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(57) Zusammenfassung: Es wird eine Vorrichtung (10) zur
Analyse von in einer Flussigkeit (11) enthaltenen biologi-
schen Zellen (12) vorgeschlagen. Durch eine Vorratsein-
richtung (13), in der die die biologischen Zellen (12) enthal-
tende Flussigkeit (11) aufgenommen wird, wird ein Behalt-
nis gebildet. Ein austrittsseitiges Ende (15) der Vorratsein-
richtung (13) ist mit einem piezoelektrischen Element (16)
derart versehen, dal} es, sich unter dem Einflul® eines an
das piezoelektrische Element angelegten Spannungsim-
pulses zusammenziehend, infolgedessen wenigstens ei-
nen Tropfen der die Zelle enthaltenden Flissigkeit abgibt,
der nachfolgend in eine Analyseeinrichtung gebbar ist.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur
Analyse von in einer Flussigkeit enthaltenen biologi-
schen Zellen.

[0002] In der DE-A-100 02 970 ist eine Vorrichtung
zur Analyse von in Flissigkeiten enthaltenen Ele-
menten beschrieben. Die dort beschriebene Analyse
kleinster Probenvolumina im Bereich von pl und we-
niger, wird dort derart betrieben, dal} Laserlicht auf
eine in einem Analyseraum tropfenférmig eingebbare
Flissigkeit zur Erzeugung eines Plasmas der tropf-
chenférmigen Flussigkeitsprobe gegeben wird. Das
vom Plasma emittierte Licht wird dann auf eine Ana-
lyseeinrichtung gegeben, wobei aus den von der
Analyseeinrichtung ermittelten Parametern Auf-
schliisse Uber die chemische Zusammensetzung der
Probe gewonnen werden kénnen.

[0003] Handelt es sich bei den Probenvolumina al-
lerdings um Flussigkeiten, in denen biologische Zel-
len vorhanden sind, versagt die vorerwahnte Metho-
de, da durch die Uberfiihrung des. Probenvolumens
in ein Plasma die in der Flissigkeit enthaltene biolo-
gische Zelle zerstort werden wirde und Aufschliusse
Uber die Zusammensetzung und/oder den Aufbau
der Zelle, die das eigentliche Analyseziel sind, nicht
moglich waren.

[0004] Allgemein werden nach dem Stand der Tech-
nik die derzeit empfindlichsten Analysen an flissigen
Proben so durchgeflihrt, da® die Probe durch sogen.
"Nebulizer" in eine Trépfchenwolke Uberfihrt wird.
Die Trépfchen werden dann verschiedenen Prozedu-
ren unterworfen, d.h. sie werden bspw. in einen Plas-
mazustand versetzt, siehe auch oben, oder sie wer-
den durch ein elektrisches Feld aufgeladen und an-
schliefend z.B. durch Verdampfung verkleinert, um
elektrische Ladungen auf Moleklstrukturen zu Gber-
tragen. In einem zweiten Schritt werden die entspre-
chend konditionierten Tropfen bspw. in ein Massen-
spektrometer zur Analyse der Tropfen uberfihrt. Auf
diese Weise erhalt man je nach Vorbehandlung der
Tropfen entweder die Elementzusammensetzung,
Uber den Plasmazustand, oder Aussagen Uber die
molekularen Strukturen der Probe durch Aufladung
von Molekilen oder Molekdlbruchstlcken.

[0005] Sind allerdings Analysen einzelner biologi-
scher Zellen, die in einer Flussigkeit enthalten sind,
durchzufiihren, d.h. will man Aufschlul} Gber die bio-
logische Struktur und die chemische Zusammenset-
zung intakter biologischer Zellen erhalten, versagt
auch das vorbeschriebene sogen. "Nebulizer"-Ver-
fahren.

[0006] Es ist somit Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, eine Vorrichtung zu schaffen, bei der unter Bei-
behaltung an sich bekannter und bewahrter Analyse-
techniken der chemischen Element- bzw. Molekila-
nalytik die Analyse einzelner, isolierter und intakter
biologischer Zellen mdglich ist, ohne dafl im Zuge der
Aufbereitung der Zellen bzw. der Flussigkeit, in der
die Zellen enthalten sind, d.h. gewissermalen
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"schwimmen" die Zellen in ihrer biologischen und
chemischen Struktur beeintrachtigt werden.

