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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Durch-
fuhren eines Allergietests, bei dem eine Blutprobe mit
mindestens einem Allergen in vitro kontaktiert wird, und
bei dem mindestens eine allergische Reaktion oder ein
Ausbleiben der mindestens einen allergischen Reaktion
von Immunzellen mittels einer Mikroskopiereinrichtung
direkt optisch beobachtet wird. Des Weiteren betrifft die
Erfindung ein Verfahren zum Bestimmen einer Degranu-
lation bei Immunzellen, bei dem eine Blutprobe mit min-
destens einem Reaktionspartner in vitro kontaktiert wird.
Dartiber hinaus betrifft die Erfindung eine Vorrichtung
zum Durchfiihren eines Allergietests mit einem Verfah-
ren der eingangs genannten Art, mit einer Mikroskopier-
einrichtung und mit einem mindestens teilweise transpa-
renten mikrofluidischen Chip zum direkten optischen Be-
obachten einer allergischen Reaktion oder zum Beob-
achten des Ausbleibens einer allergischen Reaktion.
[0002] Ein Verfahren zum Durchfiihren eines Allergie-
tests ist in dem Dokument R. Hastie "The antigen-in-
duced degranulation of basophil leucocytes from atopic
subjects, studied by phase-contrast microscopy”, Clini-
cal and Experimental Immunology, 8, 1971, 45-61 be-
schrieben. Die Druckschrift DE 10 2014 200911 A1 zeigt
ein Verfahren zum Aufnehmen des Héhenverlaufes oder
der Héhenkontur einer Zelle. Die Dokumente L. CARMO
ET AL, J. LEUKOCYTE BIOL., 100(2), 2016, 391-401
undR. SHERET AL, INFLAMMATION, 5(1), 1981, 37-53
zeigen Verfahren zur Bestimmung einer Degranulation
bei Eosinophilen. Das DokumentM. KUROSAWAETAL,
CLIN. EXP. ALLERGY, 28(8), 1998, 1007-1012 zeigt ein
Verfahren zur Bestimmung einer Degranulation bei
Mastzellen. Die Druckschrift WO 93/25904 A1 zeigt ein
alternatives Verfahren zum Durchfiihren eines Allergie-
tests bei dem die Zahl der freigesetzten Granula mittels
eines Streuungsdiagramms bestimmt wird. Dariber hi-
naus offenbaren H. BOCANEGRA EVANS ET AL, SCI-
ENTIFIC REPORTS, 6(1), 2016, Z. GOROCS ET AL,
IEEE REVIEWS IN BIOMEDICAL ENGINEERING, 6,
2013, 29-46, DE 10 2014 205535 A1, US 2016/131882
A1, KUO-WEI HUANG ET AL, LAB ON A CHIP, 13(12),
2013, 2278, M. HAAPALAINEN ET AL, PHOTONICS
LETTERS OF POLAND, 3(2), 2011, 85-87, WO
2013/083815 A1, und C. DEPEURSINGE ET AL, BIO-
MEDICAL OPTICS, 6880110, 2008, BMD58 hologra-
phische Mikroskope.

[0003] Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung wird
der Begriff Blutprobe synonym verwendet fiir eine direkte
Blutprobe oder ein Serum aus einer direkten Blutprobe,
das mit Zellen von speziellen Zelllinien versetzt oder in
Kontaktgebrachtwurde. Die speziellen Zelllinien kdnnen
vor allem humanisierte, insbesondere Rattenzellen
und/oder Meerschweinchenzellen sein.

[0004] Entsprechende Verfahren zum Durchflihren ei-
nes Allergietests sind als Bluttests bekannt, bei denen
ein Immunglobolin-Antikdrper-Spiegel, insbesondere ein
Immunglobolin-E-Spiegel, bestimmt wird. Zellen der kor-
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pereigenen Immunabwehr enthalten Granula mit bei-
spielsweise Histamin, das sie bei Aktivierung ausschiit-
ten. Insbesondere erfolgt ein Aktivierungsprozess uber
das Immunglobolin E (IgE), welches bei einer Sensibili-
sierung an die Zellmembran einer Immunzelle gebunden
ist. Bei einer vorhandenen Sensibilisierung fiir eine be-
stimmtes Allergen kann ein Degranulationsprozess ver-
anlasst werden, bei dem Granula aus der Immunzelle
ausgeschuttet werden. Hierbei stellt die Degranulation
bzw. das Ausschutten der Granula aus der Immunzelle
eine Initiierung einer allergischen Entziindungsreaktion
dar.

[0005] Hierbei ist von Nachteil, dass die Feststellung
einer Allergie auf dem antikdrper-basierten Nachweis
von IgE basiert. IgE ist ein Marker fir eine allergische
Sensibilisierung, eine Allergie, eine Entziindung
und/oder bestimmte Bluterkrankungen. Dies bedeutet,
dass bei einem antikdrper-basierten Nachweis einer Al-
lergie auf der Basis der Auswertung von IgE-Antikérpern
nicht zwingend eine Allergie vorliegen muss, auch wenn
der Test selbst positiv ist. Hierdurch besteht das Risiko
einer hohen Anzahl an Fehlinterpretationen der Tester-
gebnisse. So kann beispielsweise der Anteil von falschen
positiven Interpretationen der Testergebnisse zum Fest-
stellen einer Allergie im Bereich von 50 bis 60 % liegen.
Der Anteil von falschen negativen Testergebnissen kann
im Bereich von 15 bis 20 % liegen.

[0006] Um falsche Testergebnisse zu identifizieren
bzw. eine Allergie zu bestétigen ist es bekannt, einen
sogenannten Provokationstest durchzufiihren. Bei-
spielsweise kann ein oraler Provokationstest durchge-
fuhrt werden. Hierbei ist jedoch von Nachteil, dass dies
fur die jeweils getestete Person bzw. den Patienten auf-
grund der provozierten allergischen Reaktion sehr unan-
genehm sein kann. Insbesondere besteht bei einem Pro-
vokationstest die Gefahr eines lebensbedrohlichen ana-
phylaktischen Schocks.

