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(54) Title: FLOW CELL FOR ANALYZING PARTICLES IN A LIQUID TO BE EXAMINED
(54) Bezeichnung : FLIESSZELLE ZUR ANALYSE VON PARTIKELN IN EINER ZU UNTERSUCHENDEN FLUSSIGKEIT

FIG 1

(57) Abstract: The invention relates to a device (1, 2) for examining particles (RBC, WBC, PLT) in a liquid to be examined,
comprising a flow passage (F) through which the liquid (BL) to be examined is moved. The flow passage (F) has at least one inlet
(E3, E4) through which at least one sheath fluid (PF1, PF2) flows into the flow passage (F) such that the at least one sheath fluid
(PF1, PF2) forms at least one sheath flow (MS1, MS2) in the flow passage (F). The device (1, 2) further comprises a wave
generating device (WE2) for piezoacoustically generating sound waves (AW) which propagate through the flow passage (F)
transversely to the flow direction of the liquid (BL) to be examined and form wave nodes (KN) on a monitoring plane (BA) such that
particles (WBC, RBC, PLT) to be examined of the liquid (BL) to be examined are moved onto the monitoring plane (BA) and
accumulate thereon on the basis of the pressure eftect of the sound waves (AW) in the transversal direction.

(57) Zusammenfassung:

[Fortsetzung auf der ndchsten Seite]
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Es wird eine Vorrichtung (1, 2) zur Untersuchung von Partikeln (RBC, WBC, PLT) in einer zu untersuchenden Fliissigkeit
beschrieben, die eine FlieBpassage (F) umfasst, durch die die zu untersuchende Fliissigkeit (BL) bewegt wird. Die Flielpassage
(F) weist mindestens einen Einlass (E3, E4) auf, durch den mindestens eine Mantelfliissigkeit (PF1, PF2) in die Fliepassage (F)
stromt, derart, dass dic mindestens eine Mantelfliissigkeit (PF1, PF2) mindestens einen Mantelstrom (MS1, MS2) in der
Fliepassage (F) ausbildet. Die Vorrichtung (1, 2) umfasst auBlerdem eine Wellenerzeugungseinrichtung (WE2) zur
piezoakustischen Frzeugung von Schallwellen (AW), welche sich transversal zur Flierichtung der zu untersuchenden Fliissigkeit
(BL) durch die FlieBpassage (F) ausbreiten und Wellenknoten (KN) in einer Beobachtungsebene (BA) ausbilden, so dass
aufgrund der Druckwirkung der Schallwellen (AW) in Transversalrichtung zu untersuchende Partikel (WBC, RBC, PLT) der zu
untersuchenden Fliissigkeit (BL) in die Beobachtungsebene (BA) verschoben und dort angereichert werden.
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Beschreibung

FlieRBzelle zur Analyse von Partikeln in einer zu untersuchen-

den Flissigkeit

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Untersuchung von
Partikeln in einer zu untersuchenden Flissigkeit. Weiterhin
betrifft die Erfindung eine Vorrichtung zur mikroskopischen
Beobachtung von Partikeln in einer zu untersuchenden Flis-
sigkeit. Zudem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Un-
tersuchung von Partikeln in einer zu untersuchenden Flis-
sigkeit. Uberdies betrifft die Erfindung die Verwendung einer
FlieBzelle und einer Wellenerzeugungseinrichtung zur piezo-

akustischen Erzeugung von Schallwellen.

Blut besteht aus mehreren Bestandteilen, die im Blut in un-
terschiedlichen Konzentrationen vorliegen. Rote Blutkdrper-
chen, auch Erythrozyten genannt, machen 98% des Blutes aus,
Blutplattchen, auch Thrombozyten genannt, umfassen hingegen
nur 1,9% des Blutes und weiBe Blutkdrperchen, auch Leukozyten
genannt, haben sogar nur einen Anteil von 0,1% am Blut. Wenn
man nur die Blutbestandteile mit geringem Anteil, d.h. die
Blutplattchen oder die weiBen BRlutkdrperchen untersuchen
will, gibt es zwei Moglichkeiten der Vorgehensweise. Entweder
detektiert man die bis zu tausendfach haufiger vorhandenen
roten Blutkdrperchen zusammen mit dem interessierenden Zell-
typ, d.h. den Thrombozyten oder den Leukozyten, oder man ent-
fernt vor der Analyse die roten Blutkdorperchen, um die inte-
ressierenden Bestandteile in der Analysefliissigkeit entspre-

chend anzureichern.

Bei der ersten Art der Herangehensweise verlangert sich die
Gesamtanalysezeit erheblich, nadmlich um einen Faktor entspre-
chend dem Verhdltnis zwischen dem Anteil der roten Blutkdr-
perchen und dem Anteil des zu analysierenden Zelltyps. Auler-
dem erhoht sich die dabei zu verarbeitende Datenmenge extrem.
Bei der zweiten Art der Herangehensweise ist ein Arbeitsgang

vor der eigentlichen Analyse notwendig, bei dem die nicht zu
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analysierenden Bestandteile des Rlutes aus der Analysefliis-
sigkeit entfernt werden. Nur bei der zweiten Vorgehensweise

wird eine akzeptable Reduzierung der Analysezeit erreicht.

Herkdmmliche Analyseverfahren beruhen auf elektrischen Metho-
den, wie zum Beispiel dem Coulter-Prinzip. Das Prinzip des
Coulter-Zihlers basiert auf der Messung der Anderung der
mittleren elektrischen Leitfahigkeit zwischen zwei Elek-
troden. Diese tauchen in eine elektrisch leitfdahige Flissig-
keit, welche Partikel mit einer zur Flissigkeit unterschied-
lichen Leitfahigkeit enthalt. Die bei dem Verfahren verwende-
te Messeinrichtung umfasst zwei Messkammern. In jeder der
beiden Kammern, die durch eine schmale Offnung voneinander
getrennt sind, ist eine Messelektrode angeordnet. Dabei rich-
tet sich die GroBe der Offnung nach der GroBe der zu untersu-

chenden Partikel.

Andere herkommliche Analyseverfahren beruhen auf optischen
Methoden. In diesem Zusammenhang ist die Durchflusszytometrie
zu nennen. Dabei werden zu untersuchende Zellen in einer
Fliissigkeit, die mit hoher Geschwindigkeit einzeln ein elek-
trisches Feld oder einen Lichtstrahl passieren, analysiert.
Je nach Form, Struktur oder Farbung der Zellen, ergeben sich
unterschiedliche Effekte, auf deren Basis die Eigenschaften
der jeweiligen Zelle ermittelt werden. Dieses Prinzip wird
zum Beispiel bei Hamatologie-Analysegerdten oder Fluoreszenz-
Durchflusszytometern verwendet. Bei der Fluoreszenz-Durch-
flusszytometrie werden mit einem fluoreszierenden Marker ver-
sehene Zellen je nach Farbung in unterschiedliche Reagenz-

gefale sortiert.

Weiterhin wird auch die Mikroskopie zur Analyse von Blutbe-
standteilen eingesetzt. Dabei werden beispielsweise Zellen
auf einem Objekttrager angefarbt und mit einem Mikroskop beo-
bachtet. Es kann ein hoher Durchsatz von zu untersuchenden
Zellen erreicht werden, wenn das Anfadrben von Zellen mit Flu-
oreszenzstoffen und eine mikroskopische Beobachtung mit der

Durchflusszytometrie kombiniert werden.
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Zur Trennung von zu untersuchenden Partikeln in Flissigkeiten
werden auch Methoden mit hochviskosen Mantelfliissigkeiten (im
Englischen als ,sheath flow"™ bezeichnet) und piezoakustischer
Zelltrennung eingesetzt. Derartige Verfahren sind zum Bei-
spiel in US 2004/0070757 Al, US 2010/0009333 Al, Laurel et
al., Chem. Soc. Rev., 2007, 36, 492-506 und A. Nilsson et
al., Micro Total Analysis Systems 2002, Kluwer Academic Pub-

lishers, Nara, Japan 2002 beschrieben.

Allerdings wurden die genannten Verfahren bisher nicht dafir
eingesetzt, schwach konzentrierte Bestandteile von zu unter-

suchenden Fliissigkeiten anzureichern.

Es ist somit eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine
verbesserte Vorrichtung und ein entsprechendes Verfahren zur
Untersuchung von Partikeln in einer zu untersuchenden Flis-
sigkeit anzugeben, welche auch zur Analyse von schwach kon-
zentrierten Partikeln in zu untersuchenden Fliissigkeiten ge-

eignet sind.

Diese Aufgabe wird durch eine Vorrichtung zur Untersuchung
von Partikeln in einer zu untersuchenden Fliissigkeit gemal
Patentanspruch 1, eine Vorrichtung zur mikroskopischen Beo-
bachtung von Partikeln in einer zu untersuchenden Flissigkeit
gemal Patenanspruch 12, ein Verfahren zur Untersuchung von
Partikeln in einer zu untersuchenden Fliissigkeit gemal Pa-
tentanspruch 14 und eine Verwendung einer Flielizelle und ei-
ner Wellenerzeugungseinrichtung zur piezoakustischen Er-

zeugung von Schallwellen gemd@lB Patentanspruch 15 geldst.

Die erfindungsgemdBe Vorrichtung zur Untersuchung von Par-
tikeln in einer zu untersuchenden Flissigkeit weist eine Pro-
zessstufe zum Trennen und Positionieren der zu untersuchenden
Partikel auf. Die Prozessstufe umfasst eine FlieBpassage,
durch die die zu untersuchende Flissigkeit mit einer ersten
Flussrate bewegt wird. Eine solche FlieBpassage ist vorzugs-

weise derart ausgebildet, dass die durch die FlieBpassage
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hindurchflieRenden Flissigkeiten laminar flieBen. Hierzu wer-
den geeignete Durchmesser der FlieBRpassage und die Flussraten
bzw. die FlieBgeschwindigkeiten der durch die erste FlieBpas-
sage hindurchflieBenden Flissigkeiten gewdahlt. Die FlieBpas-
sage kann zum Beispiel durch Verwendung eines Leitungsele-
ments oder eines rohrartigen Rauelements, welches vorzugswei-
se optisch transparent ist, realisiert sein. Als Flussrate
soll ein durch einen Querschnitt hindurchflieBendes Fliissig-

keitsvolumen pro Zeit definiert sein.

