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(54) Bezeichnung: Hintergrundfreie magnetische Durchflusszytometrie

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine Vorrich-
tung und ein Verfahren zur magnetischen Durchflusszyto-
metrie. Dabei werden magnetische Einheiten (22, 24) in
einem Durchflusskanal (10) angeordnet, welcher hinsicht-
lich Kanaldurchmesser (100) und Oberflächenbeschaffen-
heit der Kanalinnenwand so ausgestaltet ist, dass ein Fluss
einer komplexen Suspension in dem Durchflusskanal (10)
mit laminarem Strömungsprofil (40) erzeugbar ist. Die durch
die magnetischen Einheiten (22, 24) bewirkbaren (FM) und
die durch den Fluss bewirkbaren Kräfte (FS) auf nicht an Zel-
len gebundene magnetische Marker (26) bewirken, dass die-
se nicht an Zellen gebundenen magnetischen Marker (26) im
vorderen Kanalabschnitt (240) zurückgehalten werden und
nicht über die Zellmesseinrichtung (20) im weiteren Verlauf
des Durchflusskanals (10) fließen.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft die Durch-
flusszytometrie, insbesondere die magnetische Zell-
messung

[0002] Im Bereich der Zellmessung und Zelldetekti-
on sind neben optischen Messverfahren, wie Streu-
licht- oder Fluoreszenzmessung, auch magnetische
Detektionsverfahren bekannt, bei denen die zu detek-
tierende Zellsorte mittels magnetischer Labels mar-
kiert wird.

[0003] Insbesondere sind zur magnetbasierten Mes-
sung Verfahren bekannt, bei denen magnetisch mar-
kierte Zellen mittels Magnetophorese aus einer kom-
plexen Zellsuspension, z. B. einer Blutprobe, aus-
sortiert werden. Die magnetische Markierung erfolgt
insbesondere dadurch, dass zellspezifische Marker
in die komplexe Zellprobe eingeführt werden. Mittels
Magnetophorese können magnetisch markierte Zel-
len oder allgemein magnetische Partikel im Durch-
fluss geführt, bzw. gelenkt und dadurch sortiert wer-
den.

[0004] Für die Zellmessung in der Diagnostik und
Wissenschaft ist es notwendig, dass gerade auch
Zelltypen, die in nur sehr geringen Konzentratio-
nen in einer Blutprobe vorliegen, wie beispielswei-
se disseminierte Tumorzellen, vermessen werden.
Für die Quantifizierung von Zellkonzentrationen oder
auch für einen verlässlichen Nachweis bestimmter
Zellen ist daher eine Einzelzelldetektion anzustre-
ben. Es ist bekannt, dass dafür eine vorhergehen-
de Anreicherung der zu bestimmenden Zellen aus
einer Suspension mit komplexem Hintergrund not-
wendig ist. Dies allein führt in den meisten Fällen
jedoch noch nicht zu ausreichender Spezifität der
Messung. Gerade da die magnetische Zellmessung
mit einer sehr einfachen Probenvorbereitung durch
Hinzufügen der zellspezifischen Marker einhergeht,
stellt sich bei der magnetischen Durchflusszytometrie
das Problem, dass ungebunden magnetische Marker
stets ein Hintergrundsignal hervorrufen. Dieser Hin-
tergrund führt beispielsweise zu falsch positiven De-
tektionssignalen.

[0005] Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung
ein durch ungebundene magnetische Marker her-
vorgerufenes Hintergrundsignal in der magnetischen
Durchflusszytometrie zu minimieren.

[0006] Die Aufgabe wird durch eine Vorrichtung ge-
mäß Patentanspruch 1 gelöst. Ein Verfahren zur ma-
gnetischen Durchflusszytometrie wird in Patentan-
spruch 9 angegeben. Ein Herstellungsverfahren für
eine erfindungsgemäße Vorrichtung wird in Patent-
anspruch 15 angegeben. Vorteilhafte Ausgestaltun-
gen der Erfindung sind Gegenstand der Unteransprü-
che.

[0007] Die erfindungsgemäße Vorrichtung zur ma-
gnetischen Durchflusszytometrie umfasst einen
Durchflusskanal, eine erste magnetische Einheit zur
Anreicherung und eine zweite magnetische Einheit
zur Ausrichtung magnetisch markierter Zellen sowie
wenigstens eine Zellmesseinrichtung. Die magneti-
schen Einheiten sind in einem bezüglich der Durch-
flussrichtung vorderen Kanalabschnitt angeordnet.
Der Durchflusskanal ist hinsichtlich des Kanaldurch-
messers und der Oberflächenbeschaffenheit der Ka-
nalinnenwand so ausgestaltet, dass ein Fluss einer
komplexen Suspension in dem Durchflusskanal mit
laminarem Strömungsprofil erzeugbar ist. Der Durch-
flusskanal ist weiter so ausgestaltet, dass die durch
die magnetischen Einheiten bewirkbaren sowie die
durch den Fluss bewirkbaren Kräften derart auf nicht
an Zellen gebundene magnetische Marker wirken,
dass diese ungebundenen magnetischen Marker im
vorderen Kanalabschnitt zurückhaltbar sind. Dies hat
den Vorteil, dass diese ungebundenen Marker die
Zellmesseinrichtung, die sich in Flussrichtung weiter
hinten im Durchflusskanal befindet, nicht erreichen.
Somit werden die nicht an Zellen gebundenen Marker
im vorderen Kanalabschnitt zurückgehalten und nicht
über die Zellmesseinrichtung im weiteren Verlauf des
Kanals fließen und so als Störkomponente eliminiert,
womit das Hintergrundsignal, das durch ungebunde-
ne magnetische Marker hervorgerufen wird, vermin-
dert wird. Dies hat den Vorteil, dass eine höhere
Spezifität bei der Messung der magnetisch markier-
ten Zellen, insbesondere eine Einzelzelldetektion ge-
währleistet ist.