[0007] Gelbst wird die Aufgabe gemal der Erfin-
dung durch eine Vorratseinrichtung, in der die die bi-
ologischen Zellen enthaltende Flussigkeit aufgenom-
men wird, wobei ein austrittsseitiges Ende der Vor-
ratseinrichtung mit einem piezoelektrischen Element
derart versehen ist, daf’ es, sich unter dem Einflu} ei-
nes an das piezoelektrische Element angelegten
Spannungsimpulses zusammenziehend, infolgedes-
sen wenigstens einen Tropfen der die Zellen enthal-
tenden Flissigkeit abgibt, der nachfolgend in eine
Analyseeinrichtung gebbar ist.

[0008] Der Vorteil der erfindungsgemafien Loésung
besteht darin, daf} nicht Kollektive von Tropfchen in
einer Nebelwolke, wie bisher bei im Stand der Tech-
nik bekannten chemischen Element- bzw. Molekiila-
nalyseverfahren, erzeugt werden, sondern einzelne
Tropfchen gewissermalfien als "Transportbehaltnis-
se" fur einzelne biologische Zellen erzeugt werden,
die dann einer Analyse in einer Analyseeinrichtung
unterzogen werden kdénnen, die an sich nach be-
kannten analytischen Prinzipien betrieben wird. Es ist
also erfindungsgemal tatsachlich moglich, wie auf-
gabengemal angestrebt, einzelne isolierte biologi-
sche Zellen zu analysieren.

[0009] Ein weiterer wesentlicher Vorteil ist, da das
piezoelektrische Element bei der erfindungsgema-
Ren Vorrichtung einen hochprazise arbeitenden und
hochprazise steuerbaren Trépfchengenerator dar-
stellt. Das piezoelektrische Element zieht sich unter
dem EinfluR eines Spannungsimpulses in Abhangig-
keit der Lange des Spannungsimpulses ruckartig zu-
sammen bzw. gibt bei elektrisch inversen Impulsen
entsprechend der Lange des Spannungsimpulses
ein entsprechendes Tropfenvolumen ab. Entspre-
chend einer vorbestimmbaren Wiederholungsrate
der Spannungsimpulse kann eine Folge von Tropfen
mit zeitlich vorwahlbaren Abstadnden zwischen den
Tropfen hergestellt werden, wodurch eine Analyse
der Einzeltropfen und deren Auswertung mdglich ist
und nach entsprechender Speicherung der Analyse-
ergebnisse ebenfalls eine statistische Bewertung der
Analyseergebnisse madglich ist.

[0010] Mittels einer statistischen Auswertung der Si-
gnale einer ausreichend groRen Zahl von Tropfen
kénnen vereinzelte Zellen immer dann und nur dann
mit ausreichender Sicherheit bzw. mit einem ange-
messenen kleinen Fehler analysiert werden, wenn
die Zahl der Zellen in Tropfen klein ist, d.h. daf® vor-
teilhafterweise der Tropfen keine oder eine ganzzah-
lige Zahl von Zellen enthalt, wobei vorzugsweise die
Zahl der Zellen pro Tropfen < 5 ist.

[0011] Durch das Anlegen eines geeignet polarisier-
ten Spannungsimpulses kann das piezoelektrische
Element auch gewissermallen als Pumpe betrieben
werden, indem es sich namlich unter dem Einflul des
Spannungsimpulses rickartig zusammenzieht, so
dafl} sowohl eine Pumpe als auch ein Tropfengenera-
tor geschaffen wird. Bei dieser Betriebsweise ist so-
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mit die Vorratseinrichtung durch Unterdruck mit der
Flussigkeit, in der die Zellen enthalten sind, befllbar,
es ist aber auch mdglich, die Vorratseinrichtung
bspw. als Kapillare auszubilden, so daf} diese mit der
die Zellen enthaltenden Flussigkeit beflllt wird. Die
Vorratseinrichtung ist in diesem Fall vorzugsweise
ein kapillares Gefal.

[0012] Als Analyseeinrichtung kdnnen alle geeigne-
ten Analyseeinrichtungen, wie sie fir die Ausfiihrung
bekannter Analysemethoden im Stand der Technik
bekannt sind und verwendet werden, herangezogen
werden. Vorzugsweise ist die mit der Erfindung zu-
sammenwirkende Analyseeinrichtung jedoch ein
Massenspektrometer.