Die FlieBpassage umfasst mindestens einen Einlass, durch den
Jjeweils mindestens eine Mantelfliissigkeit mit mindestens ei-
ner zweiten Flussrate in die FlieBpassage stromt, derart,
dass die mindestens eine Mantelflissigkeit mindestens einen
Mantelstrom in der FlieBpassage ausbildet und die zu untersu-
chende Flissigkeit langs zu dem mindestens einen Mantelstrom
durch die FlieRpassage flieBt. Als Mantelstrom soll in diesem
Zusammenhang also ein Flissigkeitsstrom verstanden werden,
der einen anderen Fliissigkeitsstrom zumindest in einer Rich-
tung umgibt bzw. auf einer Seite des anderen Flissigkeits-
stroms in dessen FlieRBrichtung vorbeiflieRt, wobei der Man-
telstrom und der andere Fliissigkeitsstrom in dieselbe Rich-
tung flieBen. Der Mantelstrom kann jedoch eine andere Ge-
schwindigkeit und eine andere Flussrate aufweisen als der von
ihm umgebene bzw. an seiner Seite flielende andere Flissig-
keitsstrom. Als Mantelstromfliissigkeit, auch Mantelflissig-
keit genannt, werden {iblicherweise sogenannte Pufferldsungen
verwendet, in denen zu untersuchende Partikel haltbar bleiben
bzw. vor Anderungen durch die Tridgerfliissigkeit geschiitzt

sind.

Die erfindungsgemdBe Vorrichtung zur Untersuchung von Par-
tikeln in einer zu untersuchenden Flissigkeit umfasst auler-
dem eine Wellenerzeugungseinrichtung zur piezoakustischen Er-
zeugung von Schallwellen. Unter einer piezoakustischen Erzeu-
gung von Schallwellen wird die periodische, elektrische Anre-
gung von piezokeramischen Schwingungselementen verstanden.

Dabei werden die piezokeramischen Schwingungselemente mit
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Hilfe eines elektrischen Feldes bzw. einer elektrischen Span-
nung zu einer mechanischen Schwingung angeregt, durch welche
wiederum Schallwellen hervorgerufen werden, die sich in den
durch die FlieBRpassage flieBenden Flissigkeiten ausbreiten.
Durch die Anordnung von der Wellenerzeugungseinrichtung ge-
genliberliegenden Reflexionselementen wird die Ausbildung wvon
stehenden Wellen erreicht. Im einfachsten Fall geniigt hierzu
beispielsweise die Seitenwand einer Rohrleitung, welche die
durch die FlieRpassage flieBenden Flissigkeiten umgibt und
leitet.

Die mit Hilfe der piezokeramischen Schwingungselemente er-
zeugten Schallwellen breiten sich transversal zur FlieBrich-
tung der zu untersuchenden Fliissigkeit durch die FlieBpassage
aus und bilden Wellenknoten in einer Beobachtungsebene aus,
so dass aufgrund der Druckwirkung der Schallwellen in Trans-
versalrichtung zu untersuchende Partikel der zu untersuchen-
den Fliissigkeit in die Beobachtungsebene verschoben werden
und dort angereichert werden. Eine Anreicherung der zu unter-
suchenden Partikel in der Beobachtungsebene wird erreicht,
weil bei der Verschiebung der zu untersuchenden Partikel de-
ren spezifisches kinematisches Verhalten unter dem Einfluss
von Schallwellen genutzt wird. Beispielsweise werden im Ver-
gleich zu den iUbrigen Partikeln relativ groB dimensionierte
Partikel durch die Schallwellen mit hdherer Geschwindigkeit
in Querrichtung bewegt als kleinere Partikel. Dieser Ge-
schwindigkeitsunterschied, kann zum Beispiel dazu genutzt
werden, dass deutlich mehr groRere Partikel in der Beobach-
tungsebene angereichert werden, als unerwlinschte kleinere

Partikel.

Die zu untersuchenden Partikel werden in Ausbreitungsrichtung
der Schallwellen bis zu den Wellenknoten befdrdert, wo sie
keiner Kraft in Querrichtung mehr ausgesetzt sind und sich
daher nur noch in Flussrichtung weiterbewegen. Eine Reobach-
tungsebene bzw. ein Beobachtungsbereich umfasst einen in
Querrichtung zur Flussrichtung eng begrenzten Abschnitt in

der FlieBpassage, in der mit einer zur Beobachtung der zu un-
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tersuchenden Partikel verwendeten optischen Beobachtungsein-
richtung Objekte, insbesondere die zu untersuchenden Parti-
kel, scharf beobachtet werden kdénnen. Die Ausdehnung des Be-
obachtungsbereichs in Querrichtung hadngt also von der Schar-
fentiefe der verwendeten optischen Beobachtungseinrichtung
ab. Ferner hadngt die Position des Beobachtungsbereichs in
Querrichtung von der Einstellung und Anordnung der optischen

Beobachtungseinrichtung ab.

Bei der Ansteuerung der Einlasse bzw. von Einrichtungen zur
Bewegung der Fliissigkeiten ist der Wert der mindestens einen
zweiten Flussrate derart gewahlt, dass der mindestens eine
Mantelstrom einen vorbestimmten Querschnitt aufweist, so dass
die Beobachtungsebene bzw. der Beobachtungsbereich durch den
mindestens einen Mantelstrom verlauft und die zu untersuchen-
den Partikel in dem mindestens einen Mantelstrom bzw. der
mindestens einen Mantelflissigkeit angereichert werden. Die
Wahl bzw. Steuerung der Flussraten kann iUber eine Steuerein-
heit geschehen, welche Werte fiir die einzelnen Flussraten vo-
rausberechnet und aufeinander abstimmt und die Antriebsele-
mente zum Erzeugen der einzelnen Flisse der Mantelfliissigkei-
ten sowie der zu untersuchenden Flissigkeit entsprechend den

ermittelten Flussraten ansteuert.

Auf diese Weise wird also der Zentralstrom dezentriert, so
dass zu untersuchende Partikel bei der Separation aus dem
Zentralstrom in einen vorzugsweise hochtransparenten Mantel-
strom versetzt werden kénnen und sich dort gleichzeitig in
der Beobachtungsebene bzw. dem Beobachtungsbereich befinden.
Die so separierten, zu untersuchenden Partikel konnen dann in
dem vorzugsweise hochtransparenten Mantelstrom stromabwdrts
mit einer entsprechenden Beobachtungseinrichtung leicht beo-
bachtet werden, ohne dass die {ibrigen Partikel, welche sich
in dem Zentralstrom befinden, die Sicht auf die zu untersu-
chenden Partikel stdren oder gar verhindern kdonnten. Mit Hil-
fe der erfindungsgemdBen Vorrichtung zur Untersuchung von
Partikeln in einer zu untersuchenden Fliissigkeit wird also

eine Anreicherung von zu untersuchenden Partikeln in einer
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Beobachtungsebene erreicht. Zusdtzlich wird mit Hilfe der
akustischen Wellen auch eine Ausrichtung der zu untersuchen-
den Partikel entsprechend der Orientierung der Beobachtungs-
ebene erzielt, so dass diese gut beobachtet werden kdnnen.
Zur Ausrichtung der Partikel wird eine Ausbreitungsrichtung
der akustischen Wellen senkrecht zur Beobachtungsebene ge-
wahlt. Somit kann auf eine Zugabe von Polymerstoffen zur Aus-
richtung der zu untersuchenden Partikel, wie es oft herkdmm-
lich angewandt wird, verzichtet werden oder zumindest die
Dauer, fir die die zu untersuchenden Partikel den Polymeren
zu ihrer Ausrichtung ausgesetzt sind, reduziert werden. Da
die genannten Polymerstoffe bei zu lang andauernder Einwir-
kung auf die zu untersuchenden Partikel deren dulere Gestalt
unerwinscht verandern kodnnen, ist es besonders vorteilhaft,
wenn deren Anwendung eingeschrankt oder gar ganz darauf ver-
zichtet werden kann. Auf diese Weise kann also die Qualitat
der zu beobachtenden Partikel aufrecht erhalten werden und
trotzdem eine optimale Ausrichtung dieser Partikel erreicht
werden, so dass sie entsprechend einer Orientierung einer Be-

obachtungsebene ausgerichtet sind.

Die Tatsache, dass die zu untersuchenden Partikel aus dem
Partikelstrom in eine andere Ebene gehoben werden und damit
dem Strom der zu untersuchenden Fliissigkeit entzogen sind, so
dass die in dem Hauptstrom befindlichen Bestandteile keinen
stdrenden Einfluss auf eine Beobachtung der zu untersuchenden
Partikel haben, kann zum Beispiel bei der Untersuchung wvon
Blut dahingehend sehr vorteilhaft sein, dass im Gegensatz zu
herkémmlichen Vorgehensweisen zur Untersuchung unverdinntes
Blut verwendet werden kann, das eine hdhere Viskositat als
verdinntes Blut aufweist. Damit aber eignet es sich besonders
fir laminare Strdmungen, wie sie in der beschriebenen erfin-
dungsgemalen Vorrichtung auftreten. Bei laminaren Stromungen
kommt es nicht zur Vermischung der Mantelflissigkeiten mit
dem Zentralstrom, so dass eine Separation von Partikeln aus

dem Zentralstrom besonders effektiv durchgefithrt werden kann.
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Die erfindungsgemdBe Vorrichtung zur mikroskopischen Beobach-
tung von Partikeln in einer zu untersuchenden Flissigkeit um-
fasst eine erfindungsgemalBe Vorrichtung zur Untersuchung wvon
Partikeln in einer zu untersuchenden Fliissigkeit. Darlber
hinaus weist die erfindungsgemale Vorrichtung zur mikroskopi-
schen Beobachtung von Partikeln in einer zu untersuchenden
Fliissigkeit ein Mikroskop auf, welches an einer Langsposition
der ersten FlieBpassage zur Beobachtung von Partikeln der zu
untersuchenden Flissigkeit in der Beobachtungsebene angeord-
net ist. Ein solches Mikroskop kann insbesondere ein opti-
sches Mikroskop sein, es kann aber auch ein Elektronenmikro-
skop oder ein Mikroskop eines anderen zur Beobachtung von
Fliissigkeiten geeigneten Typs sein. Mit dem Mikroskop kdnnen
beispielsweise einzelne zu untersuchende Partikel identifi-
ziert und gezahlt werden. Weiterhin konnen die zu untersu-
chenden Partikel mit Hilfe des Mikroskops differenziert bzw.
klassifiziert werden. Zum Beispiel kdnnen Leukozyten, Throm-
bozyten und Erythrozyten unterschieden werden. Uberdies kann
auch eine Einteilung der beobachteten Partikelarten in Unter-
arten vorgenommen werden. Zum Beispiel konnen Leukozyten nach

finf verschiedenen Subtypen klassifiziert werden.

Es konnen auch Details der zu untersuchenden Partikel beo-
bachtet werden. Aufgrund der Separation der zu untersuchenden
Partikel und der Verschiebung dieser Partikel in die Beobach-
tungsebene bzw. den Beobachtungsbereich des Mikroskops kann
die Beobachtung auf die zu untersuchenden Partikel beschrankt
werden, ohne dass stdrende Partikel die Sicht behindern wir-
den. Da die stdrenden Partikeln bei einer Beobachtung einer
die zu beobachtenden Partikel enthaltenden Fliissigkeit in dem
Beobachtungsbereich nicht oder nur vermindert auftreten, mis-
sen sie nicht zusdtzlich begutachtet werden und eventuell
verworfen werden, so dass eine Beobachtung und Analyse der
die zu beobachtenden Partikel enthaltenden Flissigkeit deut-
lich erleichtert ist und aufgrund der geringeren Anzahl der

zu Uberpriifenden Partikel erheblich beschleunigt ist.
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Die zu Uberprifenden Partikel werden durch die akustische
Kraft bzw. die Kraft der Schallwellen gezielt in die Untersu-
chungsebene bzw. Beobachtungsebene eines Mikroskops verscho-
ben, um diese dort anzureichern bzw. die kleineren Partikel,
wie zum Beispiel Erythrozyten oder Thrombozyten gegeniiber den
groBen Partikeln, insbesondere den Leukozyten, abzureichern.
Auf diese Weise kann zum Beispiel eine 200-2000-fache Anrei-

cherung von Leukozyten erzielt werden.