[0008] Insbesondere ist die erste magnetische Ein-
heit in der Vorrichtung so im vorderen Kanalabschnitt
angeordnet, dass dadurch ein magnetisches Gradi-
entenfeld erzeugbar ist, welches magnetisch mar-
kierte Zellen sowie nicht an Zellen gebundene ma-
gnetische Marker innerhalb des Durchflusskanals am
Kanalboden anreichert. Die Anreicherung hat den
Vorteil, die magnetisch markierten Zellen zur Mes-
sung an die Zellmesseinrichtung nahe dem Kanalbo-
den heranzuführen und hat darüber hinaus den Vor-
teil, die nicht an Zellen gebundenen magnetischen
Marker an die zweite magnetische Einheit am Kanal-
boden heranzuführen, durch die, wie im Folgenden
beschrieben wird, das Zurückhalten der ungebunde-
nen Marker vorzugsweise begünstigt wird.

[0009] Insbesondere ist diese zweite magnetische
Einheit so im vorderen Kanalabschnitt angeordnet,
dass dadurch magnetisch markierte Zellen innerhalb
des Durchflusskanals entlang einer Achse ausgerich-
tet werden, auf welcher die Zellmesseinrichtung im
weiteren Verlauf des Kanals angeordnet ist. Diese
Anordnung der zweiten magnetischen Einheit hat den
Vorteil eine magnetophoretische Führung der ma-
gnetisch markierten Zellen vornehmen zu können,
durch die die Zellen ausgerichtet und insbesondere



DE 10 2011 077 905 A1    2012.12.27

3/15

vereinzelt über die Zellmesseinrichtung geführt wer-
den können.

[0010] Diese zweite magnetische Einheit ist außer-
dem beispielsweise so am Kanalboden angeordnet,
dass sie in den Durchflusskanal hineinragt. Dies hat
den Vorteil, dass die magnetische Einheit zusätzlich
zur magnetischen Kraft auf die magnetischen Marker,
besonders die ungebundenen magnetischen Marker
auch eine mechanische Behinderung des Weiterflus-
ses dieser magnetischen Marker bewirken kann. Al-
ternativ könnten die Führungsstreifen auch in den
Kanalboden eingelassen sein, so dass diese kein
mechanisches Hindernis für die Strömung darstel-
len. Dann jedoch muss die magnetische Haltekraft,
die auf die ungebundenen Marker wirkt, höher sein
oder die Durchflussgeschwindigkeit geringer, um die
ungebundenen magnetischen Marker gleichermaßen
zuverlässig zurückhalten zu können.

[0011] Die zweite magnetische Einheit weist insbe-
sondere magnetische Führungsstreifen auf. Diese
sind insbesondere aus einem ferromagnetischen Ma-
terial. Vorzugsweise sind diese magnetischen Füh-
rungsstreifen in einem Fischgrätenmuster angeord-
net. Die Führungsstreifen weisen also pfeilförmig in
die Mitte des Kanalbodens. Somit werden die magne-
tisch markierten Zellen besonders effektiv auf diese
mittlere Achse entlang des Kanalbodens ausgerich-
tet, wo sie dann auf die Zellmesseinrichtung zuflie-
ßen. Um der Filteraufgabe gerecht zu werden, erstre-
cken sich die Führungsstreifen, insbesondere über
die gesamte Kanalbreite.

[0012] In einer vorteilhaften Ausführungsform der
Erfindung ist die zweite magnetische Einheit in der
Vorrichtung so ausgestaltet, dass durch diese zwei-
te magnetische Einheit eine magnetische Kraft so-
wie eine zusätzliche Rückhaltekraft auf die nicht an
Zellen gebundenen magnetischen Marker bewirkbar
sind, die der Scherkraft des Flusses der komplexen
Suspension richtungs- und betragsmäßig entgegen-
wirken. Diese Ausgestaltung der magnetischen Ein-
heit hat also den Vorteil einer Kombination zweier
Kräfte auf die ungebundenen Marker, mittels derer
diese entgegen der Flussrichtung im Kanal zurückge-
halten werden können.

[0013] In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung
der Erfindung ist der Durchflusskanal der Vorrich-
tung hinsichtlich Kanaldurchmesser so ausgestaltet,
dass Zellaggregate von mehreren Zellen, die über
magnetische Marker aneinander gebunden sind, so-
weit in die Kanalmitte ragen können, dass durch
die auf die Zellaggregate bewirkbaren Kräfte die-
se Zellaggregate mit der in der Kanalmitte vorherr-
schenden Durchflussgeschwindigkeit abtransportier-
bar sind. Diese Ausgestaltung hinsichtlich des Kanal-
durchmessers birgt also den weiteren Vorteil, dass
auch Zellaggregate nicht zu falschpositiven Signalen

führen, da diese mit der höchsten im Kanal vorherr-
schenden Durchflussgeschwindigkeit abtransportiert
werden. Insbesondere ist der Durchflusskanal hin-
sichtlich des Durchmessers weiter so ausgestaltet,
dass von den Zellaggregaten, die in der Kanalmit-
te fließen, ein Abstand zur Zellmesseinrichtung, die
insbesondere am oder im Kanalboden angeordnet
ist, einhaltbar ist, in dem keine Detektion des Zel-
laggregates hervorrufbar ist. D.h. also, dass der Ka-
naldurchmesser so groß gewählt ist, dass die Zel-
laggregate von mehreren Zellen, die über magneti-
sche Marker aneinander gebunden sind, in ausrei-
chend weitem Abstand zur Zellmesseinrichtung an
dieser vorbeifließen. Die Sensitivität eines magneto-
resistiven Sensors etwa nimmt mit 1/d3 ab, wobei d
für den Abstand zum Sensor steht. Die Zellmessein-
richtung ist zweckdienlicherweise mit einem magne-
toresistiven Sensor realisiert. Dieser kann insbeson-
dere ein GMR-Sensor sein (giant magneto resistan-
ce). Von Vorteil ist es mehrere Sensorelemente anzu-
ordnen, welche z. B. Brückenelemente einer Wheats-
tone-Brückenschaltung sind.