[0013] Fur bestimmte Analyseschritte kann es not-
wendig sein, in dem gem. der Vorrichtung erzeugten
Tropfen, der die Zelle enthalt, bestimmte Reaktionen
durchzufiihren, bspw. das gezielte Platzen der Zell-
wande zu induzieren. Dazu eignet sich eine weitere
Ausgestaltung der Vorrichtung auf ganz besonders
vorteilhafte Weise, indem namlich wenigstens zwei
Vorratseinrichtungen vorgesehen sind, an denen an
deren jeweiligen austrittsseitigen Enden das piezoe-
lektrische Element derart angeordnet ist, dal} es, sich
unter dem Einflul} eines jeweils an die piezoelektri-
schen Elemente angelegten Spannungsimpulses zu-
sammenziehend, infolgedessen bei einer Vorratsein-
richtung einen Tropfen der die Zelle enthaltenden
Flussigkeit und bei der anderen Vorratseinrichtung
einen Tropfen einer vorbestimmten Flussigkeitszu-
sammensetzung abgibt, wobei der die Zelle enthal-
tende Tropfen und der Tropfen aus der vorbestimm-
ten Flussigkeitszusammensetzung vor Eintritt in die
Analyseeinrichtung zu einem Tropfen vereinigt wer-
den.

[0014] Bei dieser vorteilhaften Weiterbildung der
Vorrichtung wird der die Zelle enthaltende Tropfen
mit einem weiteren Tropfen quasi beschossen, wobei
der zweite Tropfen vorbestimmte Stoffe enthalten
kann bzw. Ladungen transportieren kann, die in dem
die Zelle enthaltenden Tropfen, wie angestrebt, eine
geeignete, gewiinschte Reaktion, wie bspw. das Plat-
zen der Zellwande usw., auslésen.

[0015] Die Erfindung wird nachfolgend unter Bezug-
nahme auf die beigefiigten schematischen Zeichnun-
gen anhand eines Ausflihrungsbeispieles und an-
hand eines modifizierten Ausfluhrungsbeispieles im
einzelnen beschrieben. Darin zeigen:

[0016] Fig.1 den Grundaufbau der Vorrichtung
beim Beladen der Vorrichtung mit einer biologische
Zellen enthaltenden Flissigkeit,

[0017] Fig. 2 die Vorrichtung gem. Fig. 1 im Zu-
stand der Beladung mit einer biologische Zellen ent-
haltenden Flissigkeit,

[0018] Fig. 3 die Vorrichtung bei der Abgabe von zu
analysierenden Tropfen und

[0019] Fig. 4 eine Vorrichtung, bei der zwei Vorrats-
einrichtungen vorgesehen sind, wobei die eine Vor-
ratseinrichtung Zellen enthaltende Tropfen aus Flis-
sigkeiten abgibt und die andere Vorratseinrichtung
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Tropfen aus Flussigkeiten bzw. Flissigkeitsgemi-
schen vorbestimmter Art bzw. vorbestimmter Zusam-
mensetzung abgibt, wobei vor Eintritt in die Analyse-
einrichtung beide unterschiedlichen Arten von Trop-
fen zusammengefiihrt und im zusammengefuhrten
Zustand auf die Analyseeinrichtung gegeben wer-
den.

[0020] Die Erfindung wird nun zunachst unter Be-
zugnahme auf die Fig. 1 und 2 beschrieben.

[0021] Die Vorrichtung 10 umfal3t eine Vorratsein-
richtung 13, die bspw. als kapillares Gefal ausgebil-
det sein kann. Die Vorratseinrichtung 13 weist eine
als Auslaf und EinlaR wirkende Offnung 14 auf, Giber
die FlUssigkeit 11, in der zu untersuchende bzw. zu
analysierende biologische Zellen 12 gewissermalen
schwimmend aufgenommen sind. Um ein austritts-
seitiges Ende 15 der Vorratseinrichtung 13 ist ein pi-
ezoelektrisches Element 16 angeordnet, das seine
Struktur in Abhangigkeit einer angelegten Spannung
andert. Das piezoelektrische Element 16 kann somit
gezielt kontrahieren bzw. sich erweitern. Dadurch ist
es maoglich, dall bei Anlage eines geeignet polarisier-
ten Spannungsimpulses 17 Uber die Einlal’- bzw.
AuslaRoéffnung 14 aus einem Flussigkeitsvorrat 20
Flussigkeit 11 einschl. der in der Flussigkeit 11
schwimmenden biologischen Zellen 12 in die Vorrats-
einrichtung 13 gepumpt wird. Die mit Flissigkeit 11
und Zellen 12, die hier durch eine Sternchen-Darstel-
lung symbolisiert sind, geflllte Vorratseinrichtung 13
istin Fig. 2 dargestellt. Im Flissigkeitsvorrat 20 befin-
det sich dann keine Flissigkeit mehr.