Bei dem erfindungsgemdlen Verfahren zur Untersuchung von Par-
tikeln in einer zu untersuchenden Flissigkeit wird eine zu
untersuchende Fliissigkeit mit einer ersten Flussrate durch
eine FlieBpassage bewegt. Es wird auBerdem mindestens eine
Mantelfliissigkeit mit mindestens einer zweiten Flussrate
durch einen ersten Einlass in die FlieBpassage eingebracht,
so dass die mindestens eine Mantelflissigkeit einen ersten
Mantelstrom in der FlieBpassage ausbildet und die zu untersu-
chende Flissigkeit langs dem mindestens einen Mantelstrom
durch die FlieRpassage flieBt. Es werden weiterhin Schall-
wellen piezoakustisch erzeugt. Die Schallwellen breiten sich
transversal bzw. quer zur FlieRrichtung der zu untersuchenden
Fliissigkeit durch die FlieBRpassage aus und bilden einen Wel-
lenknoten in einer BReobachtungsebene aus, so dass aufgrund
der Druckwirkung der Schallwellen in Transversalrichtung zu
untersuchende Partikel der zu untersuchenden Flissigkeit in
die Beobachtungsebene verschoben werden und dort angereichert
werden. Dabei wird der Wert der mindestens einen zweiten
Flussrate derart gewdahlt, dass der mindestens eine Mantel-
strom einen vorbestimmten Querschnitt aufweist, so dass die
Beobachtungsebene durch den mindestens einen Mantelstrom ver-
lauft und die zu untersuchenden Partikel in der mindestens
einen Mantelfliissigkeit angereichert werden. Die in die Be-
obachtungsebene bzw. den Beobachtungsbereich verschobenen zu
untersuchenden Partikel koénnen dann mit einer optischen BRe-
obachtungseinheit, wie zum BReispiel ein Mikroskop, leicht be-

obachtet werden.
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Bei der erfindungsgemalen Verwendung erfolgt eine Verwendung
einer FlieBzelle und einer Wellenerzeugungseinrichtung zur
piezoakustischen Erzeugung von Schallwellen, insbesondere ei-
ner erfindungsgemalen Vorrichtung zur Untersuchung von Parti-
keln in einer zu untersuchenden Flissigkeit, zur Separation
von Leukozyten aus einer BRlutflissigkeit. Wie bereits er-
wahnt, tritt bei der herkdmmlichen Beobachtung von Leukozyten
das Problem auf, dass diese nur in geringer Konzentration im
Blut vorliegen. Eine Beobachtung bzw. Untersuchung der Leuko-
zyten ohne deren Separation fihrt daher dazu, dass dabei auch
die roten Blutkdrperchen mit beriicksichtigt und verworfen
werden miissen. Vorteilhaft wird bei der Verwendung der erfin-
dungsgemalen Vorrichtung der Sachverhalt genutzt, dass sich
die weiBen Blutkdrperchen unter dem Einfluss der Schallwellen
schneller bewegen als die anderen BRestandteile des Bluts. Un-
ter Nutzung dieses Sachverhalts kdnnen nun in einer vorbei-
flieBenden Blutflissigkeit mit Hilfe von Schallwellen die
weilen Blutkorperchen quer zur Flussrichtung versetzt und se-
pariert werden. Die Beobachtung der im Vergleich zu der gro-
Ben Anzahl von roten Blutkdrperchen geringen Zahl an sepa-
rierten weilRen Blutkdrperchen lasst sich anschlieBend mit
viel geringerem Aufwand durchfiihren, so dass die Beobach-

tungszeit vorteilhaft deutlich reduziert ist.

Die wesentlichen Komponenten der erfindungsgemalien Vorrich-
tung zur Untersuchung von Partikeln in einer zu untersuchen-
den Flissigkeit konnen zum lUberwiegenden Teil in Form wvon
Softwarekomponenten ausgebildet sein. Dies betrifft insbeson-
dere Teile der Wellenerzeugungseinrichtung, wie zum Beispiel
eine Steuerungseinrichtung zur Steuerung der Erzeugung von
Schallwellen. Weiterhin betrifft dies auch Steuerungseinhei-
ten, welche zur Steuerung der Flussraten der Uber die Einlas-
se der FlieBpassage zuflieBenden Fliissigkeiten eingesetzt

werden.

Grundsétzlich kénnen diese Komponenten aber auch zum Teil,
insbesondere wenn es um besonders schnelle Rerechnungen geht,

in Form von softwareunterstiitzter Hardware, beispielsweise
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FPGAs oder dergleichen, realisiert sein. Ebenso kdnnen die

bendtigten Schnittstellen, beigpielsweise wenn es nur um e€ine
Ubernahme von Daten aus anderen Softwarekomponenten geht, als
Softwareschnittstellen ausgebildet sein. Sie kodnnen aber auch
als hardwaremdRig aufgebaute Schnittstellen ausgebildet sein,

die durch geeignete Software angesteuert werden.

Eine weitgehend softwaremadBige Realisierung hat den Vorteil,
dass auch schon bisher verwendete Steuereinrichtungen auf
einfache Weise durch ein Software-Update nachgeriistet werden
kéonnen, um auf die erfindungsgemalle Weise zu arbeiten. Inso-
fern wird die Aufgabe auch durch ein entsprechendes Computer-
programmprodukt mit einem Computerprogramm geldst, welches
direkt in eine Speichereinrichtung einer Steuereinrichtung
der erfindungsgemalen Vorrichtung zur Untersuchung von Parti-
keln in einer zu untersuchenden Flissigkeit ladbar ist, mit
Programmabschnitten, um alle Schritte des erfindungsgemilien
Verfahrens auszufiihren, wenn das Programm in der Steuerein-
richtung ausgefiihrt wird. Ein solches Computerprogrammprodukt
kann neben dem Computerprogramm gegebenenfalls zusatzliche
Restandteile wie z. B. eine Dokumentation und/oder zusatzli-
che Komponenten auch Hardware-Komponenten, wie z.B. Hardware-

Schlissel (Dongles etc.) zur Nutzung der Software, umfassen

Zum Transport zur Steuereinrichtung und/oder zur Speicherung
an oder in der Steuereinrichtung kann ein computerlesbares
Medium, beispielsweise ein Memorystick, eine Festplatte oder
ein sonstiger transportabler oder fest eingebauter Datent-
rager dienen, auf welchem die von einer Rechnereinheit der
Steuereinrichtung einlesbaren und ausfihrbaren Programm-
abschnitte des Computerprogramms gespeichert sind. Die Rech-
nereinheit kann z.B. hierzu einen oder mehrere zusammen-

arbeitende Mikroprozessoren oder dergleichen aufweisen.

Die abhédngigen Anspriiche sowie die nachfolgende Beschreibung
enthalten jeweils besonders vorteilhafte Ausgestaltungen und
Weiterbildungen der Erfindung. Dabei kdnnen insbesondere die

Anspriiche einer Anspruchskategorie auch analog zu den ab-
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hangigen Anspriichen einer anderen Anspruchskategorie weiter-
gebildet sein. Zudem koénnen im Rahmen der Erfindung die ver-
schiedenen Merkmale unterschiedlicher Ausfiihrungsbeispiele

und Anspriiche auch zu neuen Ausfihrungsbeispielen kombiniert

werden.

In einer Ausgestaltung der erfindungsgemédfBen Vorrichtung zur
Untersuchung von Partikeln in einer zu untersuchenden Flis-
sigkeit weist die FlieBpassage einen ersten Einlass auf,
durch den eine erste Mantelflissigkeit mit einer zweiten
Flussrate in die FlieBpassage stromt. Weiterhin umfasst die
FlieBpassage einen dem ersten Einlass gegeniiberliegenden
zweiten Einlass auf, durch den eine zweite Mantelfliissigkeit
mit einer dritten Flussrate in die FlieBpassage stromt. Der
erste Einlass und der zweite Einlass sind derart gegeniiber-
liegend angeordnet, dass die erste Mantelfliissigkeit einen
ersten Mantelstrom in der FlieBpassage ausbildet und die
zweite Mantelfliissigkeit einen zweiten Mantelstrom in der
FlieBpassage ausbildet, so dass die zu untersuchende Flissig-
keit zwischen dem ersten Mantelstrom und dem zweiten Man-
telstrom durch die FlieRpassage flieBt. Der Wert der zweiten
Flussrate und der dritten Flussrate ist derart gewdhlt, dass
die MantelstrOme einen vorbestimmten Querschnitt aufweisen,
so dass die Beobachtungsebene durch einen der beiden Mantel-
strome verlauft. Mit Hilfe der beiden Mantelstrdme kann eine
Position des Zentralstroms der zu untersuchenden Flissigkeit
im Querschnitt der FlieBpassage bzw. in Transversalrichtung
zur FlieRrichtung eingestellt werden. Insbesondere kann damit
erreicht werden, dass der Zentralstrom nicht mehr in der Be-
obachtungsebene flielt, so dass zu untersuchende Partikel aus
dem Zentralstrom in die Beobachtungsebene gehoben werden kon-
nen. Die Verwendung von zwei Mantelstrdmen erlaubt eine freie
Positionierung des Zentralstroms sowie eine grolRere Flexibi-
litat bei der Wahl der Beobachtungsebene in die die zu unter-
suchenden Partikel transferiert werden, wo sie mit Hilfe ei-
nes Beobachtungsgeradts, wie zum Beispiel ein Mikroskop, beo-

bachtet werden konnen.
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In einer Ausgestaltung der erfindungsgemédfBen Vorrichtung zur
Untersuchung von Partikeln in einer zu untersuchenden Flis-
sigkeit ist die FlieBpassage derart dimensioniert, dass die
durch sie flieRenden Flissigkeiten laminar flieBen. Dies kann
zum Beispiel dadurch erreicht werden, dass die FlieRpassage
einen Mikrofluidkanal umfasst. Ob eine laminare Strdmung in
der FlieBpassage vorherrscht, hédngt von dem Durchmesser der
FlieBpassage sowie von der Geschwindigkeit der durch sie hin-
durch flieBenden Flissigkeiten und deren Viskositdt ab. Bei
gegebener Flussrate und Viskositdt wird also der Durchmesser
der FlieBpassage entsprechend gewahlt, so dass die die FlielR-
passage passierenden Flissigkeiten laminar hindurchstromen
kénnen. Das Vorliegen einer laminaren Stromung hat den Vor-
teil, dass in der FlieBpassage keine Turbulenzen auftreten,
die zu einer unerwinschten Vermischung von Zentralstrom und

Mantelstrom fiihren koéonnten.

