abbildung erfolgt durch
c¢) manuelles axiales Verschieben und/oder Rotieren des Mikrokanals gegeniiber der
Messzelle; oder
d) automatisches Bewegen des Mikrokanals innerhalb der mit einer Fliissigkeit gefiillten

Messzelle, vorzugsweise mittels eines Piezoantriebs;
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e) automatisches oder manuelles Bewegen der mit einer Fliissigkeit gefiillten Messzelle,
die den Mikrokanal enthilt, mittels Bewegung des Mikroskoptisches in den drei

Raumrichtungen.

Das automatische Bewegen der mit einer Fliissigkeit gefiillten Messzelle, die den Mikrokanal
enthilt, erfolgt in einer bevorzugten Ausfithrungsform durch Bewegen des Mikroskoptisches

in den drei Raumrichtungen mittels Schrittmotoren.

In einer weiteren Ausfithrungsform des erfindungsgemifBen Verfahrens kann die Positionierung
von in dem Mikrokanal enthaltenen Proben erfolgen durch
f) Bewegen der Tropfen im Probenschlauch mittels einer oder mehrerer Pumpen und
Stoppen der Pumpe(n), wenn sich die Probe im Bereich des Strahlengangs der optischen
Abbildung befindet; oder
g) exaktes Bewegen der Tropfen im Probenschlauch mittels einer oder mehrerer Pumpen,
Stoppen der Pumpe(n) und fluidisches Entkoppeln der Pumpe(n) von der
Tropfensequenz im Mikrokanal mittels Ventilen von der Tropfensequenz im
Probenschlauch, wenn sich die Probe im Bereich des Strahlengangs der optischen

Abbildung befindet.

Besonders bevorzugt ist es, wenn in dem erfindungsgemifien Verfahren die Positionierung von
in dem Mikrokanal enthaltenen Proben erfolgt durch

h) automatische Erkennung von Proben im Mikrokanal mit Hilfe eines Mittels zur

Positionsbestimmung der Proben im Mikrokanal, vorzugsweise mittels einer Kamera,

einer Messelektrode oder mittels Lichtschranken und Stoppen der Pumpe(n), wenn sich

die Probe im Bereich des Strahlengangs der optischen Abbildung befindet.

Zum Bewegen der Tropfen im Probenschlauch kénnen beispielsweise eine Schlauchpumpe
(Rollenpumpe) oder Druckpumpen, die vorzugsweise mit verschiedenen Driicken (Druck,
Unterdruck) arbeiten, wobei wechselnde Druckverhiltnisse mittels Drucksensoren geregelt

werden, verwendet werden.

Fiir die erfindungsgemife Messzelle und das erfindungsgemile Verfahren gelten die gleichen

bevorzugten Ausgestaltungen und Ausfiihrungsformen, wie fiir die erfindungsgeméife
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Vorrichtung beschrieben, so dass auf die detaillierte Beschreibung der erfindungsgeméifen

Vorrichtung Bezug genommen wird und auf weitere Wiederholungen verzichtet wird.

Die erfindungsgemife Vorrichtung und das erfindungsgemife Verfahren haben zahlreiche
Vorteile. Fiir die tropfenbasierte Mikrofluidik und insbesondere fiir die technologische
Plattform ,,pipe based bioreactors* spielt die schnelle, reproduzierbare und hochaufgeloste
optische Detektion biologischer Proben eine dominierende Rolle. Die erfindungsgemife
Vorrichtung und das erfindungsgeméfe Verfahren kdnnen als einfaches Durchflusssystem fiir
mikroskopische/spektroskopische Routineuntersuchungen bis hin zu Anwendungen fiir
automatisierte, tomografiebasierte bildgebende Verfahren eingesetzt werden und besitzen
damit ein breites Anwendungspotenzial. Sowohl fiir die Messzelle im Lichtblattmikroskop als
auch fiir die Messzelle am Aufrecht-/Inversmikroskop ist auch die Moglichkeit des
gleichméBigen, kontinuierlichen Flusses der Tropfen gegeben. Beim Lichtblattmikroskop
konnten damit tomografische Untersuchungen im Durchfluss durchgefithrt werden.
Voraussetzung ist, dass die Bilder schnell genug aufgenommen und durch den PC verarbeitet
werden konnen. Dies wurde bereits erfolgreich durch Jiang, H. ef al (2017) demonstriert.
Ebenso ist es moglich, einphasige Fluide bzw. darin befindliche Objekte wie Zellen oder 3D-
Zellstrukturen zu untersuchen. Auch fiir die einphasigen Fluide besteht die Moglichkeit, diese
bzw. darin befindliche 3D-Zellstrukturen kontinuierlich oder im Start-Stopp-Betrieb zu

untersuchen.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von 12 Zeichnungen niher veranschaulicht.