[0007] Darilber hinaus ist von Nachteil, dass es sich
bei einem Allergietest auf der Basis eines antikérper-ba-
sierten Nachweises von IgE um eine indirekte Methode
handelt. Insbesondere erfolgt der Nachweis der in einer
Blutprobe ermittelten IgE-Molekiile mittels Enzym-mar-
kierter Antikérper gegen IgE. Ein entsprechender Kom-
plex kann mit einer zweiten Entwicklungsreaktion, ins-
besondere mittels Fluoreszenz, nachgewiesen werden.
Somit kann eine allergische Reaktion lediglich indirekt
mittels indirekten Allergieindikatoren, insbesondere IgE-
Antikdrpern oder Fluoreszenz, nachgewiesen werden.
[0008] Es ist daher die der Erfindung zugrundeliegen-
de Aufgabe, ein Verfahren und eine Vorrichtung der ein-
gangs genannten Art derart weiterzuentwickeln, dass ein
Allergietest mit einer erhdhten Aussagekraft und/oder
besseren Genauigkeit durchgefiihrt werden kann. Insbe-
sondere soll ein schnellerer und/oder kostenglinstigerer
Allergietest zur Verfiigung gestellt werden. Des Weiteren
soll mindestens eine alternative Ausfiihrungsform bereit-
gestellt werden.

[0009] Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe
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wird mit einem Verfahren mit den Merkmalen des Paten-
tanspruchs 1 und mit einer Vorrichtung mit den Merkma-
len des Patentanspruchs 12 geldst.

[0010] Hierbeiistvon Vorteil, dass eine allergische Re-
aktion unmittelbar bzw. direkt bestimmbar ist. Insbeson-
dere ist eine Degranulation von, vorzugsweise bestimm-
ten oder vorgegeben, Immunzellen unmittelbar beob-
achtbar. Hierbei kann eine Degranulation als ein relevan-
ter Parameter zum Feststellen einer allergischen Reak-
tion aufgefasst werden. Aufgrund einer Visualisierung ei-
nes Degranulationsprozesses kann somit eine direkte
Methode zum Feststellen einer Allergie bereitgestellt
werden. Dies ermdglicht eine verbesserte und zuverlas-
sigere Bestimmung von Allergien. Hierdurch kann auf
indirekte Methoden zum Feststellen einer Allergie ver-
zichtet werden. Zudem kann eine direkte optische Beo-
bachtung einer allergischen Reaktion die Realisierung
eines genaueren, schnelleren und/oder kostenguinstige-
ren Allergietests ermdglichen.

[0011] Vorzugsweise istim Rahmen der vorliegenden
Anmeldung unter einem direkten optischen Beobachten
ein Bestimmen, Uberwachen, Detektieren und/oder
Messen zu verstehen. Insbesondere ist unter einem di-
rekten optischen Beobachten ein Aufnehmen und/oder
Auswerten von Daten und/oder Bildern zu verstehen. Ein
direktes optisches Beobachten kann als ein quantitatives
Mikroskopieren, insbesondere ein quantitatives Phasen-
kontrastmikroskopieren, ausgebildet sein. Im Unter-
schied zu einemindirekten Bestimmen einer allergischen
Reaktion mittels eines Markers oder indirekten Aller-
gieindikators kann mittels der Erfindung eine allergische
Reaktion direkt bzw. unmittelbar bestimmt, beobachtet
und/oder gemessen werden. Somit kann bei einem di-
rekten Beobachten, Bestimmen, Uberwachen, Detektie-
ren und/oder Messen einer allergischen Reaktion auf ei-
ne aufwandigere Auswertung eines Markes oder indirek-
ten Allergieindikators verzichtet werden. Hierdurch ist ei-
ne Allergie genauer, mit héherer Zuverlassigkeit, schnel-
ler und/oder kostengtinstiger realisierbar.

[0012] Bei der Erfindung wird bei einer allergischen
Reaktion eine Degranulation von, insbesondere be-
stimmten und/oder vorgegebenen, Immunzellen der
Blutprobe mit der Mikroskopiereinrichtung, insbesonde-
re quantitativ, beobachtet. Hierbei sind die Immunzellen
Bestandteile der Blutprobe. Die Blutprobe kann dabei ei-
ne direkte Blutprobe sein oder ein Serum aus einer di-
rekten Blutprobe, das mit Zellen von speziellen Zelllinien
versetzt oder in Kontakt gebracht wurde. Vorzugsweise
handelt es sich bei den Immunzellen um Granulozyten,
basophile Zellen, basophile Granulozyten und/oder
Mastzellen. Insbesondere werden Granula von Zellen
beobachtet, iberwacht, vermessen und/oder aufgenom-
men. Insbesondere wird ein Bewegungsweg der Granula
fir eine vorgegebene Zeit beobachtet, vermessen
und/oder aufgenommen. Vorzugsweise wird beobach-
tet, ob Granula einer Zelle nach einer Kontaktierung der
Zelle mit dem mindestens einen Allergen innerhalb einer
vorgegebenen Zeit aus der Zelle austreten bzw. ausge-
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schittet werden. Vorzugsweise sind im Rahmen der vor-
liegenden Anmeldung unter Immunzellen derartige Zell-
typen einer Blutprobe zu verstehen, die potentiell eine
Sensibilisierung fur eine allergische Reaktion aufweisen
kénnen. Aufgrund der direkten optischen Beobachtung
der Immunzellen bei Kontaktierung der Zellen mit dem
mindestens einen Allergen kann ein Ausbleiben der De-
granulation als nicht-allergische Reaktion klassifiziert
werden. Bei einem Stattfinden der Degranulation kann
dies als eine allergische Reaktion klassifiziert werden.
Somit kann aufgrund der Beobachtung der Granula-Be-
wegung auf direkte Art und Weise und/oder in Echtzeit
festgestellt werden, ob eine allergische Sensibilisierung
bzw. Allergie vorliegt oder nicht.