In einer bevorzugten Ausgestaltung der erfindungsgemédlen Vor-
richtung zur Untersuchung von Partikeln in einer zu untersu-
chenden Flissigkeit umfasst die zu untersuchende Fliissigkeit
Blutflissigkeit. Wie bereits erwahnt, eignet sich die erfin-
dungsgemale Vorrichtung zur Untersuchung von Partikeln in ei-
ner zu untersuchenden Fliissigkeit besonders gut zur Separati-
on und anschlielenden RBReobachtung von Leukozyten, welche in
relativ geringer Konzentration in der Blutfliissigkeit vorkom-

men.

Bevorzugt wird bei der erfindungsgemalen Vorrichtung zur Un-
tersuchung von Partikeln in einer zu untersuchenden Flissig-
keit die Position der Knoten der akustischen Wellen in Trans-
versalrichtung durch Einstellen der Frequenz der Schallwellen
festgelegt. Die Position der Knoten in Querrichtung zur
Flussrichtung hangt von der Wellenldnge der stehenden Wellen
und damit von der zur Anregung der Wellen verwendeten Fre-
quenz ab. Auf diese Weise lédsst sich die Position der Wellen-
knoten auf eine gewlinschte Position einer Beobachtungsebene
bzw. einen Zentralbereich eines Beobachtungsbereichs in Quer-

richtung zur Flussrichtung einstellen.
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In einer besonders bevorzugten Variante der erfindungsgemialen
Vorrichtung zur Untersuchung von Partikeln in einer zu unter-
suchenden Fliissigkeit weisen die zu untersuchenden Partikel
Leukozyten oder Erythrozyten oder Thrombozyten auf. Das be-
schriebene Anreicherungsverfahren lasst sich auch auf die An-
reicherung von Erythrozyten anwenden. Erythrozyten haben eine
GroBe von 5 bis 6 um und sind doppelt so groB wie Thrombozy-
ten, welche ungefahr 1,5 bis 3,5 um groB sind. Somit lassen
sich auch die Erythrozyten mit Hilfe von Schallwellen von den
Thrombozyten separieren. Zusatzlich kénnte auch eine zusadtz-
liche Prozessstufe der beschriebenen Prozessstufe nachge-
schaltet sein, welche noch die Leukozyten von den Erythrozy-
ten trennt und analog zu der beschriebenen Prozessstufe funk-

tioniert.

Die Thrombozyten koénnen als kleinste Teilchen dadurch sepa-
riert werden, dass alle anderen Blutbestandteile, d.h. die
Leukozyten und die Erythrozyten auf die beschriebene Weise
separiert werden und der Zentralstrom mit den Thrombozyten in

die Beobachtungsebene gelenkt wird.

Besonders bevorzugt weist die erfindungsgemale Vorrichtung
zur Untersuchung von Partikeln in einer zu untersuchenden
Fliissigkeit eine der FlieBpassage vorgeschaltete Trennstufe
auf. Dabei weist die Trennstufe eine zusidtzliche FlieBpassage
mit einem Zentralstrom mit einer zunachst von den zu unter-
suchenden Partikeln freien Flissigkeit und mindestens einem
Mantelstrom, im Folgenden als Trennstufen-Mantelstrom be-
zeichnet, auf, welcher langs dem Zentralstrom durch die
FlieBpassage der Trennstufe flielt und die zu untersuchende
Fliissigkeit aufweist. Vorzugsweise umgibt der mindestens eine
Trennstufen-Mantelstrom den Zentralstrom. Als Zentralstrom
soll in diesem Zusammenhang ein Flissigkeitsstrom betrachtet
werden, neben dem mindestens ein weiterer Flissigkeitsstrom
parallel flielBt, in diesem Fall ein Mantelstrom. Wie be-

schrieben, wird der Zentralstrom vorzugsweise von dem mindes-
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tens einen Mantelstrom umgeben, so dass er dann zentral durch

die FlieBpassage flielt.

Bei dieser Variante weist die Trennstufe aulRerdem eine zu-
sdtzliche Wellenerzeugungseinrichtung zur piezoakustischen
Erzeugung von Schallwellen auf, welche sich transversal zur
FlieBrichtung der zu untersuchenden Flissigkeit durch die
FlieBpassage der Trennstufe ausbreiten und einen Wellenknoten
in einer Ebene durch den Zentralstrom ausbilden, so dass auf-
grund der Druckwirkung der Schallwellen in Transversalrich-
tung Partikel, insbesondere Partikel mit einem grdRleren
Durchmesser im Vergleich zu anderen Partikeltypen in der zu
untersuchenden Flissigkeit, in den Zentralstrom verschoben
werden und dort angereichert werden. Bei dieser besonders
vorteilhaften Variante erfolgt also eine zusadtzliche Separa-
tion der zu untersuchenden Partikel aus der zu untersuchenden
Fliissigkeit vor der Separation der zu untersuchenden Partikel
und deren Verschiebung in die Beobachtungsebene, so dass die
Zuverlassigkeit und Effektivitat der Separation der zu unter-

suchenden Partikel erhoht ist.

In einer besonders vorteilhaft anzuwendenden Variante der er-
findungsgemalen Vorrichtung zur Untersuchung von Partikeln in
einer zu untersuchenden Flissigkeit ist die von den zu unter-
suchenden Partikeln zunachst freie Fliissigkeit transparent.
Die hohe Transparenz der von den zu untersuchenden Partikeln
freien Flissigkeit erlaubt eine erleichterte Beobachtung wvon
in diese Flissigkeit transferierten zu untersuchenden Parti-
keln.

In einer besonders vorteilhaften Ausgestaltung der erfin-
dungsgemalen Vorrichtung zur Untersuchung von Partikeln in
einer zu untersuchenden Fliissigkeit sind die Wellenerzeu-
gungseinrichtungen der Trennstufe und der Prozessstufe derart
ausgebildet, dass die Ausbreitungsrichtung der Schallwellen
in der Trennstufe und die Ausbreitungsrichtung der Schallwel-

len in der FlieRpassage der Prozessstufe zueinander orthogo-



10

15

20

25

30

35

WO 2017/108129 PCT/EP2015/081156

16

nal und orthogonal zur FlieBrichtung der zu untersuchenden

Fliissigkeit verlaufen.

Alternativ konnen die Trennstufe sowie die Prozessstufe der-
art ausgebildet sein, dass die Separation in der Trennstufe
und die anschlielende Verschiebung des Zentralstroms in der

Prozessstufe in derselben Richtung verlaufen.

Dazu kann man entweder die Dimensionen eines die FlieBpassage
bzw. die FlieBstrecke definierenden Kanals vertauschen oder
die Wellenerzeugungseinrichtung seitlich anstatt in der Ver-

tikalen positionieren.

Die Ausrichtung der Ausbreitungsrichtung der akustischen Wel-
len richtet sich nach der geometrischen Form der die FlielR-
passage umgebenden Leitungselemente und nach der Ausrichtung
und Position einer daran anzuordnenden Beobachtungseinheit,

wie zum Beispiel ein Beobachtungsmikroskop.

In einer speziellen Variante der erfindungsgemédfBen Vorrich-
tung zur Untersuchung von Partikeln in einer zu untersuchen-
den Fliissigkeit weitet sich die FlieBpassage der Prozessstufe
vor der Langsposition der Wellenerzeugungseinrichtung der
Prozessstufe quer zur FlieBrichtung auf, so dass die FlieBge-
schwindigkeit der zu untersuchenden Flissigkeit und der min-
destens einen Mantelflissigkeit reduziert sind. Infolge der
geringeren FlielRgeschwindigkeit lassen sich zu untersuchende
Partikel leichter beobachten und analysieren, da mehr Zeit
verbleibt, in der sich die Partikel im Beobachtungsbereich

eines verwendeten Beobachtungsgerats aufhalten.

Bevorzugt weist die erfindungsgemdle Vorrichtung zur Unter-
suchung von Partikeln in einer zu untersuchenden Fliissigkeit
eine Pufferzugabeeinheit auf. Die Pufferzugabeeinheit ist da-
zu eingerichtet, einen Puffer zur hypotonischen Ldsung dem
Zentralstrom oder der zu untersuchende Fliissigkeit beizuge-
ben. Mit Hilfe des zusatzlichen Puffers werden Partikel mit

hoherem intrazelluldrem osmotischen Druck aufgeldst, wahrend
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Partikel mit niedrigerem intrazelluldrem osmotischen Druck

erhalten bleiben.

Bei der Separation von weiBen Blutkdrperchen aus einer Blut-
fliissigkeit werden mit Hilfe der zusatzlichen Pufferldsung
rote Blutkdrperchen aufgrund ihres hdéheren intrazellularen
osmotischen Drucks aufgeldst, wahrend weile Blutkdrperchen
erhalten bleiben. Diese Malinahme ermdglicht somit eine weiter
verbesserte Trennung von zu untersuchenden weilen Blutkdrper-

chen von der Blutflissigkeit.

Besonders bevorzugt weist die erfindungsgemale Vorrichtung
zur Untersuchung von Partikeln in einer zu untersuchenden
Flliissigkeit eine Einheit auf, welche vorzugsweise mit dem
zweiten Einlass in Verbindung steht und dazu eingerichtet
ist, der mindestens einen Mantelfliissigkeit Marker fir die
Zielpartikel zuzugeben. Marker kdnnen spezifische chemische
Eigenschaften haben, so dass sie sich nur mit bestimmten zu
analysierenden Bestandteilen einer zu untersuchenden Flissig-
keit verbinden. Sie kdnnen zum Beispiel eine spezielle Farbe
aufweisen und somit die interessierenden Bestandteile der =zu
untersuchenden Fliissigkeit leicht kenntlich machen. Die Ver-
wendung von Markern erleichtert also die Auffindbarkeit von
zu beobachtenden Partikeln in einer zu untersuchenden Flis-
sigkeit. Marker kénnen auch spezifische physikalische Eigen-
schaften haben, die eine Separation der mit Ihnen behafteten
Partikel erleichtert oder auch erst moéglich macht. BReispiels-
weise konnte man grundsédtzlich schwer zu trennende Partikel
mit geeigneten Markern versehen, so dass die vorstehend be-
schriebenen Separationsverfahren leichter und effektiver an-
wendbar sind. Bisweilen kann eine Situation vorliegen, bei
der in einer Flissigkeit vorhandene unterschiedliche Partikel
annahernd gleich grofl sind und daher mit Schallwellen nur
schwer voneinander zu separieren waren. Versieht man nun die
interessierenden Partikeln mit entsprechend groll dimensio-
nierten Markern, kann trotzdem eine Separation der interes-

sierenden Partikel mit Hilfe von Schallwellen erfolgen.
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Uberdies kann die erfindungsgemidBe Vorrichtung zur mikrosko-
pischen Beobachtung von Partikeln in einer zu untersuchenden
Fliissigkeit eine Sammeleinheit aufweisen, welche der Prozess-
stufe nachgeschaltet, stromabwiarts der Langsposition des Mik-
roskops angeordnet ist und dazu eingerichtet ist, die unter-
suchten Partikel zu sammeln. Die gesammelten Partikel konnen
anschlieBend mit einer weiteren Untersuchungsmethode, welche
eine Anreicherung der untersuchten Partikel bendtigt, vor-
zugsweise molekularbiologische Messmethoden, weiter unter-
sucht werden. Auf diese Weise kann die mit Hilfe der erfin-
dungsgemalen Vorrichtung erzielte Separation und Anreicherung
von zu untersuchenden Partikeln mehrfach und fir verschiedene

Untersuchungen nacheinander genutzt werden.