Es zeigen:

Figur 1 die Herstellung von Tropfen aus Zellkulturmedium (DMEM, grau)

kompartimentiert in einem 6ligen Fluid (PFD, transparent);

Figur 2 den Aufbau einer erfindungsgemifen Messzelle;
Figur 3 eine Ausfithrungsform der erfindungsgeméfen Messzelle als Mikroskopierzelle;
Figur 4 weitere Ausfithrungsformen der Messzelle als Glaskiivette und als

materialunabhdngige Messzelle mit Tauchobjektiven;
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Figur 5 weitere Ausfiihrungsformen der Messzelle mit einseitiger Zu- und Abfiihrung
des Schlauches, als geschlossene Messzelle und als nach oben hin offene

Messzelle;

Figur 6 die Unterschiede zwischen mikroskopischen Aufnahmen von Zellen in Tropfen,
die sich in einem PTFE-Schlauch befinden, mit und ohne erfindungsgeméifie

Messzelle;

Figur 7 Varianten zum Bewegen und Positionieren der Tropfen im Bereich des

Strahlenganges der optischen Abbildung eines Mikroskops;
Figur 8 Prinzipdarstellungen der Messzelle fiir ein Lichtblattmikroskop;
Figur 9 eine Prinzipdarstellung des fluidischen Regimes am Lichtblattmikroskop;

Figur 10  ein Zudosiermodul fiir die erfindungsgemiBe Messzelle auf der Basis der
Bestimmung von Position und Geschwindigkeit der Proben mittels zwei

Lichtschranken;

Figur 11  Prinzipdarstellung des fluidischen Regimes am aufrechten oder inversen

Mikroskop; und

Figur 12  die Positionserkennung von Stammzellsphiroiden in einem Tropfen in einem

Mikrokanal.

Figur 1 zeigt Teile eines ,,pipe based bioreactors* (pbb) des Standes der Technik. Tropfen
(20) aus Zellkulturmedium (DMEM, grau gefirbt) werden in einem aus Polycarbonat
bestehenden mikrofluidischen Modul generiert und sind durch ein 6liges Fluid (PFD,
transparent) getrennt. Fig. 1A veranschaulicht die Tropfengenerierung. Im rechten Bereich des
Kanals des mikrofluidischen Moduls befindet sich der Anschluss des Probenschlauches (13).

Fig. 1B zeigt die Tropfensequenz in einem auf eine Schlauchdisk (50) aufgewickelten
Probenschlauch (13). Die Schlauchdisk (50) mit den darin befindlichen Kompartimenten
(Tropfen (20)) kann mehrere Wochen im Inkubator kultiviert werden, wobei in bestimmten
Abstinden eine Detektion der in den Tropfen (20) befindlichen Zellen erfolgen muss. Dazu
wird im einfachsten Fall die Schlauchdisk (50) aus dem Inkubator entnommen und

mikroskopiert.

Jeder Tropfen (20) kann dabei als ,,Mikrobioreaktor* betrachtet werden. Die wissrigen Tropfen

(20) werden mit einem mit Wasser nicht mischbarem Fluid separiert, beispielsweise einem Ol.



10

15

20

25

30

WO 2020/025679 PCT/EP2019/070640
18

In dem hier gezeigten Fall handelt es sich dabei um Perfluordecalin (PFD). PFD ist biologisch
vollig inert, hat eine hohe Sauerstoffaufnahmekapazitit und wird im medizinischen Bereich
beispielsweise zum Transport von Transplantaten verwendet. Der Probenschlauch (13),
aufgrund der Notwendigkeit hydrophober Oberflicheneigenschaften vorzugsweise entweder
aus Polytetrafluorethylen (PTFE) oder Fluorethylenpropylen (FEP) bestehend, hat
vorzugsweise eine Linge von drei Metern, ist auf einer Disk (50) aufgewickelt (Fig. 1B) und

fasst bis zu 900 Tropfen.

Fig. 2A zeigt den Schnitt durch eine Messzelle (10) und verdeutlicht die Aufgabe der in der
Messzelle (10) befindlichen Fliissigkeit (14). Diese ist im hier gezeigten Fall Wasser. Das
Wasser (14) gleicht Unebenheiten der Aufenfliche des Probenschlauches (13) aus und
verhindert dadurch Lichtstreuungen, die im Fall ohne Wasser (14) (Brechungsindex
Nwasser=1,333) beim Ubergangs des Lichts von Luft (Brechungsindex nrui=1) in den
Probenschlauch (13) (Brechungsindex nrrp=1,344) und aus dem Probenschlauch (13) in die
Luft zuriick signifikant wiren. Streueffekte wiirden eine deutlich schlechtere Abbildung
verursachen (siehe auch die Figuren 6A und 6B) als bei der Verwendung von Wasser (14) als
Umgebungsmedium (siehe Figuren 6C und 6D). Fig. 2B zeigt die technische Realisierung der
Messzelle (10) als Mikroskopiermodul mit durchgefiihrtem Probenschlauch (13), (15: Eingang,
16: Ausgang) sowie dem Anschluss (17) zum Befiillen der Messzelle (10) mit einer wéssrigen
Fliissigkeit (14) und Anschluss (18) zum Entliiften der Kammer der Messzelle (10). Der
Probenschlauch (13) kann iiber die Anschliisse (15), (16) durch die Messzelle (10) gezogen
werden (in Richtung der Pfeile bzw. in umgekehrter Richtung) und/oder um die Achse des
Probenschlauches (13) gedreht werden. Dadurch ist es moglich, die im Probenschlauch (13)
befindlichen Proben (20), z.B. Kompartimente, exakt im Bereich des Strahlenganges des
Mikroskopobjektivs (nicht gezeigt) zu positionieren. Diese Moglichkeit des Ziehens und
Drehens des Probenschlauches (13) ist fiir den Fall der Verwendung von Spritzenpumpen zum
Probentransport essenziell, da mit Spritzenpumpen ein exaktes Positionieren der Tropfen (20)
nicht moglich ist. Im Fall der Verwendung von druckbasierten Pumpsystemen ist ein exaktes
Positionieren des Tropfens (20) auch ohne die Relativbewegung des Schlauches (13) moglich.
Zur Abdichtung der Kammer der Messzelle (10) wurden Glasplatten (12) (Deckgléser:
ncls=1,59255) verwendet. Dies ist von Vorteil, da die Lichtiibergdnge optisch korrigiert werden