[0013] GemaR einer Weiterbildung wird nach der Ent-
nahme der Blutprobe und vor dem Kontaktieren mit dem
mindestens einen Allergen die Blutprobe zum Erhéhen
des Anteils an Immunzellen prapariert. Hierbei kann die
Entnahme der Blutprobe in an sich bekannter Weise er-
folgen. Beispielsweise wird die Blutprobe einer Person
bzw. einem Patienten mittels einer Nadel oder einer
Spritze entnommen. Hierbei kann eine vergleichsweise
geringe Menge an Blut als Blutprobe ausreichen. Vor-
zugsweise ist eine Blutmenge von weniger als 100 ml,
weniger als 10 ml oder weniger als 1 ml ausreichend.
Ihm Rahmen der Praparation der Blutprobe kann die
Blutprobe mit Zusatzen versehen werden. Hierbei kann
es sich beispielsweise um Natriumcitrat und/oderum He-
rapin handeln. Aufgrund einer geeigneten Praparation
der Blutprobe kann eine Gerinnung des Blutes vermie-
den oder verzdgert werden. Insbesondere wird der pro-
zentuale Anteil von Immunzellen in der Blutprobe erhéht.
Beispielsweise kann der prozentuale Anteil von Immun-
zellen in der Blutprobe auf mehr als 5 %, mehr als 10 %,
mehr als 20 % oder gréfRer erhdht werden.

[0014] Vorzugsweise wird im Rahmen der Praparation
der Blutprobe der Anteil an roten Blutzellen reduziert. Die
Reduzierung oder eine Entfernung von roten Blutzellen
aus der Blutprobe kann mittels Ublicher, insbesondere
chemischer, elektrischer und/oder mechanischer, Me-
thoden realisiert werden. Insbesondere wird der Anteil
an von den zu untersuchenden Immunzellen verschie-
denen weilen Blutzellen reduziert. Der Anteil an den zu
untersuchenden Immunzellen, insbesondere von Granu-
lozyten, basophilen Zellen, basophilen Granulozyten
und/oder Mastzellen, kann durch die Entfernung hiervon
abweichenden weil3en Blutzellen erhéht werden. Insbe-
sondere kénnen basophile Zellen aufgrund einer Entfer-
nung aller anderen weil3en Blutzellen isoliert werden.
Hierzu kénnen an sich bekannte und/oder (bliche Ver-
fahren, Methoden oder Techniken eingesetzt werden,
Aufgrund der Praparation der Blutprobe ist eine Erho-
hung des Anteils von zu untersuchenden Immunzellen
in der Blutprobe auf mehr als 5 %, mehr als 10 %, mehr
als 20 % oder héher erreichbar. Insbesondere ist ein An-
teil in einen Bereich von 10 % bis 20 % oder hdher rea-
lisierbar. Fiir das Bestimmen einer Degranulation der zu
untersuchenden Zellen und/oder dem Beobachten einer
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allergischen Reaktion ist es somit nicht notwendig, die
zuuntersuchenden Zellen vollstédndig von sdmtlichen an-
deren Bestandteilen der Blutprobe zu isolieren. Die pra-
parierte Blutprobe kann zum Verbessern der Lagerfahig-
keit, insbesondere fiir eine Zeit von mehreren Stunden,
in ein geeignetes Medium suspendiert werden.

[0015] BeiderVorrichtung mitden Erfindungsmerkma-
len wird ein mikrofluidischer Chip zum Kontaktieren der
Blutprobe mit dem mindestens einen Allergen verwen-
det. Mittels eines mikrofluidischen Chips kann bereits ei-
ne vergleichsweise geringe Menge der Blutprobe, insbe-
sondere im Bereich eines Tropfens oder mehrerer Trop-
fen, fir eine Untersuchung bereitgestellt werden. Ein mi-
krofluidischer Chip kann einen Mikrokanal oder mehrere
Mikrokanéle aufweisen. Des Weiteren kann ein mikroflu-
idischer Chip aus mehreren Schichten aufgebaut sein.
Eine, mindestens einen Mikrokanal und/oder mindestens
einen Reaktionsraum aufweisende Schicht, kann aus Si-
lizium gebildet sein. Eine obere und/oder untere Deck-
schicht oder Tragerschicht kann aus einem transparen-
ten Material, insbesondere Glas oder Kunststoff, gebildet
sein. Vorzugsweise ist eine Siliziumschicht zwischen
zwei transparenten Schichten, vorzugsweise Glas-
schichten, angeordnet. Insbesondere werden Immunzel-
len der Blutprobe in mindestens einem Reaktionsraum
des Chips angeordnet. Der mikrofluidische Chip kann
mehrere Reaktionsraume zum Aufnehmen von Immun-
zellen der Blutprobe aufweisen. Hierbei kdnnen die meh-
reren Reaktionsraume voneinander getrennt und/oder
mittels eines oder mehrerer Mikrokanale miteinander
verbunden sein. Vorzugsweise ist der Reaktionsraum
und/oder mindestens ein Referenzraum des mikrofluidi-
schen Chips mindestens teilweise transparent ausgebil-
det. Der mindestens eine Reaktionsraum und/oder der
mindestens eine Referenzraum kann mindestens einsei-
tigtransparent ausgebildet und/oder abgedecktsein. Ins-
besondere ist unter Transparenz eine Durchlassigkeit in
Bezug auf elektromagnetische Wellen und/oder Licht un-
terschiedlicher Wellenlangen zu verstehen.