[0014] Bei dem erfindungsgemäßen Verfahren zur
magnetischen Durchflusszytometrie wird ein lamina-
rer Fluss einer Zellprobe mit magnetisch markierten
Zellen sowie nicht an Zellen gebundenen magneti-
schen Markern erzeugt. Des Weiteren werden die
magnetisch markierten Zellen sowie die nicht an Zel-
len gebundenen magnetischen Marker in einem ma-
gnetischen Gradientenfeld dynamisch angereichert.
Zusätzlich werden die magnetisch markierten Zel-
len magnetophoretisch entlang einer Achse ausge-
richtet. Die Magnetfeldstärke des magnetischen Gra-
dientenfeldes sowie die Durchflussgeschwindigkeit
werden dabei so gewählt, dass die auf nicht an Zellen
gebundenen magnetischen Marker wirkenden Kräf-
te diese Marker im Fluss zurückhalten. Dies hat den
Vorteil, dass jeder zurückgehaltene ungebundene
Marker nicht zu einem Hintergrundsignal beitragen
kann.

[0015] Insbesondere werden bei dem Verfahren die
magnetischen Marker im Überschuss zu der Zellpro-
be gegeben. Gerade dadurch entsteht zwar das ho-
he Hintergrundsignal, aber auch dadurch wird erst
gewährleistet, dass sehr spezifische Zellen, die et-
wa nur in geringer Konzentration in einer Probe vor-
liegen, ohne weitere Probenvorbereitung zuverlässig
markiert werden und demnach selektiv detektiert wer-
den können. Erst durch das Konzept der Herausfilte-
rung bzw. Retardierung der überschüssigen magne-
tischen Marker kann eine zufriedenstellende spezifi-
sche Einzelzelldetektion in Zellproben, wie etwa Blut,
realisiert werden.

[0016] In einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfin-
dung erfolgt in dem Verfahren die Erzeugung des la-
minaren Flusses der Zellprobe in einem Durchfluss-
kanal, die dynamische Anreicherung zur Kanalinnen-
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wand des Kanalbodens hin und die magnetophore-
tische Ausrichtung entlang einer Achse, wobei die
Achse in Flussrichtung entlang der Kanalinnenwand
des Kanalbodens verläuft. Durch diesen Achsenver-
lauf werden die magnetisch markierten Zellen über
eine Zellmesseinrichtung geführt. Die Zellprobe wird
dabei so an einer magnetischen Einheit an der Ka-
nalinnenwand des Kanalbodens vorbei geführt, dass
die nicht an Zellen gebundenen magnetischen Mar-
ker in dieser Zellprobe an eben dieser magnetischen
Einheit zurückgehalten werden.

[0017] Vorzugsweise werden in dem Verfahren su-
perparamagnetische Marker als magnetische Marker
verwendet.

[0018] In einer vorteilhaften Ausführungsform des
Verfahrens werden die Magnetfeldstärke des ma-
gnetischen Gradientenfeldes und die Durchflussge-
schwindigkeit so gewählt, dass die auf Zellaggregate
von mehreren über magnetische Marker aneinander
gebundene Zellen wirkenden Kräfte bewirken, dass
diese Zellaggregate mit der in der Kanalmitte vorherr-
schenden Durchflussgeschwindigkeit abtransportiert
werden. Dies hat den weiteren Vorteil, dass auch die
Zellaggregate nicht zu falschpositiven Signalen füh-
ren. Insbesondere ist die Kanalmitte, in der sich die
Zellaggregate bewegen, so weit von der Zellmessein-
richtung, insbesondere dem magnetoresistiven Sen-
sor an oder in der Kanalwand, entfernt, dass das ma-
gnetische Streufeld der Marker in oder um die Zellag-
gregate nicht detektiert wird.

[0019] Bei dem Verfahren wird also insbesondere ei-
ne Zellprobe in eine Ausführungsform der oben be-
schriebenen Vorrichtung injiziert.

[0020] Bei dem erfindungsgemäßen Herstellungs-
verfahren für eine Vorrichtung zur magnetischen
Durchflusszytometrie wird die zweite magnetische
Einheit zur Ausrichtung magnetisch markierter Zel-
len im Durchflusskanal am Kanalboden angeordnet
und ragt insbesondere in den Durchflusskanal hin-
ein. Dies hat den Vorteil, gegenüber einer Anordnung
im Kanalboden, zusätzlich zur magnetischen Halte-
kraft auch eine mechanische Rückhaltekraft durch
ein Strömungshindernis zu realisieren.

[0021] Ein besonderer Vorteil der vorliegenden Er-
findung ist, dass durch die Retardierung ungebunde-
ner Marker zur Reduzierung des Hintergrundsignals
die Einfachheit der Probenvorbereitung für die ma-
gnetische Durchflusszytometrie erhalten bleibt. Die-
se ist ein wesentlicher Vorteil der magnetischen Mes-
sung überhaupt. Da für eine ausreichend zuverlässi-
ge Markierung der zu detektierenden Zellen ein Über-
schuss an magnetischen Markern der Probe zuge-
geben werden muss, ist diese Reduktion des Hin-
tergrunds für eine Verbesserung des Signal-Rausch-
Verhältnisses von noch wesentlicherer Bedeutung.

Als magnetische Marker kommen insbesondere su-
perparamagnetische Label in Frage, die Antikörper
aufweisen, über die die superparamagnetischen La-
bel an die Isotope auf der Zelloberfläche selektiv an-
binden können. An die Antikörper ist dann z. B. je-
weils ein superparamagnetischer Nanopartikel an-
gebunden. Die Nanopartikel weisen insbesondere
Durchmesser zwischen 20 und 200 nm auf.

[0022] Magnetische Label sind typischerweise sehr
klein. Sind diese nicht an Zellen gebunden, wei-
sen sie hydrodynamische Durchmesser von weni-
ger als 500 nm auf. Die einmal am Kanalboden an-
gereicherten derart kleinen magnetischen Einheiten
können daher gut über die magnetischen Kräfte re-
tardiert werden, besonders, da am Kanalboden die
geringsten Durchflussgeschwindigkeiten herrschen.
Gewählte Durchflussgeschwindigkeiten liegen typi-
scherweise unter 5 mm/s. Im Gegensatz zu den un-
gebundenen Markern weisen markierte Zellen oder
größere Magnetbeads Durchmesser von beispiels-
weise 3 bis 20 µm auf, Zellaggregate weisen dement-
sprechend noch größere hydrodynamische Durch-
messer auf. Je weiter die Partikel in den Mikrofluidik-
kanal hineinreichen, desto höher die Flussgeschwin-
digkeit und desto eher werden sie von der laminaren
Strömung mitgerissen.