konnen.
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Die Messzelle (10) kann mit einem externen Konditionierungsmodul verbunden werden, z.B.
iiber die Anschliisse (17) und (18) in Fig. 2B, und eine Pumpe fordert dann iiber die Schlduche
(13°) konditionierte Fliissigkeit aus dem Konditioniermodul durch die Messzelle (10) und
zuriick zum Konditionierungsmodul (Kreislauf). Die Konditionierung der Fliissigkeit (14) kann
folgende Parameter umfassen: Wassertemperatur T, Oz- und CO;-Konzentration. Ein
Gasaustausch ist beispielsweise iiber einen aus PTFE bestehenden Probenschlauch (13) in
bestimmten Grenzen moglich, dadurch ist die Konditionierung des Oz- und des pH-Wertes im
Tropfen (20) moglich. Die Moglichkeit zur Konditionierung erlaubt damit auch ldnger

dauernde Untersuchungen in der Messzelle (10).

Durch die an der Messzelle (10) vorhandenen Anschliisse (17, 18) ist es auch moglich, die in
der Messzelle vorhandene Fliissigkeit (14) auszutauschen und deren Zusammensetzung so
anzupassen, dass die Fliissigkeit (14) einen Brechungsindex aufweist, der mit der Wandung des
Probenschlauchs (13) und dem sich in dem Probenschlauch (13) befindlichen Fluid
vergleichbar ist. Dazu kann die Vorrichtung (200) ein Mittel zum Einstellen des
Brechungsindexes der Fliissigkeit (14) in der Messzelle (10) auf. Dabei handelt es sich
beispielsweise um ein System mit mindestens einem Vorratsbehilter fiir Fliissigkeiten und
mindestens einer Pumpe sowie entsprechenden Schlduchen (13°), mit deren Hilfen die

Messzelle mit der gewiinschten Fliissigkeit (14) befiillbar ist.

Figur 3 zeigt eine Ausfiihrungsform der Messzelle (10). Fig. 3A zeigt die einfachste
Ausfithrungsform der Anordnung der Messzelle (10) als Mikroskopierzelle. Zu erkennen ist die
Position des Objektivs (30) fiir die Lichtmikroskopie oder die Epifluoreszenzmikroskopie. In
dem vom Rahmen (11) und den Glasfenstern (12) gebildeten Raum befindet sich als Fliissigkeit
(14) Wasser oder alternativ ein Ol, wie Perfluordecalin. Die in Fig. 2B dargestellten Anschliisse
(17) und (18) zum Befiillen der Kammer der Messzelle (10) konnen auch belegt werden durch
beispielsweise Lichtleiter (22), die Licht in die Proben (20) im Schlauch (13) einkoppeln und
darin befindliche Fluoreszenzfarbstoffe anregen (Fig. 3B). Spektroskopische (Turbidimetrie,
Nephelometrie, u.a.) Messungen und Kombinationen aus unterschiedlichen optischen
Detektionsmethoden sind realisierbar. Es ist moglich, mehrere parallel angeordnete optische
und fluidische Ein/Ausginge im Bereich der Anschliisse (17) und (18) zu realisieren. Fig. 3C
zeigt die Draufsicht des in Fig. 3A gezeigten Bildes.
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Figur 4 zeigt weitere Ausfithrungsformen der Messzelle (10). In Fig. 4A wird der Schlauch
(13) durch eine Messzelle (10) gefiihrt, die als Glaskiivette ausgefiihrt ist. Diese weist einen
Deckel und einen Boden auf, in denen der Probenschlauch (13) abgedichtet und dreh- und
verschiebbar gefiihrt ist (vergleichbar mit Fig. 2). Die Messzelle (10) ist mit einer Fliissigkeit
(14), wie Wasser oder einem Ol, gefiillt. Die Beleuchtung kann wiederum beidseitig erfolgen.
Fig. 4B zeigt eine Anordnung mit einem materialunabhingigen Gehduse der Messzelle (10),
das wiederum mit einer Fliissigkeit (14), wie Wasser oder einem Ol gefiillt ist und
Tauchobjektive (30) verwendet. Die Schlauchdurchfithrung und Schlauchbewegung erfolgt

analog zu den bisher vorgestellten Varianten der Messzellen (10).

Figur 5 zeigt weitere Ausfithrungsformen der Messzelle (10). In Fig. SA ist die Messzelle (10)
geschlossen, mit Wasser (14) befiillt und die Schlauchdurchfithrungen sind mit Dichtungen (21)
versehen. Der Probenschlauch (13) kann an einem Ende gezogen und in gleicher Weise
gleichzeitig am anderen Ende geschoben werden oder nur an einem Ende gezogen oder nur an
einem Ende geschoben werden oder an beiden Enden gleichzeitig gezogen oder geschoben
werden. In Fig, 5B ist die Messzelle (10) nach oben hin offen, aber ebenfalls mit Wasser (14)
befiillt. In diesem Fall erfolgt die Fixierung des Probenschlauches (13) nicht an der Messzelle
(10) (vgl. Fig. 5A), sondern unabhingig von der Messzelle (10). Der so fixierte Probenschlauch
(13) kann als Ganzes in alle Raumrichtungen bewegt und in gewissen Grenzen auch gedreht
werden. Die beiden in Fig. SA und Fig. 5B gezeigten Ausfithrungsformen sind sowohl als
Glaskiivette, als auch als materialunabhingiges Gehduse realisierbar (vgl. Fig. 4).
,,Materialunabhingiges* Gehduse bedeutet, dass das Gehduse aus allen geeigneten Materialien
bestehen kann, wie beispielsweise Glas, einem Kunststoff, einem Metall oder Kombinationen
oder Verbunden davon, vorausgesetzt, dass die in diesem Fall Durchfithrungen in die
Gehidusewinde einbringbar sind, die es ermdglichen, Objektive (30) eines Mikroskops, wie in

Fig. 4B gezeigt, in die Messzelle (10) einzubringen.