[0016] Beider Erfindung wird mindestens ein Allergen
in den mindestens einen Reaktionsraum gefihrt. Insbe-
sondere nachdem mehrere Immunzellen in den mindes-
tens einen Reaktionsraum angeordnetwurden, wird min-
destens ein Allergen hinzugefiigt. Hierbei kann ein vor-
gegebenes, einzelnes Allergen in einen bestimmten, vor-
gegebenen Reaktionsraum gefiihrt werden. Alternativ
kénnen mehrere Allergene, insbesondere eine bestimm-
te Anzahl vorgegebener Allergentypen, in den Reakti-
onsraum gefiihrt werden. Insbesondere wird das min-
destens eine Allergen sowohl in den mindestens einen
Reaktionsraum mit den Immunzellen als auch in einen
Referenzraum ohne Immunzellen geflihrt. Der Referenz-
raum kann ebenfalls mittels der Mikroskopiereinrichtung
direkt optisch beobachtet werden. Insbesondere erfolgt
die Beobachtung des mindestens einen Reaktionsrau-
mes und des zugeordneten Referenzraumes gemein-
sam und/oder zeitgleich. Hierbei kann die Beobachtung
des Referenzraumes ohne Immunzellen im Vergleich mit
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der Beobachtung des zugehdrigen Reaktionsraumes mit
den Immunzellen die Auswertung und/oder die Qualitat
der Beobachtungsergebnisse verbessern. Insbesondere
wird mittels der Beobachtung des mindestens eines Re-
aktionsraumes und des zugeordneten Referenzraumes
ein quantitativer Phasenkontrast interferometrisch ge-
messen. Vorzugsweise ist jedem Reaktionsraum jeweils
ein Referenzraum zugeordnet. Bei einem mikrofluidi-
schen Chip mitmehreren Reaktionsraumen istsomiteine
gleiche Anzahl von Referenzrdumen vorhanden. Die Im-
munzellen einerseits und das mindestens eine Allergen
andererseits kdnnen mittels desselben Mikrokanals oder
mittels unterschiedlicher Mikrokanale in den mindestens
einen Reaktionsraum und/oder in den mindestens einen
Referenzraum gefiihrt werden.

[0017] BeiderVorrichtung mitden Erfindungsmerkma-
len werden die Immunzellen der Blutprobe mittels eines
geeigneten Verfahrens und/oder einer geeigneten Vor-
richtung auf oder in dem mikrofluidischen Chip angeord-
net oder positioniert. Dabei werden Immunzellen der
Blutprobe mittels einer mikrofluidischen Zellenfalle, einer
Elektrophorese, einer Dielektrophorese und/oder me-
chanischen Methoden auf oder in dem mikrofluidischen
Chip angeordnet. Bei der Dielektrophorese kann ein in-
homogenes elektrisches Feld zum Bewegen, Trennen,
Anordnen und/oder Positionieren von Zellen bzw. Im-
munzellen genutzt werden. Aufgrund des inhomogenen
elektrischen Feldes kann in den Zellen ein Dipolmoment
induziert werden, das sodann in Wechselwirkung mit
dem angelegten elektrischen Feld tritt. Hierbei erfahren
die Zellen eine Kraft und bewegen sich, je nach Feld und
Dipolmoment, in Bereiche hoher oder niedriger Feldstar-
ke. Die Kraftwirkung kann proportional zum Volumen der
Zellen sein. Somit konnen die Zellen, insbesondere die
Immunzellen, in einer Art "Feldkafig" eingefangen wer-
den. Insbesondere werden Immunzellen mittels der Elek-
trophorese und/oder Dielektrophorese in mindestens ei-
nem Reaktionsraum positioniert und/oder gehalten. Vor-
zugsweise lassen sich Immunzellen der Blutprobe mit-
tels Dielektrophorese aufteilen und in mehreren Reakti-
onsraumen anordnen. Aufgrund der Trennung der Im-
munzellen in mehrere Reaktionsrdume kénnen zeit-
gleich unterschiedliche Allergene mit Immunzellen in
voneinander getrennten Reaktionsrdumen kontaktiert
werden. In Abhangigkeit von der gewahlten Anzahl an
Reaktionsraumen und/oder verwendeten Allergenen
kénnen somit zeitgleich mehrere allergische Sensibilisie-
rungen bzw. Allergien getestet werden.

[0018] Vorzugsweise wird mindestens ein Referenz-
raum mittels der Elektrophorese und/oder Dielektropho-
rese ohne bzw. frei von Immunzellen bereitgestellt. Somit
kann mittels der Elektrophorese und/oder Dielektropho-
rese ein Referenzraum zur Verfligung gestellt werden,
in dem sich keine Immunzellen befinden. Die Immunzel-
len kénnen innerhalb des mikrofluidischen Chips mittels
der Elektrophorese und/oder Dielektrophorese derart ge-
steuert werden, dass der Bereich des Referenzraumes
zellfrei wird und/oder bleibt. Auf diese Weise kann der
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Immunzellen-freie Referenzraum mit dem Immunzellen
enthaltenen mindestens einen Reaktionsraum optisch
Uberlagert werden. Hierdurch kann ein quantitativer Pha-
senkontrast der Immunzellen interferometrisch gemes-
sen werden. Insbesondere Uberlagert sich das Licht,
dass mindestens teilweise durch den Reaktionsraum
und mindestens teilweise durch den Referenzraum ver-
lauft. Das sich Giberlagernde Licht kann einen im Wesent-
lichen oder annahernd identischen Weg, insbesondere
durch den mikrofluidischen Chip, aufweisen. Hierdurch
kann eine Empfindlichkeit gegeniiber dufleren mechani-
schen Einflissen reduziert werden. Insbesondere kann
auf eine aufwendige und/oder kostenintensive Schwin-
gungsisolation verzichtet werden.