[0023] Die magnetische Einheit zur magnetophore-
tischen Ausrichtung der magnetisch markierten Zel-
len weist vorteilhafterweise eine fischgrätenartige
Struktur auf. Derartige Strukturen haben sich als
besonders effektiv erwiesen, magnetisch markier-
te Zellen zweidimensional an einem Kanalboden so
auszurichten, dass sie entlang einer Achse verein-
zelt nacheinander verlaufen und somit auch verein-
zelt über eine Sensoreinheit, wie beispielsweise ei-
nen magnetoresistiven Sensor, geführt werden kön-
nen. Die Zellmesseinrichtung ist beispielsweise als
Wheatstone'sche Brückenschaltung ausgeführt und
weist mindestens einen, insbesondere mehrere ma-
gnetoresistive Sensoren als Brückenelemente auf.

[0024] Darüber hinaus ist die fischgrätenartige
Struktur nicht ungeeignet, auch ein dementspre-
chend mechanisches Hindernis für den Fluss der un-
gebundenen magnetischen Partikel darzustellen und
die Retardierung dadurch noch zu unterstützen. Ins-
besondere bedecken die "Fischgräten" der magneti-
schen Einheit die gesamte Kanalbreite.

[0025] Der Durchflusskanal ist insbesondere ein Mi-
krofluidikkanal. Der Durchmesser des Kanals ist ins-
besondere auf die jeweilige Zellprobe angepasst. Je
nach zu detektierender Zellart variiert der charakte-
ristische Zelldurchmesser, der jedoch für den Einfluss
des Strömungsprofils auf Zellen und Partikel der Sus-
pension von Bedeutung ist.
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[0026] Ein wesentlicher Bestandteil des Verfahrens
ist also insbesondere eine gezielt dynamische Anrei-
cherung von Zellen in einem kleinen Suspensionsvo-
lumen. Die Anreicherung erfolgt in Richtung Mikrof-
luidikboden über einen externen Magneten. Die we-
sentlichen Parameter für die stringente Anreicherung
der magnetisch markierten Zellen sind neben der Art
der magnetischen Marker und deren magnetischem
Streufeld, die Durchflussgeschwindigkeit sowie die
Mikrofluidikdimensionierung, außerdem die Ausfüh-
rung der magnetophoretischen Führungslinien, wie
beispielsweise deren Winkel zur Flussrichtung und
deren magnetisches Moment, sowie das externe ma-
gnetische Gradientenfeld.

[0027] Durch den vorteilhaften Einsatz einer fisch-
grätenartigen Magnetophorese wird eine Einzelzell-
detektion gewährleistet, indem die Anreicherung in
drei Dimensionen erfolgt sowie die zeitgleiche in-si-
tu-Filterung nicht gebundener Marker aus der Sus-
pension. Grenzbedingungen für die in-situ-Filterung
sind die Rückhaltekräfte der ferromagnetischen Lini-
en, das externe Magnetfeld sowie die Durchflussge-
schwindigkeit und der hydrodynamische Durchmes-
ser der Marker in Relation zum hydrodynamischen
Durchmesser des Analyts, d.h. der magnetisch mar-
kierten Zelle oder etwa eines magnetischen Beads.

[0028] Von besonderem Vorteil ist die Kombination
der magnetischen Retardierung der ungebundenen
Marker mit der Filterung der Marker an den ferroma-
gnetischen Linien, die sich insbesondere über die ge-
samte Breite des Kanalbodens erstrecken. Dadurch
können die ungebundenen Marker an keiner Stelle
an diesen mechanischen Hindernissen vorbeifließen
ohne dass sie sich entgegen des externen Magnetfel-
des bewegen müssen. Dadurch ist eine dynamische
Filterung der ungebundenen Marker gewährleistet.

[0029] In einer alternativen Ausführungsform sind
die ferromagnetischen Führungsstreifen z. B. so an-
geordnet, dass sie beidseitig an den Kanalwänden
beginnen und schräg zur Mitte des Kanals hinlaufen,
z. B. in einem Winkel zwischen 0° und 90° relativ zur
Kanalwand. Dabei weisen die Führungsstreifen, ins-
besondere in Richtung der Durchflussrichtung. In der
Mitte des Kanals berühren sich die Führungsstreifen
jedoch nicht wie im Fall der Fischgrätestruktur, son-
dern greifen leicht versetzt ineinander.

[0030] Des Weiteren können der Magnetophorese
beispielsweise noch weitere ferromagnetische Strei-
fen als Filterstreifen vorgeschaltet sein. D.h. in Durch-
flussrichtung vor der Magnetophorese verlaufen fer-
romagnetische Filterstreifen quer über den Kanalbo-
den von einer zur anderen Kanalwand. Diese können
senkrecht oder auch in einem beliebigen Winkel zwi-
schen 0° und 90° zu den Kanalwänden angeordnet
sein.

[0031] Die beschriebene Vorrichtung zur magneti-
schen Durchflusszytometrie hat den zusätzlichen be-
sonderen Vorteil, dass deren Filterwirkung nach Ge-
brauch erneuert werden kann, indem das Zytome-
ter regeneriert wird. Dazu kann insbesondere das
externe Magnetfeld, das durch die erste magneti-
sche Einheit hervorgerufen wird, entfernt oder aus-
geschaltet werden. Zusätzlich kann eine Spülung mit
einer sehr hohen Durchflussgeschwindigkeit vorge-
nommen werden, die die gefilterten Partikel heraus-
wäscht.