Figur 6 verdeutlicht die Unterschiede zwischen mikroskopischen Aufnahmen von Zellen in
Tropfen (20), die sich in einem Probenschlauch (13) aus PTFE befinden. Fig. 6A und 6B
wurden durch einen Probenschlauch (13) ohne Messzelle (10) aufgenommen, bei den Fig, 6C
und 6D befand sich der Probenschlauch (13) in einer mit Wasser (14) befiillten Messzelle (10)
(vgl. Fig. 2B). Untersucht wurden KG1-Zellen in RPMI-Medium, segmentiert mit PFD in
vergleichbaren Probenschlduchen (13) (PTFE-Schlauch, di=1,0mm, d.=1,60 mm). Es erfolgten

Phasenkontrastaufnahmen unter folgenden Bedingungen:
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Fig. 6A: 40x VergroBerung, ohne Messzelle (10).

Fig. 6B: 600x VergroBerung, fokussiert auf Zellansammlung im Bereich des markierten
Quadrates in Fig. 6A, ohne Messzelle (10).

Fig. 6C: 40x VergroBerung, mit Messzelle (10), gefiillt mit Wasser (14).

Fig. 6D: 600x VergroBerung, fokussiert auf Zellansammlung im Bereich des markierten

Quadrates in Fig. 6C, mit Messzelle (10), gefiillt mit Wasser (14).

Figur 7 zeigt zwei Varianten zum Bewegen und Positionieren der Tropfen (20) im Bereich des
Strahlenganges der optischen Abbildung mittels der erfindungsgemif3en Vorrichtung (200).
Hier ist eine spezielle Variante fiir eine mikroskopische Charakterisierung von Tropfen (20)
und darin befindlichen Zellen in einem Lichtblattmikroskop, angedeutet durch die Objektive
(30) des Lichtblattmikroskops, dargestellt. Fig. 7A zeigt den relativ einfachen Aufbau auf der
Basis einer Spritzenpumpe (60). Fig. 7B zeigt den Aufbau mit Pumpen (70, 70°). Die Pumpen
(70, 70°) sind hier als Druckpumpen ausgefiihrt. Um die Tropfen (20) exakt im Bereich der
optischen Abbildung positionieren zu konnen, ist eine Tropfenpositionsbestimmung (41)
erforderlich. Das kann mittels einer Lichtschranke erfolgen, kann aber auch mit einer Kamera
und einer schnellen Bildauswertung realisiert werden. Das Ausgangssignal der
Tropfenpositionsbestimmung (41) schaltet die Pumpe (60) ab, wobei sich im Fall der
Spritzenpumpe die Tropfensequenz weiterbewegt und erst nach einem Druckausgleich im
Probenschlauch (13) zum Stehen kommt. Die in Fig. 7B dargestellte technische Losung beruht
auf der Anwendung von druckbasierten Pumpen und umgeht das oben geschilderte Problem
des Nachlaufens der Tropfensequenz. Auch hier ist ein System zur Bestimmung der
Tropfenposition (41) notwendig. Das von diesem System ausgehende Signal schaltet die
Druckpumpen (70, 70°) definiert ab und die Tropfensequenz stoppt unmittelbar. Damit ist eine
definierte Vorwahl der Tropfenposition im Bereich des Strahlengangs der optischen Abbildung
moglich. Das bereits beschriebene Schwingen der Tropfen aufgrund der notwendigen Regelung
der Druckpumpen (70, 70°) wird eliminiert durch die fluidische Entkopplung der
Druckpumpe(n) (70, 70°) vom Probenschlauch (13) und damit von der Tropfensequenz
withrend der optischen Detektion. Das kann mittels Absperrhdhnen (90, 90°) erfolgen, die im
Bereich zwischen den Druckpumpen (70, 70°) und der Messzelle (10) angeordnet sind.
Besonders vorteilhaft ist, wenn die Absperrhdhne (90, 90°) keine Volumenverdringung im
Probenschlauch (13) hervorrufen, anderenfalls wiirden die Tropfen (20) undefiniert sprunghafte
Bewegungen ausfiihren; und dass die Tropfen (20) nicht durch die Absperrhdhne (90, 90°)

transportiert werden, was durch die Positionierung der Absperrhdhne (90) und (90°) zwischen
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Vorratsbehidlter und Schlauchdisk (50, 50°) gegeben ist. Andernfalls wiirde dies zu
undefinierten Adhisionseffekten in den Absperrhdhnen (90, 90°) fithren. Nach Abschluss der
Tropfendetektion schalten die Absperrhdhne (90, 90°) wieder auf Durchgang, und die
Druckpumpen (70, 70°) fordern den nédchsten Tropfen der Tropfensequenz in den Bereich der
optischen Abbildung des Mikroskops. Eine Feinjustierung (40) kann beispielsweise durch
Bewegen des Mikroskoptisches oder durch einen Piezoaktuator erfolgen. So bietet die
Kombination einer offenen Messzelle (vgl. Fig. 5B) mit dem Tropfentransportsystem mit
Druckpumpen (70, 70°) gemiB Fig. 7B hervorragende Voraussetzungen beispielsweise fiir
tomografische Bildaufnahmeverfahren in seriellem Durchsatz. Die Feinjustierung (41)
ermoglicht es, den Probenschlauch (13) in beliebigen Richtungen zu bewegen (z.B. mit
Piezoaktoren) und so die Tropfen (20) aus verschiedenen Richtungen zu charakterisieren oder
z-Stapel zu erzeugen und somit eine rdumliche Charakterisierung der Tropfen (20) und der in
den Tropfen (20) befindlichen Zellen bzw. 3D-Zellstrukturen zu realisieren. Die Zellen bzw.
3D-Zellstrukturen werden in Schlauchdisks (50, 50°) iiber eine vorbestimmte Dauer kultiviert.
Zur Beforderung der Proben (20) in dem Probenschlauch (13) wird mittels der Druckpumpen
(70, 70°) Fluid aus dem Vorratsbehilter (91) in den Vorratsbehilter (91°) oder umgekehrt
gefordert.