[0022] Es sei noch darauf hingewiesen, dal¥ ein
Flussigkeitsvorrat 20 in Form eines abgeschlossenen
Behaltnisses, wie es in den Fig. 1 und 2 schematisch
dargestellt wird, zur Befiillung der Vorratseinrichtung
13 nicht zwingend erforderlich ist. Mittels der Vorrich-
tung 10 kann auch die die biologischen Zellen 12 ent-
haltende Flussigkeit von einer beliebigen Flissig-
keitsoberflache abgenommen werden, die mit der zu
analysierenden Flissigkeit behaftet ist.

[0023] In Fig. 3 ist die Vorrichtung 10 in kompletter
Form dargestellt, d.h. im Zusammenwirken der mit ei-
ner der die Zellen 12 enthaltenden Flissigkeit 11 ge-
fullten Vorratseinrichtung 13.

[0024] Durch Anlegen eines geeignet langen und ei-
nes geeignet polarisierten Spannungsimpulses 17
kann das piezoelektrische Element 16 einen Tropfen
18 ausstoRen, der in die Analyseeinrichtung 19,
bspw. durch Schwerkraft getrieben, eingeflhrt wird.
Die Anzahl der Tropfen 18 pro Zeit, die mittels der
Vorrichtung 10 erzeugt wird, ist eine Funktion der Fol-
ge der Spannungsimpulse 17, die an das piezoelekt-
rische Element 16 angelegt werden. Die Zellen 12
verteilen sich nach den Regeln der Statistik auf die
einzelnen Tropfen 18, was in Fig. 3 dadurch symbo-
lisiert ist, dal® einzelne Tropfen 18 eine Zelle 12 ent-
halten und einzelne Tropfen 18 nicht. Die Tropfen 18
werden einzeln in der Analyseeinrichtung 19 analy-
siert, die bspw. ein Massenspektrometer ist, d.h. die
Tropfen werden mit der bekannten massenspektro-
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metrischen Methode analysiert.

[0025] Hervorzuheben ist, daf} die die Zellen 12 ent-
haltende Flussigkeit 11 mittels der Vorrichtung 10 bei
ihrem bestimmungsgemafen Betrieb quantitativ und
verlustfrei in eine Reihe von Tropfen 18 Uberflhrt
wird. Durch geeignet eingestellte Lange des Span-
nungsimpulses 17 kann das Volumen der Tropfen 18
so bemessen werden, dal® nur eine sehr kleine Zahl
von Zellen 12 in einen Tropfen 18 aufgenommen
wird. Es ist mittels der Vorrichtung 10 mdglich, Trop-
fen 18 zu generieren, bei der lediglich eine Zelle 12
pro Tropfen 18 enthalten sind.

[0026] Fig. 4 zeigt eine Vorrichtung 10, bei der zwei
Vorratseinrichtungen 13, 130 vorgesehen sind. Die
Vorrichtungen 13, 130 weisen einen identischen Auf-
bau auf, wie er vorangehend beschrieben worden ist,
was gleichermalien fur den Beflllvorgang mit Flis-
sigkeiten 11 gilt und den Mechanismus der Abgabe
der Tropfen 18 bzw. 180. Der Unterschied gegentber
derin den Fig. 1 bis 3 dargestellten Vorrichtung 10 ist
jedoch der, daf3 in der einen Vorratseinrichtung 13 die
Flissigkeit 11 gespeichert ist, die die biologischen
Zellen 12 enthalt, wahrend in der anderen Vorratsein-
richtung 130 eine Flussigkeit 110 enthalten ist, die
bspw. zellenfrei ist, die allerdings so in Bezug auf ihre
Art und Zusammensetzung gewahlt werden kann,
daf sie bspw. mit der die biologischen Zellen 12 ent-
haltenden Flussigkeit 11 reagieren kann oder ledig-
lich mit den Zellen 12, wenn diese in den Tropfen 18
quantifiziert aus dem Auslafl 14 bzw. dem Auslaf}
140 austreten und vor Eintritt in die Analyseeinrich-
tung 19 zu einem neuen Tropfen 21 vereinigt werden.
Es kdnnen somit am Vereinigungspunkt der Tropfen
18 und 180 nicht nur geeignete Reaktionen im Trop-
fen 18 bzw. an den bzw. in den biologischen Zellen 12
ablaufen, vielmehr kénnen auch fur bestimmte Unter-
suchungsziele Reagenzien zugefihrt werden, die in
dem Tropfen 12 am Vereinigungspunkt geeignete
Reaktionen wie z.B. das Platzen der Zellwande der
Zellen 12 ausldsen.