[0032] Ausführungsformen der vorliegenden Erfin-
dung werden in exemplarischer Weise mit Bezug auf
die Fig. 1 bis Fig. 6 der angehängten Zeichnung be-
schrieben:

[0033] Fig. 1 zeigt einen Querschnitt durch den
Durchflusskanal der Vorrichtung,

[0034] Fig. 2 zeigt einen Ausschnitt des Quer-
schnitts durch den Durchflusskanal mit der Anord-
nung der magnetischen Führungslinien und das
Flussprofil,

[0035] Fig. 3 zeigt eine Draufsicht auf die Anordnung
der magnetischen Führungslinien,

[0036] Fig. 4 zeigt eine Draufsicht auf die Anordnung
der Sensoreinheiten mit dem Durchflusskanal,

[0037] Fig. 5 zeigt ein erstes Beispiel für eine Kräfte-
verteilung auf einen nicht gebundenen magnetischen
Marker und

[0038] Fig. 6 zeigt ein weiteres Beispiel für eine
Kräfteverteilung auf einen nicht gebundenen magne-
tischen Marker.

[0039] Die Fig. 1 zeigt einen Querschnitt durch ei-
ne schematische Darstellung eines Durchflusskanals
10. Dieser weist eine obere Begrenzung und einen
Kanalboden 11 auf. Auf der linken Seite ist ein Ka-
naleinlass 12, auf der rechten Seite ein Kanalaus-
lass 13 gezeigt. Die Pfeile 44 zeigen die Durchfluss-
richtung an. Im Kanalboden 11 sind zwei Rechtecke
eingezeichnet, die die Zellmesseinrichtung, d.h. die
Magnetsensoren 20 darstellen. Unterhalb des Kanal-
bodens 11 ist entlang der gesamten Kanallänge ein
Permanentmagnet 22 gezeichnet. Dieser kann aber
auch nur die halbe Länge betragen und sich nur auf
den vorderen linken Kanalabschnitt beschränken. Im
Kanal 10 sind ellipsenförmig die Zellen 30, 32 ge-
zeichnet. Dabei werden in der Zeichnung nicht mar-
kierte Zellen 30 von markierten Zellen 32 durch un-
terschiedliche Schraffur unterschieden. Nur die ma-
gnetisch markierten Zellen 32 erfahren eine magne-
tische Kraft in dem Gradientenfeld durch den Perma-
nentmagneten 22 und werden am Kanalboden 11 an-
gereichert, so dass sie sich nahe über den Magnet-
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sensor 20 hinweg bewegen. Alle anderen Zellen 30
bewegen sich wesentlich weiter vom Kanalboden 11
entfernt über den Sensor 20 hinweg. Je nach Durch-
flussgeschwindigkeit 41, Kanaldurchmesser und ma-
gnetischem Moment der Zellmarkierung 26 muss die
Länge der Anreicherungsstrecke 240 und somit auch
die Länge des Permanentmagneten 22 unterhalb des
Durchflusskanals 10 gewählt werden um möglichst
alle magnetisch markierten Zellen 32 aus der Sus-
pension am Kanalboden 11 anzureichern. Bei der ge-
zeigten Vorrichtung zur magnetischen Durchflusszy-
tometrie geht es also um eine dynamische Messung,
der auch eine dynamische Anreicherung der Zellen
32 vorausgeht. Die dynamische Messung in Kombi-
nation mit der dynamischen Anreicherung und der
einfachen Probenvorbereitung, die im Wesentlichen
nur darin besteht, dass der Zellprobe die magneti-
schen Marker 26 zugesetzt werden müssen, ist einer
der großen Vorteile der magnetischen Durchflusszy-
tometrie im Gegensatz zu anderen Messmethoden
der Zelldiagnostik, wie etwa der Fluoreszenzdurch-
flusszytometrie.

[0040] In der Fig. 2 ist ein Ausschnitt des Quer-
schnitts durch den Durchflusskanal 10 gezeigt. Auf
der linken Seite ist schematisch das Flussprofil 40
eingezeichnet. Bei einer laminaren Kanalströmung
40 stellt sich ein im Wesentlichen parabelförmiges
Profil ein. Die Pfeile 41 stehen für die Fließgeschwin-
digkeiten, die sich von der Mitte zum Rand des Ka-
nals 10 hin verringern. Die höchste Durchflussge-
schwindigkeit 41 herrscht also im Kanalzentrum vor.

[0041] Im linken Bereich des Kanalabschnitts ist die
sogenannte Anreicherungs- und Ausrichtungsstre-
cke 240 gezeigt. Diese ist also in Flussrichtung 44 vor
den Detektionsbereich 20 geschaltet. In diesem vor-
deren Kanalabschnitt 240 sind also die magnetischen
Einheiten, der Permanentmagnet 22 sowie die ma-
gnetischen Führungslinien 24 angeordnet. Die ma-
gnetischen Führungslinien 24 sind insbesondere fer-
romagnetische Metallstreifen, z. B. aus Nickel. In der
Fig. 2 sind diese Streifen 24 so auf den Kanalboden
11 aufgesetzt, dass sie in den Durchflusskanal 10 hin-
einragen. In Durchflussrichtung 44 nach diesem vor-
deren Kanalabschnitt 240 sind die Magnetsensoren
20 gezeigt, über die die magnetisch markierten Zel-
len 32 geführt werden.

[0042] Die magnetisch markierten Zellen 32 sind
wieder schraffiert dargestellt. Es ist jedoch zu unter-
scheiden, ob es sich um eine sozusagen korrekt ma-
gnetisch markierte Zelle 32 handelt, die mehrere ma-
gnetische Marker 26 aufweist und sich als einzelne
markierte Zelle 32 in der komplexen Suspension be-
wegt oder ob sich Zellen 30 fälschlicherweise an ei-
nen einzelnen magnetischen Marker 26 anhängen
und über diesen agglomerieren. Ein derartiges Ag-
glomerat von mehreren Zellen 34, die über magneti-
sche Marker 26 aneinandergebunden sind, weist ei-

nen wesentlich größeren hydrodynamischen Durch-
messer auf als eine einzelne markierte Zelle 32. Dies
ist entscheidend für das unterschiedliche Fließverhal-
ten von einzelnen Zellen 32 und Zellaggregaten 34.
Durch den wesentlich größeren hydrodynamischen
Durchmesser weist ein solches Aggregat 34 immer
sehr viel weiter in die Kanalmitte hinein, wo die hö-
here Durchflussgeschwindigkeit 41 vorherrscht. Von
dieser hohen Durchflussgeschwindigkeit 41 werden
die großen Aggregate 34 mitgerissen und somit vom
Kanalboden 11 wieder weiter entfernt, so dass sie
in einem zu weiten Abstand 200 vom Sensor 20 an
diesem vorbeifließen und daher nicht detektiert wer-
den können. Dies schließt also falschpositive Signale
durch Zellagglomerate 34 aus. Somit kann also durch
Parameter wie den Durchflusskanaldurchmesser und
das Durchflussprofil 40 bzw. die Durchflussgeschwin-
digkeit 41 die Zellmessung spezifiziert werden. Die
Sensitivität des Sensors 20 nimmt mit 1/d3 ab, wobei
d für den Abstand vom Sensor steht.