In einer einfacheren Ausfiihrungsform kann die erfindungsgemife Vorrichtung (200) anstelle
der Druckpumpen (70, 70°) auch eine Schlauchpumpe enthalten. Die Absperrhihne (90, 90°)

konnen dann ggf. entfallen.

Figur 8 zeigt Details einer Schlauchsonde (100) mit Mikrokanal bzw. Probenschlauch (13), die
speziell fiir die Messzelle (120) eines Lichtblattmikroskops entwickelt und getestet wurde. Die
Messzelle (120) befindet sich ortlich arretiert im Lichtblattmikroskop, kann aber vom
Anwender herausgenommen und wiedereingesetzt werden. In die Messzelle (120) ragen die
beiden um 180° versetzten Beleuchtungsobjektive (vgl. (30) in Figs. 7A und 7B) sowie ein
Objektiv zur Erfassung der Fluoreszenz (siehe Fig. 8C). Die Messzelle (120) ist mit Wasser
oder einer nichtwissrigen Fliissigkeit gefiillt. Dies dient der Angleichung der
Brechungsindizes. Die Schlauchsonde (100) mit Probenschlauch (13) ragt frei beweglich in die
Messzelle (120) und die darin befindliche Fliissigkeit, ist dabei jedoch mit dem Piezoantrieb
(110) des Lichtblattmikroskops verbunden, der die Schlauchsonde (100) in drei

Raumrichtungen verfahren und drehen kann.
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Fig. 5B zeigt eine Prinzipdarstellung der Schlauchsonde (100) mit Mikrokanal bzw.
Probenschlauch (13), positioniert in der Messzelle (10) eines Lichtblattmikroskops. Fig. 8A
zeigt den Teil der Schlauchsonde (100) mit Probenschlauch (13), der sich in der Messzelle (120)
befindet. Fig. 8B zeigt die Schlauchsonde (100) in der Messzelle (120), mit der Tiirkamera (41)
des Lichtblattmikroskops aufgenommen. Die Schlauchsonde (100) weist ein
Mikroskopierfenster (111) auf, das sich im Strahlengang der optischen Bilderzeugung des
Mikroskops befindet. Fig. 8C zeigt eine 3D-Darstellung der Messzelle (120) und der
Schlauchsonde (100) (Fig. 8B ,,aus dem Blatt heraus®, die Bohrung (130) ist fiir die Aufnahme
eines Objektivs zur Fluoreszenzmessung vorgesehen, siehe auch Fig. 9). Fig. 8D zeigt die
Seitenansicht von Fig. 8C. Die Bohrung (140) ist fiir den Einsatz eines der zwei um 180°

versetzten Beleuchtungsobjektive fiir die Lichtblitter 1 und 2 vorgesehen (siehe auch Fig. 9).

Figur 9 zeigt eine Prinzipdarstellung des fluidischen Regimes am Lichtblattmikroskop. Fiir die
optischen Aufnahmen der Zellkulturen in den Tropfen (20) ist es essenziell, dass die Tropfen
(20) wihrend der bis zu mehreren Minuten dauernden Aufnahmen ihre Position im
Probenschlauch (13) keinesfalls verdndern, was zu unscharfen Aufnahmen fithren wiirde. Die
fiir die tomografischen Aufnahmen notwendigen Verdnderungen der Position der im Tropfen
(20) befindlichen biologischen Objekte erfolgt durch die Bewegung der kompletten
Schlauchsonde (100) durch den Piezoantrieb (110) des Lichtblattmikroskops, siehe Fig. 8. Fiir
die Tropfen (20) ergeben sich zwei Zustdnde: 1) wihrend der Messung diirfen sich die Tropfen
(20) im Probenschlauch (13) nicht bewegen und ii) nach der Messung muss die komplette
Tropfensequenz im Probenschlauch (13) so bewegten werden, dass der nichste Tropfen (20) in
die Fokusebene der Objektive (30) gelangt und dort definiert gestoppt wird. Die Realisierung
dieser beiden Zustidnde wird nachfolgend beschrieben:

Die Pumpen (70, 70°) erzeugen in den beiden Vorratsbehiltern (91, 91°) einen Uberdruck P1
bzw. einen Unterdruck P2. Die Tropfen (20) beginnen sich unmittelbar nach Applikation des
Drucks gleichméBig aus der Schlauchdisk (50) in Richtung der Messzelle (120) zu bewegen.
Der Bereich des Fensters (111) der Schlauchsonde (100) (Fig. 8B) wird mit einer Videokamera
(41) (Turkamera des Lichtblattmikroskops) iiberwacht und die Ergebnisse werden permanent
in ein Matlab-Programm tibernommen. Dabei wird eine Lichtintensitit einer imaginédren Linie
((150) in Fig. 8C und 8D) ausgewertet. Gelangt ein Tropfen (20) im Probenschlauch (13) in
diesen Bereich des Fensters (111) der Schlauchsonde (100), dndert sich die Lichtintensitét im
Bereich dieser Linie (150), was von Matlab ausgewertet und dann als Signal zum Stoppen der