Die erfindungsgemdBe Vorrichtung zur mikroskopischen Beobach-
tung von Partikeln in einer zu untersuchenden Flissigkeit
kann zudem eine Partikeltransfereinrichtung aufweisen, welche
stromabwdrts, d.h. der Prozessstufe nachgeschaltet, hinter
der Langsposition des Mikroskops angeordnet ist und zum
Transfer der Partikel, insbesondere der untersuchten Parti-
kel, von der FlieRpassage auf einen Objekttrager zur weiteren
Untersuchung der Partikel ausgebildet ist. Eine solche Trans-
fereinrichtung kann zum Beispiel Teil der beschriebenen Sam-
meleinheit sein und eine Offnung aufweisen, durch die mit den
untersuchten Partikeln angereicherte Flissigkeitstropfen hin-
durchbewegt werden, so dass sie anschliellend auf einen Ob-
jekttrager fallen. Der Objekttrager kann als Transportmittel
der untersuchten Partikel an eine andere Position genutzt

werden, an der weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Die Erfindung wird im Folgenden unter Hinweis auf die beige-
figten Figuren anhand von Ausfihrungsbeispielen noch einmal

naher erlautert. Es zeigen:

FIG 1 eine schematische Darstellung einer Vorrichtung zur
Untersuchung von weiBen BRlutkdrperchen gemdl einem

Ausfihrungsbeispiel der Erfindung,
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FIG 2 eine schematische Darstellung eines Trennvorgangs von

weiBen Blutkodrperchen in einer Trennstufe,

FIG 3 eine schematische Darstellung einer Verschiebung von

weillen Blutkdrperchen in eine Beobachtungsebene,

FIG 4 eine Zusammenschau der Trenn- und Verschiebungsvor-
gange in einer Vorrichtung zur Untersuchung von wei-
Ben Blutkorperchen bei der Anwendung einer hypotoni-
schen Losung gemall einem Ausfihrungsbeispiel der Er-

findung,

FIG 5 eine schematische Darstellung einer Vorrichtung zur
Untersuchung von weiBen BRlutkdrperchen gemdl einem
Ausfihrungsbeispiel der Erfindung mit einem nachge-

schalteten Objekttrager,

FIG 6 ein Flussdiagramm, mit dem der Ablauf eines Verfah-
rens zur Untersuchung von weillen Blutkdrperchen gemal
einem Ausfihrungsbeispiel der Erfindung veranschau-

licht wird.

Ein erstes Ausfihrungsbeispiel einer Vorrichtung 1 zur Unter-
suchung von weiBen Blutkorperchen WBC wird im Zusammenhang
mit FIG 1 bis FIG 3 beschrieben.

In FIG 1 ist eine Draufsicht auf ein Mikrofluidkanalsystem 1
gezeigt, welches als FliefRBzelle zur Untersuchung von weiBen
Blutkdrperchen WBC dient eine Vorrichtung zur Untersuchung
von Partikeln in einer zu untersuchenden Fliissigkeit gemal
einem Ausfiithrungsbeispiel der Erfindung darstellt. Das Mikro-
fluidkanalsystem umfasst eine Trennstufe S1, eine der Trenn-
stufe nachgeschaltete Prozessstufe S2 und eine der Prozess-
stufe nachfolgende Sammeleinheit S3. Die Draufsicht erfolgt
auf die x/y-Ebene. Dabei ist die FlieBrichtung der zu unter-
suchenden Flissigkeit die x-Richtung. Zusadtzlich ist in FIG 1
der auf der rechten Seite abgebildete Teil, d.h. die Prozess-

stufe S2, umfassend eine FlieBpassage F, und die Sammelein-
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heit S$3 des Mikrofluidkanalsystems 1 unten rechts im Bild in

Seitenansicht, d.h., in der x/z-Ebene dargestellt.

Das Mikrofluidkanalsystem 1 weist eine Trennstufe S1 auf. Die
Trennstufe S1 umfasst einen ersten Einlass E1, in dem Blut-
fliissigkeit BL mit einer ersten Flussrate v; in das Mikroflu-
idkanalsystem 1 hineinstromt. Zusadtzlich umfasst das Mikro-
fluidkanalsystem 1 einen zweiten Einlass E2, durch den eine
von der Blutfliissigkeit freie Flissigkeit PF, in diesem Fall
eine Pufferflissigkeit PF, mit einer zweiten Flussrate v,
einstromt. Die beiden Flissigkeiten BL, PF werden in einer
FlieBpassage Fl bzw. einem ersten FlieBpassagenabschnitt F1
zusammengefiihrt und zwar derart, dass die Pufferfliissigkeit
PF einen Zentralstrom ZS bildet und die Blutflissigkeit BL
einen Trennstufen-Mantelstrom MS um die Pufferfliissigkeit PF
bildet, der auf beiden Seiten aulen an dem Zentralstrom Z3
vorbeiflieBt. Aufgrund der kleinen Abmessungen des Mikroflu-
idkanals 1 (die Breite betragt zwischen 100 und 1500 um und
die HOhe betragt etwa 30 bis 500 um) verhalten sich der Zent-
ralstrom ZS und der Trennstufen-Mantelstrom MS bei typischen
FlieRBgeschwindigkeiten jeweils laminar, so dass sie aneinan-
der vorbeistrdmen, ohne sich zu vermischen. Die zu untersu-
chende Rlutflissigkeit BL strdmt an dem Zentralstrom ZS auf
beiden Seiten vorbei und nach dem Absolvieren des ersten
FlieBpassagenabschnitts F1 schlieBlich zu einem Abflussbe-
reich SB =zuriick, welcher in FIG 1 auf der dem zweiten Einlass
E2 gegeniiberliegenden Seite des ersten Einlasses E1, d.h.
ganz links eingezeichnet ist. Die Blutflissigkeit BL umfasst
in dem in FIG 1 gezeigten Ausfihrungsbeispiel rote Blutkor-
perchen RBC, weiRe Blutkorperchen WBC und Blutplattchen PLT.

An dem ersten FlielBpassagenabschnitt F1 ist auch eine erste
Wellenerzeugungseinrichtung WE1l zur piezoakustischen Erzeu-
gung von Schallwellen AW (siehe FIG 2)angeordnet. Die erste
Wellenerzeugungseinrichtung WE1l ist in FIG 1 mit einem Stern
symbolisiert. Mit Hilfe der ersten Wellenerzeugungseinrich-
tung WE1l werden sich senkrecht zur Flussrichtung ausbreitende

Schallwellen AW (siehe FIG 2) erzeugt, welche Wellenknoten in
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einem Zentralbereich des ersten FlieBpassagenabschnitts F1
bilden, in dem der Zentralstrom ZS verlauft. WeiBe Blut-
kdrperchen WBC, die sich in dem Trennstufen-Mantelstrom MS
aufhalten, werden aufgrund ihrer GrdBe durch die Schallwellen
AW mit hoéherer Geschwindigkeit in Richtung des Zentralstroms
725 abgelenkt als andere Bestandteile des Bluts BL, wie zum
Beispiel rote Blutkdrperchen RBC oder Blutplattchen PLT. Auf
diese Weise kommt es in dem ersten FlieRpassagenabschnitt F1
zu einer ersten Anreicherung von weiBen Blutkdrperchen WBC in

dem Zentralstrom ZS.

Im weiteren Prozessverlauf PR erfolgt nun ein Ubergang des
Zentralstroms ZS in eine Prozessstufe S2 des Mikrofluidkanal-
systems 1. Die Prozessstufe S2 umfasst eine FlielBpassage F
mit einem zweiten F2, einem dritten F3 und einem vierten
FlieBpassagenabschnitt F4. In den zweiten FlieRpassagenab-
schnitt der FlieBpassage F stromt aus einem dritten Einlass
E3 eine Pufferflissigkeit PFl mit einer dritten Flussrate wv;
und aus einem in z-Richtung dem dritten Einlass E3 gegenilber-
liegenden vierten Einlass E4 strdmt eine Pufferfliissigkeit
PF2 mit einer vierten Flussrate vs in den zweiten FlielRpassa-
genabschnitt der FlieBpassage F. Die beiden Pufferfliissigkei-
ten PF1l, PF2 bilden jeweils einen ersten bzw. zweiten Man-
telstrom MS1, MS2 und beschranken den Zentralstrom ZS mit den
weilen Blutkorperchen WBC auf einen zwischen den beiden Man-
telstrdmen MS1, MS2 liegenden Bereich, der nicht in einer Be-
obachtungsebene bzw. einem BReobachtungsbereich BA eines spa-
ter zur Beobachtung verwendeten Mikroskops M liegt (siehe
auch FIG 2). Diese Flussstruktur ist in einem dritten Fliel-
passagenabschnitt F3 erreicht. In dem dritten FlieBpassagen-
abschnitt F3 wird der Mikrofluidkanal 1 in y-Richtung, d.h.
quer zur FlieBrichtung, aufgeweitet, um die Geschwindigkeit
der ersten und zweiten Mantelstrdme MS1, MS2 und des Zent-
ralstroms ZS zu reduzieren. Eine Verlangsamung der Strdmungs-
geschwindigkeiten ist notwendig, damit nachfolgend einzelne
weile BlutkoOrperchen WBC mit einem Mikroskop M beobachtet
werden kdénnen. Wie in einer vergrdlerten Darstellung in FIG 1

zu erkennen ist, hangt die Position des Zentralstroms ZS wvon
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der GroRe der Flussraten v3, v4 der ersten und zweiten Man-
telstrome an. Ist vs < vz, so 1st der Zentralstrom in z-Rich-
tung nach oben hin verschoben. Ist vy, = vs3, so liegt der
Zentralstrom 7ZS in z-Richtung betrachtet genau in der Mitte
des Querschnitts der FlieBpassage F, und ist vs > vs, SO
liegt der Zentralstrom 7ZS in z-Richtung betrachtet unterhalb
der Mitte des Querschnitts der FlieBpassage F.