[0043] Das bei der Messung störende Hintergrund-
signal wird im Wesentlichen durch nicht gebundene
Marker 26 verursacht, die im Überfluss der Zellpro-
be zugegeben werden um eine vollständige Markie-
rung aller zu detektierenden Zellen 32 in der Pro-
be zu gewährleisten. Bei den magnetischen Markern
26 handelt es sich beispielsweise um superparama-
gnetische Label, welche über Antikörper an Isotope
auf der Zelloberfläche anbinden. Bei den Magnetsen-
soren 20 handelt es sich beispielsweise um GMR-
Sensoren, wobei GMR für Giant Magneto Resistance
steht.

[0044] Die Fig. 2 zeigt schematisch das Filterprinzip
der Vorrichtung. Die kleinen ungebundenen Marker
26 weisen nur sehr kleine hydrodynamische Durch-
messer auf und nähern sich durch die magnetische
Anreicherung nahe dem Kanalboden 11 an. Dort kön-
nen sie von den ferromagnetischen Streifen 24 sozu-
sagen aus dem Fluss gefiltert und aufgehalten wer-
den. Dabei wirken die ferromagnetischen Streifen 24
zunächst als mechanisches Hindernis im Durchfluss.
Die magnetischen Marker 26 müssten sich entgegen
des magnetischen Gradientenfeldes des Permanent-
magneten 22 bewegen um sich aus dem Magnetfilter
zu befreien. Zusätzlich herrschen auch magnetische
Haltekräfte FM an diesen ferromagnetischen Streifen
24 vor, die die magnetischen Marker 26 retardieren.
Die Filtration ist also eine Kombination eines Magnet-
kraft- FM und eines Scherkraftfilters FS.

[0045] Die Fig. 3 zeigt nun eine Draufsicht auf den
in Fig. 2 gezeigten Kanalausschnitt. Die Durchfluss-
richtung 44 ist wieder mit einem Pfeil gekennzeich-
net. Im vorderen, d.h. in Durchflussrichtung vorderen
Bereich des Kanals 10 ist wieder die Anreicherungs-
strecke 240 gezeigt. In diesem Bereich verlaufen
die ferromagnetischen Führungslinien 24 für die ma-
gnetophoretische Anreicherung und Ausrichtung der
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magnetisch markierten Zellen 32. Die magnetischen
Führungslinien 24 sind in einem besonders vorteil-
haften Fischgrätenmuster angeordnet, welches von
den Kanalwänden 14 zur Kanalmitte hin spitz zuläuft.
Dabei ist es von besonderem Vorteil für einen effekti-
ven Filter für die ungebundenen magnetischen Mar-
ker 26, dass die magnetischen Führungsstreifen 24
die komplette Kanalbreite 100 abdecken und keine
Lücke offenlassen. Auch der Permanentmagnet 22,
der in der Figur nicht explizit gezeigt ist, da er sich un-
terhalb des Kanalbodens 11 befindet, erstreckt sich
insbesondere über die gesamte Kanalbreite 100, so
dass auf der gesamten Kanalbreite 100 ein gleich-
förmiges Gradientenfeld auf die magnetischen Parti-
kel 26 in der Suspension wirkt. Besonders vorteilhaft
ist es wenn sich der Permanentmagnet 22 über die
Kanalbreite 100 hinaus erstreckt, beispielsweise bis
zu der gestrichelten Linie, die in der Kanalwand 14
verläuft, so dass dieser innerhalb des Kanals 10 ein
gleichmäßiges Gradientenfeld hervorruft.

[0046] Des Weiteren ist in der Fig. 3 eine zentral ver-
laufende magnetische Führungslinie 24 gezeigt, die
die Kanalmitte markiert, und die als die beschriebe-
ne Achse angesehen werden kann, auf die die ma-
gnetisch markierten Zellen 32 ausgerichtet werden.
In gedanklicher Verlängerung dieser Achse befinden
sich dann im Durchflusskanal 10 die Magnetsenso-
ren 20, über die die magnetisch markierten Zellen 32
fließen. Die Figur 3 zeigt auch unmarkierte magneti-
sche Zellen 30, welche von den magnetischen Maß-
nahmen unbeeinflusst sind.

[0047] Anstelle magnetisch markierter Zellen 32
können auch Magnetbeads auf diese Weise angerei-
chert und ausgerichtet werden. Auch andere Analyte
die magnetisch markiert werden können, kommen für
eine derartige Messmethode in Frage.

[0048] Auch in der Fluoreszenzdurchflusszytome-
trie werden in der Probenvorbereitungsphase fluo-
reszente Marker im Überfluss zugegeben, welche
dann durch Zentrifugations- und Waschschritte de-
kantiert werden müssen. Derartige Schritte sind für
die magnetische Durchflusszytometrie nicht notwen-
dig, wenn die Parameter der magnetischen Einheiten
sowie des Durchflussverhaltens auf die Größe der zu
detektierenden magnetischen Zelle geeignet einge-
stellt werden.

[0049] Die Fig. 4 schließlich zeigt die Anordnung der
magnetischen Sensoreinheit mit den magnetoresis-
tiven Elementen 20, die in einer Wheastone'schen
Brückenschaltung miteinander verbunden sind. Da-
bei sind auch die elektrischen Zuleitungen 21 zu den
Magnetowiderständen 20 gezeigt. Der Pfeil zeigt wie-
der die Durchflussrichtung 44 durch den Durchfluss-
kanal 10 an.