Pumpen (70, 70°) ausgegeben wird. Die Tropfensequenz bleibt dann unmittelbar stehen, der zu
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messende Tropfen (20) befindet sich im Bereich des optischen Strahlengangs des
Lichtblattmikroskops. Die Pumpen (70, 70°) regeln nach wie vor auf einen bestimmten
Druckwert, was sich in einem ,,Zittern* des Tropfens (20) dullern wiirde. Um dies zu vermeiden,
schalten unmittelbar nach dem Stoppen der Tropfensequenz die Ventile (90) und (90°) und
entkoppeln die Pumpen (70, 70°) und die Vorratsbehilter (90, 90°) von der Tropfensequenz.
Dadurch behalten der Tropfen (20) im optischen Strahlengang des Lichtblattmikroskops und
auch die gesamte Tropfensequenz eine stabile Position und die Fluoreszenzmessung mit dem
Lichtblattmikroskop kann durchgefiihrt werden. Nach Abschluss der Messung werden die
Ventile (90) und (90°) wieder gedffnet, die Pumpen (70, 70°) gestartet und der ndchste Tropfen
(20) der Tropfensequenz in den Bereich des Fensters (111) der Schlauchsonde (100) gefordert.

Die Positionierung und der Start der Messung erfolgt erneut wie oben beschrieben.

In der in Figur 9 gezeigten Anordnung der Vorrichtung (200) kénnen die Pumpen als
Druckpumpen (70, 70°) ausgefiihrt sein, die vorzugsweise mit verschiedenen Driicken (Druck,
Unterdruck) arbeiten, wobei wechselnde Druckverhiltnisse mittels Drucksensoren geregelt

werden.

Neben der hier beschriebenen Positionsbestimmung der Tropfen (20) ist auch die Positions-
bestimmung mittels Lichtschranken, Messelektroden oder Sensoren moglich, die gleichzeitig

auch die Bestimmung der Tropfengeschwindigkeit erlauben wiirden.

Figur 10 zeigt die Messzelle (10) gemif Figur 2B mit aufgesetztem Zudosiermodul (160). In
diesem Zudosiermodul (160) werden die Position und die Geschwindigkeit der Tropfen (20)
mittels zweier Lichtschranken (162, 162°) bestimmt, um mittels eines Mikroventils (zu sehen
durch das Kabel (161) definiert und zielgenau Wirkstoffe in die Tropfen (20) schieBen zu
konnen. Diese Lichtschranken (162, 162°) sind prinzipiell auch in die Messzelle (10) direkt
integrierbar, beispielsweise an deren Seitenflichen, wo sie den Mikroskopiervorgang nicht
storen. Fiir das fluidische Regime der hier gezeigten Messzelle (10) mit Zudosiereinreichtung
(160) gelten prinzipiell die gleichen Randbedingungen wie fiir die des Lichtblattmikroskops.
Die Tropfen (20) sollen im Bereich des optischen Strahlengangs stabil positioniert werden.
Dazu kann die gleiche fluidische Peripherie wie fiir die Messungen am Lichtblattmikroskop
verwendet werden (sieche Schema in Figur 11). Im Gegensatz zum Lichtblattmikroskop, bei
dem die Tirkamera (41) und die daran angeschlossene Matlab-Software die Schaltsignale fiir

die Pumpen (70, 70°) und die Ventile (90) und (90°) zur Verfiigung stellen, wiirden die Signale
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hier von den in Messzelle (10) zu integrierenden Lichtschranken (162, 162°) bzw. der daran

angeschlossenen Hardware zur Signalaufbereitung geliefert werden.

Sind die Mikroskope mit automatisierten Objekttischen ausgeriistet, kann neben dem
Positionieren der Tropfen (20) im Probenschlauch zusitzlich die Messzelle (10) in drei
Raumrichtungen bewegt werden, was mit der Schlauchsonde (100) im Lichtblattmikroskop
dhnlich durchgefiihrt wird (Bewegen der gesamten Schlauchsonde (100) einschliellich
Probenschlauch (13) mittels Piezoaktor (110)). Die Kopplung der Signalaufbereitung der
Lichtschranken (162, 162°) mit der Steuersoftware des jeweiligen Mikroskops erdffnet zudem

die Moglichkeit fiir automatisierte tomografische Untersuchungen der Tropfen (20).

Figur 12B zeigt ein Stammzellsphéroid (mit Késtchen markiert) in einem Tropfen (20). Figur
12A zeigt den zugehorigen Signalverlauf einer Lichtschranke mit deutlichen Signaldnderungen

an den Phasengrenzen des Tropfens (20) und im Bereich des Stammzellsphéroiden.
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Liste der Bezugszeichen

10
11

12

13

13¢

14

15

16
17,18
19

20

21

22

30

40

41

50, 50°
60

70, 70°
P1, P2
90, 90°
91,91
92

100
110
111
120
130
140
150
160
161

Messzelle

Rahmen

Platte aus lichtdurchlidssigen Material, Glasplatte
Mikrokanal, Probenschlauch

Schlauch

wissrige Fliissigkeit, Wasser, Puffer, Nihrmedium
Eingang fiir Mikrokanal, Probenschlauch

Ausgang fiir Mikrokanal, Probenschlauch
Anschliisse fiir Konditionierungsschlauch oder Lichtleiter
Dichtung fiir Gehéduse der Messzelle