[0019] BeiderErfindung wird mittels der Mikroskopier-
einrichtung die Position und/oder eine Positionsveran-
derung von Granula der Immunzellen direkt optisch be-
obachtet. Insbesondere sind Granula mittels der Mikro-
skopiereinrichtung sichtbare, kérnchenférmige Einlage-
rungen in Immunzellen. Die Freisetzung von Granula aus
den Immunzellen, nennt man Degranulation. Es werden
Granula in verschiedenen Ebenen oder Hohenebenen
beobachtet. In dem mindestens einen Reaktionsraum
kénnen sich mehrere Immunzellen aufhalten. Die Im-
munzellen kénnen in unterschiedlichen Hohen oder Ho-
henebenen angeordnet sein. Um eine allergische Reak-
tion einer Vielzahl von Granula, insbesondere unter-
schiedlicher Immunzellen, in demselben Reaktionsraum
beobachten zu kénnen, wird der Reaktionsraum in vor-
gegebenen, unterschiedlichen Héhenebenen mittels der
Mikroskopiereinrichtung beobachtet. Hierbei kann die
Beobachtung in den unterschiedlichen Héhenebenen in
einervorgegebenen zeitlichen Abfolge durchgefiihrt wer-
den. Hierzu kann eine hoch auflésende Mikroskopie ein-
gesetzt werden. Vorzugsweise wird mit der Mikrosko-
piereinrichtung eine, insbesondere digitale, holographi-
sche Mikroskopie oder eine Shearographie realisiert. Die
Mikroskopiereinrichtung kann insbesondere zum Erzeu-
gen eines holographischen Bildes ausgebildet sein. Hier-
bei kann Shearographie eine Kurzbezeichnung fir eine
Shearing Interferometrie und/oder eine Laser Speckle
Shearing Interferometrie sein. Hierbei handelt es sichum
ein an sich bekanntes koharent optisches Messverfah-
ren. Insbesondere ist anstelle eines Lasers eine LED
(LED: Licht-Emitierende-Diode) einsetzbar. Die digitale
holographische Mikroskopie nutzt das Prinzip der Holo-
graphie, um ein Bild zu erzeugen. Hierbei kann mittels
einerLichtquelle, insbesondere einer LED oder eines La-
sers, die zu untersuchende Blutprobe bzw. die zu unter-
suchenden Immunzellen beleuchtet werden. Das hierbei
gestreute Licht kann mit Licht einer Referenzquelle der-
selben Lichtquelle, insbesondere derselben LED oder
desselben Lasers, interferieren. Hier kann die Referenz-
quelle mittels des Referenzraumes bereitgestellt sein.
Das hierbei gebildete Interferenzmuster kann die direkte
optische Beobachtung erméglichen. Insbesondere kann
das Interferenzmuster mittels eines, vorzugsweise digi-
talen, Sensors aufgenommen werden. Vorzugsweise er-
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moglicht die Mikroskopiereinrichtung die Ermittlung ei-
nes quantitativen Phasenkontrastes.

[0020] Nacheinerweiteren,auch eigenstandigund un-
abhangig von der vorliegenden Erfindung denkbaren,
Ausfihrungsform werden mittels der Mikroskopierein-
richtung lebende Immunzellen der Blutprobe identifiziert.
Somit kann zwischen lebenden und toten Zellen unter-
schieden werden. Hierbei kann die Identifizierung leben-
der Immunzellen automatisiert durchgefiihrt werden. Ei-
ne automatisierte Identifizierung lebender Immunzellen
ermdglicht eine erhebliche Zeit- und/oder Kostenreduk-
tion. Vorzugsweise werden ausschliellich als lebend
identifizierte Immunzellen bei der Beobachtung und/oder
der Auswertung eine Reaktion der Immunzellen bei einer
Kontaktierung mit dem mindestens einen Allergen be-
ricksichtigt. Hierdurch lassen sich Fehler bei der Aus-
wertung der Beobachtung reduzieren. Insbesondere
wird vermieden, dass eine nicht beobachtete allergische
Reaktion bei einer toten Immunzelle als eine nicht vor-
handene allergische Sensibilisierung bzw. Allergie inter-
pretiert wird. Vorzugsweise wird ein Anregungszustand
von Immunzellen, insbesondere Basophilzellen, festge-
stellt. Hierzu kann die Mikroskopiereinrichtung als ein
quantitatives Phasenkontrastmikroskop ausgebildet
sein. Ein optischer Weg des Lichts durch mindestens ei-
ne Immunzelle und/oder eine Lichtabsorption mindes-
tens einer Immunzelle kann gemessen und/oder ausge-
wertet werden. Insbesondere sind tote Immunzellen von
lebenden Immunzellen aufgrund einer Messung des op-
tischen Weges bzw. des Lichtweges unterscheidbar, da
tote Immunzellen beim Sterben platzen und sich hier-
durch eine Veranderung des optischen Weges bzw. des
Lichtweges ergibt.

[0021] Bei der Erfindung wird eine Position von Gra-
nula in Immunzellen, eine Bewegung der Granula
und/oder eine Degranulation fiir eine Beobachtungszeit
von bis zu 10 Minuten oder von 60 Sekunden bis 300
Sekunden beobachtet. Die Beobachtungszeit kann mit
dem Kontaktieren der Blutprobe mit dem mindestens ei-
nen Allergen oder dem Zufiihren des mindestens eines
Allergens in den mikrofluidischen Chip in Gang gesetzt
werden. Wahrend der Beobachtungszeit kbnnen mehre-
re Reaktionsraume eines mikrofluidischen Chips in vor-
gegebenen Zeitabstdnden mehrfach aufeinanderfol-
gend beobachtet werden. Insbesondere kénnen wah-
rend der Beobachtungszeit mehrere Ebenen oder Hohe-
nebenen in jeweils einem Reaktionsraum in vorgegebe-
nen Zeitabstdnden mehrfach aufeinanderfolgend beob-
achtet werden. Somit ist es nicht notwendig, dass ein
einzelner Reaktionsraum und/oder eine einzelne Ebene
innerhalb eines einzelnen Reaktionsraumes ununterbro-
chen Uber die gesamte Beobachtungszeit beobachtet
wird. Stattdessen kann es ausreichen, innerhalb der Be-
obachtungszeit mehrere Beobachtungen und/oder Auf-
nahmen zu machen, um auf der Basis einer Folge von
Beobachtungen und/oder Aufnahmen eine Auswertung
durchfiihren zu kdnnen.