[0050] Die Fig. 5 und Fig. 6 schließlich sollen noch
schematisch die auf den nicht gebundenen magneti-
schen Marker 26 wirkenden Kräfte darstellen. Dafür
ist lediglich ein Ausschnitt des Kanalbodens 11 mit
einem ferromagnetischen Streifen 24 gezeigt. In der
Fig. 5 ist ein magnetischer Marker 26 mit einem Anti-
körper und einem magnetischen Partikel gezeigt, der
über die magnetische Haltekraft FM am Kanalboden
11 gehalten wird verursacht durch den ferromagneti-
schen Streifen 24 zusammen mit dem Gradientenfeld
des Permanentmagneten 22, der sich unterhalb des
Kanalbodens 11 befindet. Diese magnetische Kraft
FM wirkt auf den magnetischen Marker 26 senkrecht
in Richtung Kanalboden 11, und hält diesen an dem
Streifen 24 fest. Auf den magnetischen Marker 26 wir-
ken aber auch die Scherkräfte des Flusses der kom-
plexen Suspension FS. Diese greifen parallel zum Ka-
nalboden 11, also in Flussrichtung 44, an. Die ma-
gnetischen Haltekräfte FM müssen daher größer als
die Scherkraft FS sein um den magnetischen Marker
26 festzuhalten.

[0051] Die Fig. 6 zeigt schließlich, dass auch die
Anordnung des ferromagnetischen Streifens 24 am
Kanalboden 11 zur Filterwirkung beiträgt. Der ferro-
magnetische Streifen 24 ragt in den Durchflusskanal
10 so hinein, dass sich magnetische Marker 26 in
Flussrichtung 44 hinter den ferromagnetischen Strei-
fen 24 verfangen können. Dort wirkt die magnetische
Kraft FM des Permanentmagneten 22, der sich un-
terhalb des Kanalbodens 11 befindet, senkrecht zum
Kanalboden 11 auf den magnetischen Marker 26. Die
angreifende Scherkraft FS des Durchflusses 44 der
komplexen Suspension hat so schon eine geringere
Angriffsfläche des magnetischen Markers 26 zur Ver-
fügung. Zusätzlich bietet der ferromagnetische Strei-
fen 24 ein Strömungshindernis, was eine zusätzliche
Rückhaltekraft FR für den magnetischen Marker 26
bedeutet.

[0052] In einem Fluidikkanal 10 von 0,105 µm2 Quer-
schnittsfläche bei einer Durchflussrate von etwa 1
µl/s beträgt die Durchflussgeschwindigkeit 41 in et-
wa 1500 µm/s und die komplexe Suspension über-
streicht die Magnetsensoren 20. Die Nickelstreifen
24 halten die magnetischen Nanobeads 26 zurück.
Nach der Messung soll das Nickelstreifensystem 24
von diesen Nanobeads 26 wieder befreit werden. Da-
zu wird der Durchflusskanal 10 z. B. mit einer Durch-
flussrate von 4 µl/s gespült. Dann bewegen sich auch
die ungebundenen magnetischen Nanobeads 26 aus
dem Filter 24 durch den Kanal 10 hindurch. Zusätz-
lich zur höheren Durchflussrate kann dazu das exter-
ne Magnetfeld minimiert oder ausgeschalten werden.

[0053] Die Fig. 7 schließlich zeigt noch eine alter-
native Ausführungsform des Kanals 10 mit versetz-
ten ferromagnetischen Führungsstreifen 24, die sich
in der Mitte des Kanals 10 nicht berühren, sondern
wie ein Reißverschluss ineinandergreifen. Auch die-
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se sind bevorzugt in einem Winkel um die 45° zu den
Kanalwänden 14 angeordnet und weisen in Richtung
der Durchflussrichtung 44. Der Magnetophorese 240,
unabhängig von der genauen Ausgestaltung, kann
noch ein zusätzlicher Filter 250 vorangehen. Dieser
ist also in Durchflussrichtung 44 weiter vorne im Ka-
nal 10 angeordnet, in der Fig. 7 weiter links. Dazu
verlaufen ferromagnetische Streifen 25 quer über den
Kanalboden 11 von einer bis zur anderen Kanalwand
14. Diese sind insbesondere senkrecht oder in einem
Winkel zwischen 0° und 90° zu den Kanalwänden 14
angeordnet.

Patentansprüche

1.   Vorrichtung zur magnetischen Durchflusszyto-
metrie mit
– einem Durchflusskanal (10),
– einer ersten magnetischen Einheit (22) zur Anrei-
cherung und
– einer zweiten magnetischen Einheit (24) zur Aus-
richtung magnetisch markierter Zellen (32) sowie
– wenigstens einer Zellmesseinrichtung (20),
wobei die magnetischen Einheiten (22, 24) in einem
bezüglich der Durchflussrichtung (44) vorderen Ka-
nalabschnitt (240) angeordnet sind und der Durch-
flusskanal (10) hinsichtlich Kanaldurchmesser (100)
und Oberflächenbeschaffenheit der Kanalinnenwand
so ausgestaltet ist, dass ein Fluss einer komplexen
Suspension in dem Durchflusskanal (10) mit lamina-
rem Strömungsprofil (40) erzeugbar ist, so dass die
durch die magnetischen Einheiten (22, 24) bewirkba-
ren (FM) und die durch den Fluss bewirkbaren Kräf-
te (FS) derart auf nicht an Zellen gebundene magne-
tische Marker (26) wirken, dass diese nicht an Zellen
gebundenen magnetischen Marker (26) im vorderen
Kanalabschnitt (240) zurückhaltbar sind.

2.    Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die ers-
te magnetische Einheit (22) so im vorderen Kanal-
abschnitt (240) angeordnet ist, dass dadurch ein
magnetisches Gradientenfeld erzeugbar ist, welches
magnetisch markierte Zellen (32) sowie nicht an Zel-
len gebundene magnetische Marker (26) innerhalb
des Durchflusskanals (10) am Kanalboden (11) an-
reichert.