Probe, Tropfen

Dichtung fiir Mikrokanal

Lichtleiter

Mikroskop, Objektiv, Lichtblatt

Feinjustierung

Kamera, Videokamera, Tiirkamera

Schlauchdisk

Spritzenpumpe

Pumpen, Druckpumpen

Druck, Unterdruck

Ventil, Absperrhahn

Vorratsbehilter

Druckschlauch

Schlauchsonde

Mittel zum automatischen Bewegen der Schlauchsonde, Piezoantrieb
Mikroskopierfenster

Messzelle fiir Lichtblattmikroskop

Bohrung fiir Fluoreszenzobjektiv

Bohrung fiir Einkopplung Lichtblatt

Bereich des Strahlengangs der optischen Abbildung
Zudosierungsmodul

Mikroventil
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162, 162° Lichtleiter
200 Vorrichtung
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Patentanspriiche

1. Vorrichtung (200) fiir die optische Charakterisierung von Fluiden und/oder darin
eingeschlossener Objekte in einem Mikrokanal (13), umfassend eine Messzelle (10, 120),
wobei der Mikrokanal (13) durch die Messzelle (10, 120) gefiihrt wird, dadurch
gekennzeichnet, dass die Messzelle (10, 120) mit einer Fliissigkeit (14) gefillt ist, der
Mikrokanal (13) sich innerhalb der Messzelle (10, 120) in der Fliissigkeit (14) befindet, das
Fluid und/oder darin eingeschlossener Objekte in dem Mikrokanal (13) bewegbar sind und der
Mikrokanal (13) innerhalb der Messzelle (10, 120) und/oder die Messzelle (10, 120) mit dem

Mikrokanal (13) manuell oder automatisch bewegbar ist.

2. Vorrichtung (200) nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung (200) zur
Positionierung von Proben (20) im Mikrokanal (13) im Strahlengang eines Mikroskops am
Eingang (15) des Mikrokanals (13) in die Messzelle (10, 120) eine Pumpe (70) oder am Eingang
(15) des Mikrokanals (13) in die Messzelle (10, 120) eine Pumpe (70) und am Ausgang (16)
des Mikrokanals (13) aus der Messzelle (10, 120) eine Pumpe (70°¢), oder am Ausgang (16) des
Mikrokanals (13) aus der Messzelle (10, 120) eine Pumpe (70°) aufweist.

3. Vorrichtung (200) nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Vorrichtung
(200) vor dem Eingang (15) des Mikrokanals (13) in die Messzelle (10, 120) ein Ventil (90)
und/oder nach dem Ausgang (16) des Mikrokanals (13) aus der Messzelle (10, 120) ein Ventil
(90°) zur fluidischen Entkopplung der Pumpe(n) (70, 70°) vom Mikrokanal (13) aufweist.

4. Vorrichtung (200) nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass

die Messzelle (10) ein geschlossenes Gehiduse aufweist und der Eingang (15) des Mikrokanals
(13) in die Messzelle (10) und der Ausgang (16) des Mikrokanals (13) aus der Messzelle (10)
Mittel zur Abdichtung (21) des Mikrokanals (13) gegeniiber dem Gehduse der Messzelle
aufweisen, die die Bewegbarkeit des Mikrokanals (13) innerhalb der Messzelle (10)
ermOglichen; und dass der Eingang (15) des Mikrokanals (13) in die Messzelle (10) und der
Ausgang (16) des Mikrokanals (13) aus der Messzelle (10) an jeder AuBlenflidche der Messzelle

(10) anordenbar sind;
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oder

die Messzelle (120) ein an einer Seite offenes Gehiuse aufweist, durch die der Mikrokanal (13)
in die Messzelle (120) hinein- und aus der Messzelle (120) herausragt, wobei ein Teil des in die
Messzelle (120) hineinragenden Mikrokanals (13) und ein Teil des aus der Messzelle (120)
herausragenden Mikrokanals (13) mittels eines in alle Raumrichtungen bewegbaren und mit
der Messzelle (120) nicht in Verbindung stehenden Mittels (110), vorzugsweise mittels eines

Piezoantriebes, fest verbunden ist.

5. Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Messzelle (10, 120) aus optisch transparenten Materialien oder optisch nicht transparenten
Materialien oder aus einer Kombination oder einem Verbund optisch transparenter und nicht

transparenter Materialien besteht.

6. Vorrichtung nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Messzelle (10, 120) Durchfithrungen (17, 18, 130, 140) zum Befiillen der Messzelle (10, 120)
mit einer Fliissigkeit (14), zum Entliiften der Messzelle (10, 120), zum Durchfiihren von
Lichtquellen und Sensoren, beispielsweise von Lichtleitern (22) zur Einkopplung von Licht in
die Messzelle (10, 120) oder von Lichtschranken (162, 162¢) oder Elektroden zur
Positionsbestimmung von Proben (20) im Mikrokanal (13) oder zum Durchfithren von
Objektiven (30, 30°) zum Emittieren und Detektieren von elektromagnetischer Strahlung

aufweist.

7. Vorrichtung (200) nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Vorrichtung (200) mindestens ein Mittel zur Positionsbestimmung von Proben (20) im
Mikrokanal (13), vorzugsweise mindestens eine Lichtschranke (162, 162°), eine Messelektrode

oder eine Kamera (41) aufweist.