[0022] Vorzugsweise wird die Beobachtung und/oder
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Auswertung automatisiert durchgefiihrt. Hierdurch lasst
sich der Zeit- und/oder Kostenaufwand reduzieren. Ins-
besondere wird eine digitale Bildaufzeichnung und/oder
Bildaufnahme zum Beobachten einer Reaktion der Blut-
probe, insbesondere der Immunzellen, auf das Kontak-
tieren mit dem mindestens einen Allergen eingesetzt.
Beispielsweise kann eine Bildverarbeitungssoftware
zum Bereitstellen und/oder Auswerten von Bildaufnah-
men verwendet werden. Hierdurch I&sst sich eine mog-
licherweise vorhandene allergische Sensibilisierung
bzw. Allergie in Bezug zu verschiedenen Allergenen in-
nerhalb einer vergleichsweise kurzen Zeit testen. Ein ent-
sprechender Allergietest kann nach der Erfindung in ei-
ner Zeit von weniger als 10 Minuten durchgefiihrt wer-
den.

[0023] Es ergibt sich ein Verfahren zum Bestimmen
einer Degranulation bei Immunzellen mitden Merkmalen
des hier beschriebenen Verfahrens zum Durchfiihren ei-
nes Allergietests. Hierbei wird eine Degranulation oder
ein Ausbleiben der Degranulation mittels einer Mikros-
kopiereinrichtung direkt optisch beobachtet. Mittels der
Mikroskopiereinrichtung kann die Position und/oder eine
Positionsveranderung von Granula der beobachteten
Zellen direkt optisch bestimmt werden. Dabei erfolgt die
Bestimmung einer Degranulation aufgrund einer Beob-
achtung und/oder Messung eines quantitativen Phasen-
kontrastes. Hierbei kann ein quantitativer Phasenkont-
rast von mindestens einer Zelle mittels einer interfero-
metrischen Messung von sich tberlagerndem Licht be-
stimmt oder gemessen werden. Ein erster Teil des sich
Uberlagernden Licht kann durch einen Reaktionsraum
mit der mindestens einen Zelle und ein weiterer Teil des
sich uberlagernden Lichts kann durch einen Referenz-
raum ohne Zellen hindurchlaufen. Die Mikroskopierein-
richtung kann zum Erzeugen eines holographischen Bil-
des ausgebildet sein.

[0024] Des Weiteren ist eine Vorrichtung zum Durch-
fuhren eines Allergietests mit einem erfindungsgeméafien
Verfahren von Vorteil, wobei die Vorrichtung eine Mikro-
skopiereinrichtung und einen mindestens teilweise trans-
parenten mikrofluidischen Chip zum direkten und/oder
optischen Beobachten einer Degranulation aufweist und
die Mikroskopiereinrichtung zum Erzeugen eines holo-
graphischen Bildes ausgebildetist. Gegebenenfalls kann
die Mikroskopiereinrichtung nur relevante Teile, insbe-
sondere eine Objektiveinrichtung, eine Sensoreinrich-
tung und/oder eine Linseneinrichtung, einer iblichen Mi-
kroskopiereinrichtung aufweisen. Hierdurch kann eine
besonders kompakte Ausbildung oder Gestaltung der
Vorrichtung realisierbar sein. Mittels der Vorrichtung ist
eine allergische Reaktion oder ein Ausbleiben einer all-
ergischen Reaktion beobachtbar.

[0025] Der mikrofluidische Chip hat mindestens einen
Reaktionsraum, insbesondere mehrere Reaktionsrau-
me. Mindestens ein, zweioder mehrere Mikrokanéale kon-
nen in den Reaktionsraum miinden. Mehrere Reaktions-
raume kénnen mittels Trennelementen oder Wanden
voneinander getrennt sein. Insbesondere weist der mi-
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krofluidische Chip im Bereich des mindestens einen Re-
aktionsraumes transparente Fensterflichen auf. Die
transparenten Fensterflachen kénnen auf zwei vonein-
ander abgewandten Seiten des mikrofluidischen Chips
angeordnet sein. Die transparenten Fensterflachen kon-
nen quer oder rechtwinklig zu einer optischen Achse, ei-
nem optischen Weg und/oder einem Lichtweg der Vor-
richtung und/oder der Mikroskopiereinrichtung ausge-
richtet sein. Insbesondere sind die transparenten Fens-
terflachen derart zueinander angeordnet, dass ein opti-
scher Weg, ein Lichtweg, eine Lichtwelle und/oder eine
elektromagnetische Welle durch eine erste Fensterfla-
che hindurch in den Reaktionsraum und durch eine zwei-
te Fensterflache hindurch aus dem Reaktionsraum her-
austreten kann. Vorzugsweise ist jedem Reaktionsraum
ein Referenzraum zugeordnet. Der Referenzraum kann
transparente Fensterflaichen aufweisen. Insbesondere
sind transparente Fensterflachen des Referenzraumes
auf zwei voneinander abgewandten Seiten des mikroflu-
idischen Chips angeordnet. Vorzugsweise sind die trans-
parenten Fensterflichen des Reaktionsraumes zugleich
auch die transparenten Fensterflachen des zugehdrigen
Referenzraumes. Die Fensterflachen kdnnen jeweils mit-
tels einer Glasschicht gebildet sein. Hierbei kann eine
einzige oder einzelne Glasschicht eine Seite des mikro-
fluidischen Chips abdecken.

[0026] Vorzugsweise hat der mindestens eine Reakti-
onsraum und/oder der Referenzraum eine Grundflache
oder auf zwei voneinander abgewandten Seiten jeweils
eine transparente Fensterflache im Bereich von etwa 100
pmx 100 wm. Insbesondere betragt die Grundflache des
mindestens einen Reaktionsraumes und/oder des Refe-
renzraumes oder die transparente Fensterflache im Be-
reich des mindestens einen Reaktionsraumes und/oder
im Bereich des Referenzraumes weniger als 50.000
wm2, weniger als 20.000 um?2 oder etwa 10.000 wm?2.
Insbesondere hat der mindestens eine Reaktionsraum
und/oder der Referenzraum eine Hohe von weniger als
1 mm und/oder weniger als 100 pm.