In einem vierten FlieBpassagenabschnitt F4 werden mit Hilfe
einer zweiten Wellenerzeugungseinrichtung WE2 (in FIG 1 als
Stern symbolisiert) erneut sich senkrecht zur Flussrichtung
ausbreitende Schallwellen AW, allerdings anstatt in y-Rich-
tung ausbereitend diesmal in z-Richtung ausbreitend erzeugt.
Die Schallwellen AW, wobei es sich vorzugsweise um stehende
Wellen handelt, weisen erneut Wellenknoten KN auf, die aller-
dings diesmal nicht in dem Strdémungsbereich des Zentralstroms
ZzS liegen, sondern benachbart im Strdmungsbereich eines der
beiden Mantelstrome MS1, MS2 liegen (in FIG 3 liegen die Kno-
ten KN in dem ersten Mantelstrom MS1l). Die Wellenknoten lie-
gen allerdings in der Beobachtungsebene BA bzw. in z-Richtung
betrachtet auf der Hohe des Reobachtungsbereichs BA des Mik-
roskops M. Aufgrund der bereits erlauterten Grdlenunter-
schiede werden nun wieder die weillen Blutkdérperchen WBC be-
vorzugt in die Beobachtungsebene BA abgelenkt, d.h. sie gera-
ten in den ersten Mantelstrom MS1 (siehe FIG 3), durch den
auch die Beobachtungsebene BRA des Mikroskops M verlauft. Der
erste Mantelstrom MS1 ist vorzugsweise farblos, so dass die
im ersten Mantelstrom MS1 befindlichen weilen Blutkdrperchen
WBC gut zu erkennen sind. In einem am Ende des vierten Fliel-
passagenabschnitts F4 angeordneten Beobachtungsabschnitt B
erfolgt nun senkrecht zur Flussrichtung der weiBen Blut-
korperchen WBC deren Beobachtung durch ein senkrecht zur
FlieBrichtung, d h. in z-Richtung ausgerichtetes, an dem
vierten FlieRpassagenabschnitt F4 positioniertes Mikroskop M.
Beispielsweise konnen die weilen Blutkdrperchen WBC mit Hilfe
des Mikroskops M gezadhlt werden und/oder deren Struktur und
Aufbau beobachtet werden. AnschlieBend erfolgt in einem drit-

ten Abschnitt des Mikrofluidkanalsystems 1, auch als Sammel-
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bereich S3 bezeichnet, eine Sammlung der weilen Blutkdrper-
chen WBC, die im Anschluss noch fiir zusadtzliche Untersuchun-

gen genutzt werden kdnnen.

In FIG 2 ist der Vorgang der Separation von weillen Blutkor-
perchen WBC in dem ersten FlieRpassagenabschnitt Fl1 der
Trennstufe S1 und deren Anreicherung in einem eine Pufferlo-
sung umfassenden Zentralstrom ZS vergrolert gezeigt. Wie be-
reits erlautert, werden die weilRen Blutkdrperchen WBC, welche
sich in dem Trennstufen-Mantelstrom MS befinden, mit Hilfe
von Schallwellen AW in Richtung des Zentralbereichs des ers-
ten FlieBpassagenabschnitts F1 abgelenkt, wo sie aufgrund der
Anordnung der Knoten KN der Schallwellen AW auf der Mittel-
achse des ersten FlieBpassagenabschnitts F1 in dem Zentral-
strom ZS verbleiben. Die Knoten KN sind durch sich kreuzende
Linien angedeutet. Die Schallwellen AW werden auf der der
Schallwellenerzeugungseinrichtung WE1l gegenlberliegenden Sei-
te der Berandung des ersten FlieRpassagenabschnitts Fl1 re-
flektiert und bilden stehende Wellen aus, welche die skiz-
zierten Wellenknoten ausbilden. Die akustischen Wellen AW er-
méglichen es den groéBeren Zellen, in diesem Fall den weillen
Blutkodrperchen WBC (ungefahr 7 bis 15 um Durchmesser), sich
schneller in Richtung Zentralbereich des ersten FlieRpassa-
genabschnitts F1 zu bewegen als kleinere Zellen, wie zum Bei-
spiel rote Blutkdrperchen RBC (ungefahr 5 bis 6 um) grofB. Im
Zentralbereich des ersten FlieBpassagenabschnitts Fl, wo sich
die Knoten KN der akustischen Wellen AW befinden, werden die
weiBen Blutkorperchen WBC nur durch den laminaren Zentral-
strom ZS bewegt und somit entlang der Zentralachse des Mikro-
fluidkanals 1 stromabwdrts, d.h. in Prozessrichtung PR be-
wegt. Wahrend der Positionsanderung der weilen Blutkorperchen
WBC senkrecht zur Flussrichtung werden die weilRen BlutkOrper-
chen WBC in ein anderes Medium, das Medium des Zentralstroms
25, Uberfihrt. Der Zentralstrom ZS ist frei von anderen Par-
tikeln und daher hochtransparent. Der Durchmesser des Trenn-
stufen-Mantelstroms MS und des Zentralstroms ZS bzw. deren
Position sowie die Anreicherung der weiBen RBlutkdrperchen WBC

im Zentralstrom ZS kann mit Hilfe der Flussraten vi; bzw. vy
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des Mantelstroms MS bzw. des Zentralstroms ZS beeinflusst
werden. Bel einem Verhdltnis zwischen der ersten Flussrate v,
und der zweiten Flussrate vy, von 10 wird eine Anreicherung
von weiBen Blutkorperchen WBC in dem Zentralstrom ZS er-
reicht, was andererseits mit einen stark reduzierten Anteil
der roten Blutkdrperchen im Zentralstrom ZS im Vergleich zu
der Blutflissigkeit BL in dem Trennstufen-Mantelstrom MS ver-

bunden ist.

Wie bereits erwadhnt, flielt der Zentralstrom 7ZS weiter strom-
abwarts zu einer Prozessstufe S2 und dort in einem zweiten
FlieBpassagenabschnitt F2 an einem dritten und einem vierten
Einlass E3, E4 vorbei, aus denen erste und zweite Mantelstrd-
me MS1, MS2 mit dritten und vierten Flussraten vs, vs in den
Mikrofluidkanal 1 hineinstrdmen. Die beiden ersten und zwei-
ten Mantelstrome MS1, MS2 steuern die Positionierung des
Zentralstroms ZS in z-Richtung. Dieses Szenario ist in FIG 3
vergroBert gezeigt. Zum einen wird die Ausdehnung des Zent-
ralstroms 7S, welcher eine Flussrate vy aufweist, durch die
ersten und zweiten Mantelstrdome MS1, MS2 in z-Richtung einge-
schrankt, zum anderen wird die Lage des Zentralstroms ZS mit
Hilfe der Wahl der dritten und vierten Flussraten Vi3, Vs der
beiden Mantelstrdme MS1, MS2 derart festgelegt, dass der
Zentralstrom 7ZS aulerhalb einer Beobachtungsebene bzw. eines
Beobachtungsbereichs BA eines Mikroskops M liegt, welches an
einer BReobachtungsposition bzw. einem Beobachtungsabschnitt B
des Mikrofluidkanals 1 angeordnet ist. Diese Positionierung
des Zentralstroms ZS erfolgt in einem dritten FlieBpassagen-
abschnitt F3. Die Flussrate des Zentralstroms 7S, zunachst
mit v, bezeichnet, bleibt selbstverstandlich gleich, jedoch
andert sich nach dem zweiten FlieBpassagenabschnitt F2 der
Querschnitt bzw. die Querschnittsfldche des Zentralstroms ZS5.
Um dies anzudeuten, wird ab dem dritten FlieBpassagenab-

W

schnitt F3 das Bezugszeichen ,v:“ verwendet. Der Querschnitt
des Zentralstroms ZS hangt ab dem dritten FlieBpassagenab-
schnitt F3 von den Flussraten der ersten und zweiten Mantel-

strome MS1, MS2 ab.
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Um die weilen Blutkdrperchen WBC weiter anzureichern und noch
im Zentralstrom ZS vorhandene rote Blutkorperchen RBC aus dem
Beobachtungsbereich BA herauszuhalten, wird der Zentralstrom
ZS mit Hilfe der ersten und zweiten Mantelstrdme MS1 und MS2
in einer nicht-zentrischen Position innerhalb des Mikrofluid-

kanals 1 gehalten.

Im weiteren Prozessverlauf PR werden in einem vierten FlielR-
passagenabschnitt F4 mit Hilfe einer zweiten Wellenerzeu-
gungseinrichtung WE2 akustische Wellen AW mit einer Ausbrei-
tungsrichtung gquer zur Flussrichtung und Wellenknoten KN in
der Beobachtungsebene bzw. dem in z-Richtung eingeschrankten
Beobachtungsbereich BA erzeugt. Somit werden in Folge des
Drucks der Schallwellen AW die groReren weiBen Blutkdrperchen
WBC in den ersten Mantelstrom MS1 und damit in die Beobach-
tungsebene BA verschoben, wadhrend die kleineren roten Blut-
kdrperchen RBC mehrheitlich in dem Zentralstrom ZS verblei-
ben. Aufgrund der deutlich groBeren Krafte der akustischen
Wellen AW im Vergleich zu den FlieBkraften des Zentralstroms
25 sowie der beiden Mantelstrdme MS1, MS2 haben die weilien
Blutkdrperchen WBC ausreichend Zeit, in den ersten Mantel-
strom MS1 zu wechseln, bevor sie in den Beobachtungsabschnitt
B geraten. Dort konnen die weillen Blutkdrperchen WBC in der
transparenten Pufferlodsung PF1 des ersten Mantelstroms MS1
leicht beobachtet werden. Das Mikroskop M weist aufgrund sei-
ner begrenzten Tiefenscharfe einen in z-Richtung beschrankten
Beobachtungsbereich BA auf. Indem die weiBen Blutkdrperchen
WBC genau in diesen Beobachtungsbereich BA versetzt werden,

kdnnen sie mit optimaler Aufldsung beobachtet werden.

In FIG 4 ist der in FIG 1 bis FIG 3 veranschaulichte zwei-
stufige Separations- und Positionierungsprozess noch einmal
durch eine sequentielle Darstellung der beiden Trennungs- und
Positionierungsvorgange veranschaulicht, wobei bei dem Aus-
fihrungsbeispiel gemall FIG 4 zusatzlich bei dem ersten Fliel-
passagenabschnitt F1 in den Zentralstrom ZS ein hypotonischer
Puffer gegeben wird. Wahrend in dem ersten FlieRpassagen-

abschnitt Fl eine erste Anreicherung von weilen Blutkdrper-
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chen WBC in einem Zentralstrom ZS durch Verschiebung der wei-
Ben Blutkdérperchen WBC in y-Richtung erfolgt und diese auch
durch den hypotonischen Puffer unbeeintrichtigt bleiben, wer-
den rote Blutkdrperchen, welche aus dem Trennstufenmantel-
strom MS unerwinscht ebenfalls in den Zentralstrom ZS gelan-
gen, durch die hypotonischen Bedingungen in dem Zentralstrom
25 nach und nach aufgeldst, so dass die Konzentration der ro-
ten Blutkdrperchen in dem Zentralstrom ZS allmahlich abnimmt.
Dies ist durch die Schraffur eines die Konzentration der ro-
ten Blutkdrperchen symbolisierenden Pfeils KE verdeutlich,
wobeil grdlere Abstande zwischen Schraffurlinien eine geringe-

re Konzentration von roten Blutkdrperchen bedeuten sollen.