[0027] Die von der Analyseeinrichtung gelieferten
Analyseergebnisse, was sowohl fiir die Vorrichtung
10 gemal den Fig. 1 bis 3 gilt als auch fur die Vor-
richtung 10 gem. 4, werden ausgewertet und gespei-
chert. Die Reihe der Analyseergebnisse kann dann
einer statistischen Bewertung unterworfen werden.
Dabei werden verschiedene, in einer Flissigkeitspro-
be vorhandene Arten von Zellen 12 unterschieden.
Die Zahl der Zellen 12 pro Tropfen 18 wird ermittelt.
Tropfen 18, die keine Zellen 12 transportieren, wer-
den erkannt. Die Prozedur wird dadurch vereinfacht,
dal die Zahl der Zellen 12, die in einem Tropfen 18
enthalten sind, bei geeigneter Einstellung des Volu-
mens der Tropfen 18 lediglich zwischen null und einer
sehr kleinen Zahl variieren kann.

[0028] Im Falle einer Reihe gleichartiger Zellen 12
werden die Signale von Tropfen 18, in denen Zellen
12 transportiert werden, normiert und zur Erhéhung
der Genauigkeit gemittelt. Signale von Tropfen 18,
die keine Zelle 12 enthalten, werden in jedem Falle
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gemittelt und zur Bestimmung eines Untergrundsig-
nals herangezogen.

Bezugszeichenliste

10 Vorrichtung
1" Flussigkeit
110 Flussigkeit
12 biologische Zellen
13 Vorratseinrichtung
130  Vorratseinrichtung
14 AuslaB/Einlaf
140  AuslaB/Einlal}
15 austrittsseitiges Ende
150  austrittsseitiges Ende
16 piezoelektrisches Element
160 piezoelektrisches Element
17 Spannungsimpuls
170  Spannungsimpuls
18 Tropfen
180 Tropfen
19 Analyseeinrichtung
20 Flussigkeitsvorrat
21 Tropfen (verschmol
zener)
Patentanspriiche

1. Vorrichtung zur Analyse von in einer Flussig-
keit enthaltenen biologischen Zellen, gekennzeichnet
durch eine Vorratseinrichtung (13), in der die die bio-
logischen Zellen (12) enthaltende Flussigkeit (11)
aufgenommen wird, wobei ein austrittsseitiges Ende
(15) der Vorratseinrichtung (13) mit einem piezoelek-
trischen Element (16) derart versehen ist, dal} es,
sich unter dem Einflul eines an das piezoelektrische
Element (16) angelegten Spannungsimpulses (17)
zusammenziehend, infolgedessen wenigstens einen
Tropfen (18) der die Zelle (12) enthaltenden Flussig-
keit (11) abgibt, der nachfolgend in eine Analyseein-
richtung (19) gebbar ist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dal® der Tropfen (18) keine oder eine
ganzzahlige Zahl von Zellen (12) enthalt.

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dal® die Zahl der Zellen (12) pro Trop-
fen (18) <5 ist.

4. Vorrichtung nach einem oder mehreren der
Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal® die
Vorratseinrichtung (13) durch Kapillarkraft und/oder
Unterdruck mit der Flissigkeit (11) befillbar ist.

5. Vorrichtung nach einem oder beiden der An-
spriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dal} die

Vorratseinrichtung (13) ein kapillares Gefal} ist.

6. Vorrichtung nach einem oder mehreren der
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Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dal? die
Analyseeinrichtung (19) ein Massenspektrometer ist.

7. Vorrichtung nach einem oder mehreren der
Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daf} we-
nigstens zwei Vorratseinrichtungen (13, 130) vorge-
sehen sind, an denen an deren jeweiligen austritts-
seitigen Enden (15, 150) das piezoelektrische Ele-
ment (16, 160) derart angeordnet ist, daf} es, sich un-
ter dem EinfluB jeweils eines an die piezoelektrischen
Elemente (16, 160) angelegten Spannungsimpulses
(17, 170) zusammenziehend, infolgedessen bei einer
Vorratseinrichtung (13) einen Tropfen (18), der die
Zelle (17} enthaltenden Flissigkeit (11) und bei der
anderen Vorratseinrichtung (130) einen Tropfen
(180) einer vorbestimmten Flissigkeitszusammen-
setzung abgibt, wobei der die Zelle (12) enthaltende
Tropfen (18) und der Tropfen (180) aus der vorbe-
stimmten FlUssigkeitszusammensetzung vor Eintritt
in die Analyseeinrichtung (19) zu einem Tropfen (21)
vereinigt werden.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1 Fig.2
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