[0027] Nach einer weiteren Ausfiihrungsform weist die
Mikroskopiereinrichtung ein, insbesondere digitales, ho-
lographisches Mikroskop oder ein Shearographie-Mikro-
skop auf. Vorzugsweise hat die Mikroskopiereinrichtung
ein quantitatives Phasenkontrastmikroskop. Insbeson-
dere ist der mikrofluidische Chip zwischen einer Licht-
quelle und einer Objektiveinrichtung angeordnet. Die
Lichtquelle kann als eine LED oder ein Laser ausgebildet
sein. Der mikrofluidische Chip kann an einer Trageinrich-
tung befestigt sein. Die Lichtquelle einerseits und die Ob-
jektiveinrichtung und/oder die Mikroskopiereinrichtung
andererseits kénnen, ausgehend von dem mikrofluidi-
schen Chip, in zwei voneinander abgewandten Berei-
chen angeordnet sein.

[0028] Des Weiteren kann die Objektiveinrichtung ein
Bestandteil der Mikroskopiereinrichtung und/oder zwi-
schen der Mikroskopiereinrichtung und dem mikrofluidi-
schen Chip angeordnet sein. Vorzugsweise ist die Mi-
kroskopiereinrichtung mit einem Computer verbunden.
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Hierbei kann der Computer zum Darstellen, Aufzeich-
nen, Speichern und/oder Auswerten von Bildern
und/oder Daten ausgebildet sein. Insbesondere lasst
sich mittels eines Computers eine automatisierte Beob-
achtung und/oder Auswertung realisieren.

[0029] Der mikrofluidische Chip kann Elektroden zum
elektrophoretischen und/oder dielektrophoretischen Po-
sitionieren von Zellen, insbesondere Immunzellen, auf-
weisen. Hierbei kann das Positionieren der Zellen bzw.
Immunzellen in mindestens einem Reaktionsraum des
mikrofluidischen Chips erfolgen. Der mikrofluidische
Chip hat mindestens einen Referenzraum. Insbesondere
ist jedem Reaktionsraum jeweils ein Referenzraum zu-
geordnet. Insbesondere ist aufgrund einer Gestalt
und/oder Ausrichtung mindestens einer Elektrode be-
nachbart zu dem Reaktionsraum der Referenzraum ge-
bildet. Vorzugsweise ist die Elektrode strangférmig und
weist zum Ausbilden des mindestens einen Referenz-
raumes eine Umlenkung und/oder einen Bogen auf. So-
mit ist mittels mindestens einer Elektrode eine Doppel-
funktion realisierbar. Hierbei bewirkt die mindestens eine
Elektrode zum einen ein zuverlassiges Positionieren
und/oder Halten von Zellen bzw. Immunzellen in dem
Reaktionsraum. Zugleich ist aufgrund der geeigneten
Ausbildung oder Gestalt der mindestens einen Elektrode
der mindestens eine Referenzraum gebildet. Hierbei ge-
wahrleistet die Elektrode, dass keine Zellen bzw. Immun-
zellen, insbesondere nach dem Positionieren der Zellen
in dem Reaktionsraum, in den Referenzraum gelangen.
Vorzugsweise ist der Referenzraum zwischen einer ers-
ten Elektrode und mindestens einer weiteren Elektrode
gebildet.

[0030] Von besonderem Vorteil ist eine Verwendung
eines erfindungsgemafen Verfahrens, einer erfindungs-
gemalen Vorrichtung und/oder eines erfindungsgema-
Ren mikrofluidischen Chips zum Durchfiihren eines Al-
lergietests. Insbesondere stellt die Visualisierung bzw.
die quantitative Erfassung der Degranulation als einen
allergieauslosenden Prozess im Gegensatz zu bekann-
ten Allergietests eine direkte Methode dar. Hierdurch
kann die Anzahl fehlerhafter Auswertungen erheblich re-
duziert werden. Des Weiteren ist der zeitliche Aufwand
erheblich reduzierbar, da bei einem Vorliegen einer all-
ergischen Sensibilitat eine entsprechende allergische
Reaktion in einem Zeitraum von wenigen Minuten, ins-
besondere innerhalb von 60 Sekunden bis 300 Sekun-
den, beobachtbar ist. SchlieRlich konnen mittels einer
vergleichsweise geringen Blutprobenmenge umfangrei-
che Tests mit den bisher verwendeten, bekannten und
Ublichen Allergenen durchgefiihrt werden.

[0031] Nachfolgend wird die Erfindung anhand der Fi-
guren naher erldutert. Es zeigen:

Fig. 1  eine schematische Seitenansicht einer erfin-
dungsgemafen Vorrichtung,
Fig. 2 einen schematischen Ausschnitt einer Drauf-

sicht auf einen erfindungsgemafe mikrofluidi-
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schen Chip, und

Fig. 3 ein schematisches Ablaufdiagramm fir ein er-
findungsgemalRes Verfahren.
[0032] Fig. 1zeigteine schematische Seitenansicht ei-

ner erfindungsgemafen Vorrichtung 10. Die Vorrichtung
10 weist eine Mikroskopiereinrichtung 11 auf. Beidiesem
Ausflihrungsbeispiel ist die Mikroskopiereinrichtung 11
als ein digitales holographisches Mikroskop ausgebildet.
Insbesondere kann die Mikroskopiereinrichtung 11 dabei
zum Erzeugen eines holographischen Bildes ausgebildet
sein. Des Weiteren weist die Mikroskopiereinrichtung 11
bei diesem Ausfiihrungsbeispiel eine Objektiveinrich-
tung 12 und eine Sensoreinrichtung 13 auf. Die Senso-
reinrichtung 13 kann als ein Detektor und/oder als ein
Bildsensor, insbesondere ein CCD-Sensor, ausgebildet
sein.