AnschlielBend wird dieser Zentralstrom 7S in einem zweiten
FlieBpassagenabschnitt F2 (siehe FIG 1) in z-Richtung de-
zentriert. Nach der Aufweitung der Flissigkeitsstrome ZS,
MS1, MS2 in y-Richtung, werden in einem vierten FlieRpassa-
genabschnitt F4 erneut weille Blutkdrperchen WBC separiert
(siehe FIG 4 auf der rechten Seite), allerdings diesmal aus
dem Zentralstrom ZS in z-Richtung in einen ersten Mantelstrom
MS1. Dort werden die weiBen RBlutkérperchen WBC in einem dem
Beobachtungsbereich BA entsprechenden z-Bereich gehalten und
geraten anschlielBend stromabwdrts an die Langsposition B
(siehe FIG 1), an der ein Mikroskop M angeordnet ist. Auch
wahrend der Passage des vierten FlieRpassagenabschnitts F4
werden eventuell in dem Zentralstrom ZS noch vorhandene rote
Blutkorperchen weiter aufgeldst. Wie bereits erwahnt, soll
mit Hilfe des in Prozessrichtung PR verlaufenden Pfeils KE
die in Stromabwartsrichtung immer geringer werdende Konzen-
tration der roten Blutkorperchen in dem Zentralstrom ZS sym-
bolisiert werden, so dass kurz vor der Position B des Mikro-
skops M in dem Beobachtungsbereich BA fast nur weile Blutkdor-
perchen WBC vorhanden sind. Zusatzlich kdnnen dem ersten Man-
telstrom MS1 Uber den vierten Einlass E4 in dem zweiten
FlieBpassagenabschnitt F2 auch farbige Marker, wie zum Bei-
spiel SDS, beigeben werden, mit denen die Morphologie der

Zellen geandert wird.
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In FIG 5 ist eine schematische Darstellung eines Mikrofluid-
kanalsystems 2 zur Untersuchung von weillen Blutkdrperchen WRC
gemal einem Ausfihrungsbeispiel der Erfindung mit einem nach-
geschalteten Objekttradger OT veranschaulicht. Der Aufbau des
in FIG 5 gezeigten Mikrofluidkanalsystems 2 entspricht weit-
hend dem des in FIG 1 gezeigten Systems 1. Zusatzlich umfasst
das in FIG 5 gezeigte System 2 jedoch noch einen Objekttrager
OT, auf den aus dem Sammelbereich S3 des Mikrofluidkanalsys-
tems 2 Tropfen Dyzc mit einem definierten Volumen von z.B. 20
bis 35 ul fallen (Schwerkraft in x-Richtung), welche weille
Blutkorperchen WBC enthalten. Der Objekttrager OT kann in Be-
wegungsrichtung MD, in diesem Fall in y-Richtung, verschoben
werden, so dass die einzelnen Tropfen Dwgec mit den weilen
Blutkorperchen WBC hintereinander und geordnet auf dem Ob-
jekttrager OT zu liegen kommen. Die Tropfen Dyrsc auf dem Ob-
jekttrager OT kdnnen anschlielend mit Hilfe verschiedener
Standard-Farbungs-Technologien zur Zellidentifizierung, wie
zum Beispiel die Hoechst-Farbung, bearbeitet werden. Infolge
der starken Anreicherung der weiBen Blutkdrperchen WBC mit
Hilfe des Verfahrens gemdl der Erfindung wird zum Beispiel
das Identifizieren von Pathologien von weiBen Blutkdrperchen
WBC mit einer viel hoheren statistischen Signifikanz ermdg-
licht, als es zum Reispiel aktuell mit Hilfe einer Giemsa-
Farbung von weilen Blutkorperchen WBC in einer nicht angerei-

cherten Blutprobe der Fall ist.

In FIG 6 ist ein Flussdiagramm 600 gezeigt, mit dem der Ab-
lauf eines Verfahrens zur Untersuchung von weillen Blutkor-
perchen gemal einem Ausfihrungsbeispiel der Erfindung veran-
schaulicht wird. Bei dem Schritt 6.I wird Blutflissigkeit BL
in einer Trennstufe S1 lber einen ersten Einlass El in ein
peripher angeordnetes Zuflusssystem eines ersten Flielpassa-
genabschnitts F1 eines Mikrofluidkanalsystems 1 eingebracht.
Bei dem Schritt 6.I1 wird ein zweiter Einlass E2 des Mikro-
fluidkanalsystems 1 gedffnet, {iber den eine Pufferldsung PF
in einen zentral angeordneten Zufluss des ersten FlielBpassa-
genabschnitts F1 hineinstrdémt. Wahrend das durch den ersten

Einlass El1 stromende Blut in dem ersten FlieBpassagenab-
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schnitt F1 einen Trennstufen-Mantelstrom MS mit einer ersten
Flussrate v; bildet, bildet die zentral durch die FlielB-
passage Fl1 flieRende Pufferldsung PF einen Zentralstrom ZS
mit einer zweiten Flussrate v,. Bei dem Schritt 6.III werden
nun von einer Schallwellenerzeugungseinrichtung, beispiels-
weise mit Hilfe von Piezoelementen, Schallwellen AW erzeugt,
welche sich quer zu der Flussrichtung des ersten FlieR-
passagenabschnitts F1 des Mikrofluidkanalsystems 1 ausbrei-
ten. Infolge des durch die Schallwellen AW entstehenden
Drucks in Querrichtung des ersten FlieRpassagenabschnitts F1
werden vermehrt weille Blutkdrperchen WBC aus dem Trennstufen-
Mantelstrom MS in den Zentralstrom ZS transferiert, so dass
sie sich in der den Zentralstrom ZS bildenden Pufferldsung PF
anreichern. Bei dem Schritt 6.IV werden nun nach dem Ubergang
in eine Prozessstufe S2 mit einer Flielpassage F in einem
zweiten FlieBpassagenabschnitt F2 der FlieBpassage F ein
dritter Einlass E3 und ein vierter Einlass E4 derart ange-
steuert, dass hochtransparente Pufferldsungen PF1l, PF2 in den
zweiten FlieBpassagenabschnitt F2 des Mikrofluidkanalsystems
1 hineinstrémen und in z-Richtung den Zentralstrom ZS um-
gebende erste und zweite Mantelstrdme MS1, MS2 bilden. Dabei
sind die Flussraten vs, v4 der ersten und zweiten Mantelstrd-
me MS1, MS2 derart gewdhlt, dass der Zentralstrom ZS in z-
Richtung, d.h. in Beobachtungsrichtung eines Mikroskops, de-
zentriert wird, d.h. der Zentralstrom ZS wird in z-Richtung
verschoben, so dass er nicht mehr in einer spateren Beobach-
tungsebene BA flieBt.

Nachdem die FlieBpassage F sich in einem dritten FlieBpassa-
genabschnitt F3 aufgeweitet hat, so dass die FlieBgeschwin-
digkeit sowohl des Zentralstroms ZS als auch der ersten und
zweiten Mantelstrdome MS1, MS2 verringert wurden, werden bei
einem Schritt 6.V in einem vierten FlieBpassagenabschnitt F4
der FlieBpassage F erneut in Querrichtung zur Flussrichtung
Schallwellen AW erzeugt, welche sich quer zu der Flussrich-
tung des FlieBpassagenabschnitts F4 der FlieBpassage F des

Mikrofluidkanalsystems 1 ausbreiten. Infolge des durch die

Schallwellen AW entstehenden Drucks in Querrichtung des
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FlieBpassagenabschnitts F4 werden vermehrt weile Blutkdrper-
chen WBC aus dem dezentrierten Zentralstrom ZS in einen der
ersten und zweiten MantelstrOome MS1l, MS2 transferiert. Die
Schallwellen AW bilden stehende Wellen aus, deren Wellenkno-
ten in z-Richtung derart positioniert sind, dass sie in z-
Richtung betrachtet, auf der Hbhe bzw. in einer Beobachtungs-
ebene, welche durch einen Beobachtungsbereich BA eines strom-
abwarts angeordneten Mikroskops M verlauft, angeordnet sind.
Bei einem Schritt 6.VI passieren die weillen Blutkdrperchen
WBC eine Langsposition B des Mikrofluidkanalsystems 1, an der
ein Mikroskop M angeordnet ist. Die in z-Richtung in dem BRe-
obachtungsbereich BA des Mikroskops M positionierten weillen
Blutkdrperchen WBC werden nun mit dem Mikroskop M beobachtet.
Nach der Beobachtung werden die weiBen BRlutkdrperchen WBC bei
einem Schritt 6.VII in einer Sammeleinheit S3 gesammelt und
anschlieBend bei einem Schritt 6.VIII in Tropfenform fir wei-

tere Analysen auf einen Objekttrager OT ausgegeben.

Es wird abschliellend noch einmal darauf hingewiesen, dass es
sich bei den vorbeschriebenen Verfahren und Vorrichtungen le-
diglich um bevorzugte Ausfiihrungsbeispiele der Erfindung han-
delt und dass die Erfindung vom Fachmann variiert werden
kann, ohne den Bereich der Erfindung zu verlassen, soweit er
durch die Anspriiche vorgegeben ist. Reispielsweise wurde die
Mikrofluidkanalanordnung 1 im Zusammenhang mit der Beobach-
tung und Analyse von weilRen Blutkorperchen WBC beschrieben.
Allerdings ist die Erfindung nicht auf die Separation und Be-
obachtung von weilen Blutkorperchen WBC beschrankt, sondern
kann auch auf andere Blutzellen oder auch andere Flissigkei-
ten als Blut und in diesen Fliissigkeiten auftretende Partikel
angewandt werden. Es wird der Vollstandigkeit halber auch da-
rauf hingewiesen, dass die Verwendung der unbestimmten Arti-
kel ,ein™ bzw. ,eine™ nicht ausschlielBt, dass die betreffen-
den Merkmale auch mehrfach vorhanden sein kdonnen. Ebenso
schlieBRt der Begriff ,Einheit™ nicht aus, dass diese aus meh-
reren Komponenten besteht, die gegebenenfalls auch raumlich

verteilt sein konnen.
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Patentanspriiche

1. Vorrichtung (1, 2) =zur Untersuchung von Partikeln (WBC,
RBC, PLT) in einer zu untersuchenden Fliissigkeit (BL), auf-
weisend eine Prozessstufe (S2) zum Trennen und Positionieren
der zu untersuchenden Partikel (WBC, RBD, PLT), welche um-
fasst:

- eine FlieBpassage (F), durch die die zu untersuchende Flis-
sigkeit (BL) mit einer ersten Flussrate (vy) hindurchbewegt
wird, mit mindestens einem Einlass (E3, E4), durch den min-
destens eine Mantelflissigkeit (PF1l, PF2) mit mindestens
einer zweiten Flussrate (v3, v4) 1in die erste FlieBpassage
(F') stromt, derart, dass die mindestens eine Mantelfliissig-
keit (PF1l, PF2) mindestens einen Mantelstrom (MS1, MS2) in
der FlieBpassage (F) ausbildet und die zu untersuchende
Flissigkeit (BL) langs zu dem mindestens einen Mantelstrom
(MS1, MS2) durch die FlieBRpassage (F) flielt,

- eine Wellenerzeugungseinrichtung (WE2) zur piezoakustischen
Erzeugung von Schallwellen (AW), welche sich transversal
zur FlieBrichtung der zu untersuchenden Fliissigkeit (BL)
durch die FlieBpassage (F) ausbreiten und Wellenknoten (KN)
in einer Beobachtungsebene (BA) ausbilden, so dass aufgrund
der Druckwirkung der Schallwellen (AW) in Transversalrich-
tung zu untersuchende Partikel (WBC, PLT, RBC) der zu un-
tersuchenden Flissigkeit (BL) transversal in die BReobach-
tungsebene (BA) verschoben werden und dort angereichert
werden,
wobel der Wert der mindestens einen zweiten Flussrate (Vs,

v4) derart gewahlt ist, dass der mindestens eine Mantelstrom

(MS1, MS2) einen vorbestimmten Querschnitt aufweist, so dass

die Beobachtungsebene (BA) durch den mindestens einen Man-

telstrom (MS1l, MS2) verlauft und die zu untersuchenden Parti-
kel (WBC, PLT, RBC) in der mindestens einen Mantelflissigkeit

(PF1l, PF2) angereichert werden.

2. Vorrichtung (1, 2) nach Anspruch 1, wobei die FlieBpassage
(F') einen ersten Einlass (E3) aufweist, durch den eine erste

Mantelfliissigkeit (PFl) mit einer zweiten Flussrate (V3) in
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die FlieBRpassage (F) stromt, und einen dem ersten Einlass
(E3) gegeniberliegenden zweiten Einlass (E4), durch den eine
zweite Mantelflissigkeit (PF2) mit einer dritten Flussrate
(V4) in die FlieBpassage (F) stromt, derart, dass die erste
Mantelfliissigkeit (PFl) einen ersten Mantelstrom (MS1l) in der
FlieBpassage (F) ausbildet und die zweite Mantelfliissigkeit
(PF2) einen zweiten Mantelstrom (MS2) in der Flielpassage (F)
ausbildet und die zu untersuchende Flissigkeit (BL) zwischen
dem ersten Mantelstrom (MS1) und dem zweiten Mantelstrom
(MS2) durch die FlieBRpassage (F) flielt,

wobei der Wert der zweiten Flussrate (V3) und der dritten
Flussrate (V4) derart gewahlt ist, dass die Mantelstrome
(MS1, MS2) einen vorbestimmten Querschnitt aufweisen, so dass
die Beobachtungsebene (BA) durch einen der beiden Mantelstro-
me (MS1, MS2) verlauft.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die FlieBpassage
(F') derart dimensioniert ist, dass die durch sie flielBenden
Fliissigkeiten (BL, PF1, PF2) laminar flieBen, und/oder die
FlieBpassage (F) einen Mikrofluidkanal (MFK) umfasst.

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die zu
untersuchende Flissigkeit (BL) Blutflissigkeit umfasst
und/oder die zu untersuchenden Partikel (WBC, RBC, PLT) der
zUu untersuchenden Flissigkeit (BL) mindestens eine der fol-
genden Blutbestandteile aufweisen:

- Leukozyten,

- Thrombozyten

- Ervythrozyten.

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die
Position der Knoten (KN) der akustischen Wellen (AW) in
Transversalrichtung durch Einstellen der Frequenz der Schall-

wellen (AW) festgelegt wird.

6. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 5, aufweisend
eine der Prozessstufe (S2) vorgeschaltete Trennstufe (S1),

wobel die Trennstufe (S1) umfasst:
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- eine FlieBpassage (Fl) mit einem Zentralstrom (ZS) mit ei-
ner zundchst von den zu untersuchenden Partikeln (WBC, RBC,
PLT) freien Flissigkeit (PF), und mindestens einem Trenn-
stufen-Mantelstrom (MS), welcher langs dem Zentralstrom
(2S) durch die FlieRpassage (Fl) der Trennstufe (S1) flielt
und die zu untersuchende Fliissigkeit (BL) aufweist,

- eine zusatzliche Wellenerzeugungseinrichtung (WEl) zur pie-
zoakustischen Erzeugung von Schallwellen (AW), welche sich
transversal zur FlieBRrichtung der zu untersuchenden Fliis-
sigkeit (BL) durch die FlieBpassage (F1l) der Trennstufe
(S1) ausbreiten und einen Wellenknoten (KN) in einer Ebene
durch den Zentralstrom (ZS) ausbilden, so dass aufgrund der
Druckwirkung der Schallwellen (AW) in Transversalrichtung
Partikel (WBC, PLT) der zu untersuchenden Fliissigkeit (BL)
in den Zentralstrom (ZS) verschoben werden und dort ange-

reichert werden.

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, wobei der mindestens eine
Trennstufen-Mantelstrom (MS) den Zentralstrom (ZS) in Trans-
versalrichtung zur FlieBrichtung umgibt und/oder die von den
zuu untersuchenden Partikeln (WBC, RBC, PLT) zunadchst freie

Fliissigkeit (PF) transparent ist.

8. Vorrichtung nach Anspruch 6 oder 7, wobei die Wellenerzeu-
gungseinrichtungen (WE1l, WE2) derart ausgebildet sind, dass

die Ausbreitungsrichtung der Schallwellen (AW) in der Trenn-
stufe (S1) und die Ausbreitungsrichtung der Schallwellen (AW)
in der Prozessstufe (82) zueinander orthogonal und orthogonal
zur FlieRrichtung der zu untersuchenden Flissigkeit (BL) ver-

laufen.

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 8, wobei sich
die FlieRpassage (F3) der Prozessstufe (S2) vor der Langspo-
sition der Wellenerzeugungseinrichtung (WE2) der Prozessstufe
(S2) quer zur FlieBrichtung aufweitet, so dass die FlieBge-
schwindigkeit der zu untersuchenden Flissigkeit (BL) und der

mindestens einen Mantelfliissigkeit (PF1l, PF2) reduziert sind.
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10. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 9, aufweisend
eine Pufferzugabeeinheit zur Zugabe eines Puffers zur hypoto-
nischen Ldsung in den Zentralstrom (ZS) oder die zu untersu-

chende Flissigkeit (BL).

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, aufweisend
eine Einheit, welche vorzugsweise mit dem zweiten Einlass

(E4) in Verbindung steht, zur Zugabe von Markern fir die zu
untersuchenden Partikel (WBC, RBC, PLT), so dass die zweite
Mantelfliissigkeit (PF2) die Marker umfasst.

12. Vorrichtung zur mikroskopischen Beobachtung von Partikeln
(RBC, WBC) in einer zu untersuchenden Fliissigkeit, umfassend:
- eine Vorrichtung (1, 2) nach einem der Anspriiche 1 bis 11,
- ein Mikroskop (M), welches an einer Langsposition der
FlieRpassage (F) der Prozessstufe (S2) angeordnet ist, zur
Beobachtung von Partikeln (WBC, RBC, PLT) der zu untersu-

chenden Flissigkeit in der Beobachtungsebene (RA).

13. Vorrichtung nach einem Anspruch 12, ferner aufweisend:

- eine Sammeleinheit (S3), welche der Prozessstufe (S2) nach-
geschaltet, stromabwdrts der Langsposition des Mikroskops
(M) angeordnet ist und dazu eingerichtet ist, die unter-
suchten Partikel (WBC, RBC, PLT) zu sammeln, um diese mit
einer weiteren Untersuchungsmethode, welche eine Anreiche-
rung der untersuchten Partikel (WBC, RBC, PLT) bendotigt,
vorzugsweise einer molekularbiologischen Messmethode, wei-
ter zu untersuchen, und/oder

- eine Partikeltransfereinrichtung, welche stromabwdrts hin-
ter der Langsposition des Mikroskops (M) angeordnet ist und
zum Transfer der Partikel (WBC, RBC, PLT) von der FlieBpas-
sage (F) auf einen Objekttrdger (OT) zur weiteren Untersu-
chung der Partikel (WBC, RBC, PLT) ausgebildet ist.

14. Verfahren zur Untersuchung von Partikeln (RBC, WBC, PLT)
in einer zu untersuchenden Flissigkeit (BL), aufweisend die

Schritte:
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- Bewegen einer zu untersuchenden Flissigkeit (BL) mit einer
ersten Flussrate (Vg) durch eine FlieBpassage (F),

- Zufihren mindestens einer Mantelfliissigkeit (PF1l, PF2)
durch einen ersten Einlass (E3) mit einer zweiten Flussrate
(V3) zu der FlieBpassage (F), derart, dass die mindestens
eine Mantelfliissigkeit (PF1l, PF2) mindestens einen Man-
telstrom (MS1l, MS2) in der FlieRpassage (F) ausbildet und
die zu untersuchende Flissigkeit (BL) ladngs zu dem mindes-
tens einen Mantelstrom (MS1, MS2) durch die FlieRpassage
(F) fliebBt,

- piezoakustisches Erzeugen von Schallwellen (AW), welche
sich transversal zur FlieBrichtung der zu untersuchenden
Fliissigkeit (BL) durch die FlieRpassage (F) ausbreiten und
Wellenknoten (KN) in einer BReobachtungsebene (BA) ausbil-
den, so dass aufgrund der Druckwirkung der Schallwellen
(AW) in Transversalrichtung zu untersuchende Partikel (WBC,
RBC, PLT) der zu untersuchenden Flissigkeit (BL) transver-
sal in die Beobachtungsebene (BA) verschoben werden und
dort angereichert werden,

- Wahlen des Werts der mindestens einen zweiten Flussrate
(V3) Flussrate (V4) derart, dass der mindestens eine Man-
telstrom (MS1l, MS2) einen vorbestimmten Querschnitt auf-
weist, so dass die Beobachtungsebene (BA) durch den mindes-
tens einen Mantelstrom (MS1l, MS2) verlauft und die zu un-
tersuchenden Partikel (WBC, RBC, PLT) in der mindestens ei-

nen Mantelflissigkeit (PF1l, PF2) angereichert werden.

15. Verwendung einer FlielRzelle und einer Wellenerzeugungs-
einrichtung (WE2) zur piezoakustischen Erzeugung von Schall-
wellen (AW), insbesondere einer Vorrichtung (1, 2) nach einem
der Anspriiche 1 bis 13, zur Separation von Leukozyten (WBC)

aus einer Blutflissigkeit (BL).
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