8. Messzelle (10, 120) fiir die optische Charakterisierung von Fluiden und/oder darin
eingeschlossener Proben (20) in Mikrokanilen (13), wobei durch die Messzelle (10, 120) ein
Mikrokanal (13) gefiihrt wird, wobei die Messzelle (10, 120) Durchfiihrungen (17, 18, 130,
140) zum Befiillen der Messzelle (10, 120) mit einer Fliissigkeit (14), zum Entliiften der

Messzelle (10, 120), zum Durchfiihren von Lichtquellen und Sensoren, beispielsweise von
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Lichtleitern (22) zur Einkopplung von Licht in die Messzelle (10, 120) oder von Lichtschranken
(162, 162°) oder Elektroden zur Positionsbestimmung von Proben (20) im Mikrokanal (13) oder
zum Durchfilhren von Objektiven (30, 30°) zum Emittieren und Detektieren von
elektromagnetischer Strahlung aufweist,

dadurch gekennzeichnet, dass

die Messzelle (10, 120) mit einer Fliissigkeit (14) gefiillt ist, der Mikrokanal (13) sich innerhalb
der Messzelle (10, 120) in der Fliissigkeit (14) befindet und der Mikrokanal (13) innerhalb der
Messzelle (10, 120) und/oder die Messzelle (10, 120) mit dem Mikrokanal (13) manuell oder

automatisch bewegbar ist.

9. Messzelle (10) nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Messzelle (10) ein
geschlossenes Gehiduse aufweist und der Eingang (15) des Mikrokanals (13) in die Messzelle
(10) und der Ausgang (16) des Mikrokanals (13) aus der Messzelle (10) Mittel zur Abdichtung
(21) des Mikrokanals (13) gegeniiber dem Gehiduse der Messzelle (10) aufweisen, die die
Bewegbarkeit des Mikrokanals (13) innerhalb der Messzelle (10) ermdglichen; und dass der
Eingang (15) des Mikrokanals (13) in die Messzelle (10) und der Ausgang (16) des Mikrokanals
(13) aus der Messzelle (10) an jeder AuBenfldache der Messzelle (10) anordenbar sind.

10. Messzelle (120) nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Messzelle (120) ein an
einer Seite offenes Gehiduse aufweist, durch die der Mikrokanal (13) in die Messzelle (120)
hinein- und aus der Messzelle (120) herausragt, wobei ein sich auflerhalb der Messzelle (120)
befindlicher Teil des in die Messzelle (120) hineinragenden Mikrokanals (13) und ein sich
auBerhalb der Messzelle (120) befindlicher Teil des aus der Messzelle (120) herausragenden
Mikrokanals (13) mittels eines in alle Raumrichtungen bewegbaren und mit der Messzelle (120)
nicht in Verbindung stehenden Mittels (110), vorzugsweise mittels eines Piezoantriebes, fest

verbunden ist.

11. Verfahren zur optischen Charakterisierung von Fluiden und/oder darin eingeschlossener
Objekte in einem Mikrokanal (13) mittels einer Vorrichtung (200) oder einer Messzelle (10,
120) nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei sich der Mikrokanal (13) innerhalb einer
Messzelle (10, 120) befindet, die mit einer Fliissigkeit (14) gefiillt ist, umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen eines Proben (20)-enthaltenden einphasigen, zweiphasigen oder

mehrphasigen Fluids in einem Mikrokanal (13); und
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b) Positionieren der in dem Mikrokanal (13) enthaltenen Proben (20) im Bereich des
Strahlengangs der optischen Abbildung eines Mikroskops,
dadurch gekennzeichnet, dass die Positionierung von in dem Mikrokanal (13) enthaltenen
Proben (20) im Bereich des Strahlengangs der optischen Abbildung erfolgt durch
¢) manuelles axiales Verschieben und/oder Rotieren des Mikrokanals (13) gegeniiber der
Messzelle (10, 120); oder
d) automatisches Bewegen des Mikrokanals (13) innerhalb der mit einer Fliissigkeit (14)
gefiillten Messzelle (10, 120), vorzugsweise mittels eines Piezoantriebs (110); oder
e) automatisches oder manuelles Bewegen der mit einer Fliissigkeit gefiillten Messzelle
(10, 120), die den Mikrokanal (13) enthilt, mittels Bewegung des Mikroskoptisches in

den drei Raumrichtungen;

und/oder dass die Positionierung von in dem Mikrokanal (13) enthaltenen Proben (20) erfolgt
durch
f) Bewegen der Tropfen (20) im Mikrokanal (13) mittels einer oder mehrerer Pumpe(n)
(70,70°), und Stoppen der Pumpe(n) (70, 70¢), wenn sich die Probe (20) im Bereich des
Strahlengangs der optischen Abbildung eines Mikroskops befindet; oder
g) exaktes Bewegen der Tropfen (20) im Mikrokanal (13) mittels einer oder mehrerer
Pumpe(n) (70, 70°), Stoppen der Pumpe(n) (70, 70°) und fluidisches Entkoppeln der
Pumpe(n) (70, 70°) von der Tropfensequenz im Mikrokanal (13) mittels Ventilen (90,
90°), wenn sich die Probe (20) im Bereich des Strahlengangs der optischen Abbildung
eines Mikroskops befindet;

und/oder dass die Positionierung von in dem Mikrokanal (13) enthaltenen Proben (20) erfolgt
durch

automatische Erkennung von Proben (20) im Mikrokanal (13) mit Hilfe eines Mittels zur
Positionsbestimmung der Proben (20) im Mikrokanal (13), vorzugsweise mittels einer Kamera
(41), einer Messelektrode oder mittels Lichtschranken (22, 162, 162¢) und Stoppen der
Pumpe(n) (70, 70°), wenn sich die Probe (20) im Bereich des Strahlengangs der optischen
Abbildung eines Mikroskops befindet.
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