3.  Vorrichtung nach einem der Ansprüche 1 oder
2, wobei die zweite magnetische Einheit (24) so im
vorderen Kanalabschnitt (240) angeordnet ist, dass
dadurch magnetisch markierte Zellen (32) innerhalb
des Durchflusskanals (10) entlang einer Achse aus-
gerichtet werden, auf welcher die Zellmesseinrich-
tung (20) im weiteren Verlauf des Durchflusskanals
(10) angeordnet ist.

4.  Vorrichtung nach einem der vorstehenden An-
sprüche, wobei die zweite magnetische Einheit (24)
zur Ausrichtung magnetisch markierter Zellen (32)

am Kanalboden (11) angeordnet ist, insbesondere so
dass sie in den Durchflusskanal (10) hineinragt.

5.  Vorrichtung nach einem der vorstehenden An-
sprüche, wobei die zweite magnetische Einheit (24)
magnetische Führungsstreifen aufweist, insbesonde-
re ferromagnetische Führungsstreifen, wobei sich die
magnetischen Führungsstreifen über die gesamte
Breite des Kanalbodens erstrecken.

6.  Vorrichtung nach einem der vorstehenden An-
sprüche, wobei die zweite magnetische Einheit (24)
zur Ausrichtung magnetisch markierter Zellen (32)
so ausgestaltet ist, dass durch diese zweite magne-
tische Einheit (24) eine magnetische Kraft (FM) so-
wie eine zusätzliche Rückhaltekraft (FR) auf die nicht
an Zellen gebundenen magnetischen Marker (26) be-
wirkbar sind, die der Scherkraft (FS) des Flusses der
komplexen Suspension richtungs- und betragsmäßig
entgegen wirken.

7.  Vorrichtung nach einem der vorstehenden An-
sprüche, wobei der Durchflusskanal (10) hinsichtlich
Kanaldurchmesser (100) so ausgestaltet ist, dass
Zellaggregate (34) von mehreren über magnetische
Marker (26) aneinander gebundene Zellen (30) so
weit in die Kanalmitte ragen können, dass durch die
auf die Zellaggregate (34) bewirkbaren Kräfte (FM,
FS) diese Zellaggregate (34) mit der in der Kanalmitte
vorherrschenden Durchflussgeschwindigkeit (41) ab-
transportierbar sind.

8.  Vorrichtung nach einem der vorstehenden An-
sprüche, wobei der Durchflusskanal (10) hinsichtlich
Kanaldurchmesser (100) so ausgestaltet ist, dass
von Zellaggregaten (34) von mehreren über magneti-
sche Marker (26) aneinander gebundene Zellen (30),
die in der Kanalmitte fließen, ein Abstand (200) zur
Zellmesseinrichtung (20) einhaltbar ist, in dem keine
Detektion des Zellaggregates (34) hervorrufbar ist.

9.  Verfahren zur magnetischen Durchflusszytome-
trie bei dem
– ein laminarer Fluss einer Zellprobe (40) mit magne-
tisch markierten Zellen (32) sowie nicht an Zellen ge-
bundenen magnetischen Markern (26) erzeugt wird,
– die magnetisch markierten Zellen (32) sowie die
nicht an Zellen gebundenen magnetischen Marker
(26) in einem magnetischen Gradientenfeld dyna-
misch angereichert werden,
– die magnetisch markierten Zellen (32) magnetopho-
retisch entlang einer Achse ausgerichtet werden,
wobei die Magnetfeldstärke des magnetischen Gradi-
entenfeldes und die Durchflussgeschwindigkeit (41)
so gewählt werden, dass die auf nicht an Zellen
gebundenen magnetischen Marker (26) wirkenden
Kräfte (FM, FS) diese im Fluss zurückhalten.
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10.  Verfahren nach Anspruch 9 bei dem die ma-
gnetischen Marker (26) im Überschuss zu der Zell-
probe gegeben werden.

11.  Verfahren nach Anspruch 9 oder 10 bei dem
– die Erzeugung des laminaren Flusses der Zellprobe
(40) in einem Durchflusskanal (10) erfolgt,
– die dynamische Anreicherung zur Kanalinnenwand
des Kanalbodens (11) hin erfolgt und
– die magnetophoretische Ausrichtung entlang einer
Achse erfolgt, wobei die Achse in Flussrichtung (44)
entlang der Kanalinnenwand des Kanalbodens (11)
verläuft, so dass die magnetisch markierten Zellen
(32) entlang dieser Achse über eine Zellmesseinrich-
tung (20) geführt werden,
wobei die Zellprobe (40) so an einer magnetischen
Einheit (24) an der Kanalinnenwand des Kanalbo-
dens (11) vorbeigeführt wird, dass die nicht an Zel-
len gebundenen magnetischen Marker (26) an dieser
magnetischen Einheit (24) zurückgehalten werden.

12.  Verfahren nach einem der Ansprüche 9 bis 11,
in dem als magnetische Marker (26) superparama-
gnetische Marker verwendet werden.

13.    Verfahren nach einem der Ansprüche 9 bis
12, wobei die Magnetfeldstärke des magnetischen
Gradientenfeldes und die Durchflussgeschwindigkeit
(41) so gewählt werden, dass die auf Zellaggrega-
te (34) von mehreren über magnetische Marker (26)
aneinander gebundene Zellen (30) wirkenden Kräfte
(FM, FS) bewirken, dass diese Zellaggregate (34) mit
der in der Kanalmitte vorherrschenden Durchflussge-
schwindigkeit (41) abtransportiert werden.

14.  Verfahren nach einem der Ansprüche 9 bis 13
bei dem eine Zellprobe in eine Vorrichtung nach ei-
nem der Ansprüche 1 bis 8 injiziert wird.

15.    Herstellungsverfahren für eine Vorrichtung
nach einem der Ansprüche 1 bis 8 bei dem die zwei-
te magnetische Einheit (24) zur Ausrichtung magne-
tisch markierter Zellen (32) im Durchflusskanal (10)
am Kanalboden (11) angeordnet wird, insbesondere
so dass sie in den Durchflusskanal (10) hineinragt.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhängende Zeichnungen
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