[0033] Die Mikroskopiereinrichtung 11 ist mit einem
Computer 14 verbunden. Hierdurch sind Daten der Mi-
kroskopiereinrichtung 11 bzw. der Sensoreinrichtung 13
mittels einer Datenleitung 15 an den Computer 14 Gber-
mittelbar. Des Weiteren kann mittels des Computers 14
die Mikroskopiereinrichtung 11 gesteuert werden.
[0034] DieVorrichtung 10 weisteine Lichtquelle 16 auf.
Die Lichtquelle 16 ist bei diesem Ausfiihrungsbeispiel als
eine LED ausgebildet. Alternativ kann die Lichtquelle 16
ein Laser sein. Bei dieser schematischen Darstellung ist
die Lichtquelle 16 derart angeordnet, dass eine optische
Achse 17 in Richtung der Mikroskopiereinrichtung 11
ausgerichtet ist. Hier ist die optische Achse 17 als eine
gestrichelte Linie dargestellt. Des Weiteren kann ein hier
nicht naher dargestellter raumlicher Modulator, insbe-
sondere ein sogenannter SLM (Spatial Light Modulator),
fur das Licht der Lichtquelle 16 vorhanden sein.

[0035] Die Vorrichtung 10 hat eine Linseneinrichtung
18. Bei diesem Ausfiihrungsbeispiel ist die Linsenein-
richtung als eine Linsen-Filtereinrichtung ausgebildet.
Die Linseneinrichtung 18 ist zum Fokussieren und/oder
Filtern eines Lichtstrahls 19 ausgebildet. Hier ist der
Lichtstrahl 19 mittels punktierter Linien schematisch dar-
gestellt. Die Linseneinrichtung 18 kann eine oder meh-
rere Linsen aufweisen. Des Weiteren ist die Linsenein-
richtung 18 zwischen der Lichtquelle 16 und der Mikro-
skopiereinrichtung 11 auf der optischen Achse 17 ange-
ordnet. Bei diesem Ausflihrungsbeispiel ist die Linsen-
einrichtung 18 zum Einstellen bzw. Verandern des Fokus
steuerbar. Beispielsweise kann die Linseneinstellung 18
mittels des Computers 14 gesteuert werden.

[0036] SchlieRlich weist die Vorrichtung 10 einen mi-
krofluidischen Chip 20 auf. Der mikrofluidische Chip 20
kann mittels einer hier nicht ndher dargestellten Trage-
inrichtung positioniert und/oder gehalten sein. Der mikro-
fluidische Chip 20 ist zwischen der Lichtquelle 16 und
der Mikroskopiereinrichtung 11 angeordnet. Hier ist der
mikrofluidische Chip 20 auf der optischen Achse 17 zwi-
schen der Linseneinrichtung 18 und der Objektiveinrich-
tung 12 positioniert. Der mikrofluidische Chip 20 ist min-
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destens teilweise transparent ausgebildet. Hierdurch
kann der Lichtstrahl 19, ausgehend von der Lichtquelle
16, durch den mikrofluidischen Chip 20 zu der Mikrosko-
piereinrichtung 11 gefiihrt werden. Alternativ kann der
mirkofluidische Chip 20 lediglich einseitig transparent
ausgebildet sein, wobei die dann die Bestrahlung und
die Beobachtung bzw. Messung von derselben Seite aus
erfolgt.

[0037] Der mikrofluidische Chip 20 weist mindestens
einen Reaktionsraum 21 auf. Mindestens im Bereich des
mindestens einen Reaktionsraumes 21 hat der mikroflu-
idische Chip 20 transparente Fensterflachen 22, 23. Die
Fensterflachen 22, 23 sind an zwei voneinander abge-
wandten Seiten des mikrofluidischen Chips 20 angeord-
net. Die Ebene des mikrofluidischen Chips 20 bzw. der
Fensterflachen 22, 23 ist quer, bei diesem Ausfiihrungs-
beispiel im Wesentlichen rechtwinklig, zur optischen
Achse 17 ausgerichtet.

[0038] Ein Fokus 24 des Lichtstrahls 19 ist innerhalb
des Reaktionsraumes 21 positioniert. Mittels einer ge-
eigneten Steuerung, insbesondere des Computers 14,
kann die Lage des Fokus 24 innerhalb des mindestens
einen Reaktionsraumes 21 verandert werden. Beispiels-
weise kann der Fokus 24 im Wesentlichen in Langsrich-
tung der optischen Achse 17 verschoben werden. Hier-
durch kdnnen unterschiedliche Ebenen bzw. Héhenebe-
nen innerhalb des mindestens einen Reaktionsraumes
21 beobachtet werden.

[0039] Fig. 2 zeigt einen schematischen Ausschnitt ei-
nes erfindungsgemaflen mikrofluidischen Chips 20.
Hierbei ist der schematische Ausschnitt als eine Drauf-
sicht dargestellt. Der mikrofluidische Chip 20 weist meh-
rere Reaktionsraume 21 auf, wobei hier jedoch nur ein
einzelner Reaktionsraum 21 gezeigt ist. Der mikrofluidi-
sche Chip 20 hat mehrere Trennelemente 25. Mittels der
Trennelemente 25 ist die Position und/oder GréRRe des
mindestens einen Reaktionsraumes 21 definierbar. Ins-
besondere dienen die Trennelemente 25 zum Separie-
ren von mehreren Reaktionsraumen 21. Bei diesem Aus-
fuhrungsbeispiel sind die Trennelemente 25 als Trenn-
wande ausgebildet.

[0040] Der Reaktionsraum 21 weist eine Zugangsoff-
nung 26 auf. Mittels der Zugangso6ffnung 26 kdnnen hier
nicht ndher dargestellte Zellen oder Immunzellen einer
Blutprobe in den Reaktionsraum 21 gelangen. Dabei
kann der Begriff Blutprobe fiir eine direkte Blutprobe ste-
hen oder fir ein Serum aus einer direkten Blutprobe, das
mit Zellen von speziellen Zelllinien versetzt oder in Kon-
takt gebracht wurde.

[0041] Des Weiteren weist der mikrofluidische Chip 20
mindestens einen Mikrokanal 27 auf. Insbesondere ist
jeder Reaktionsraum 21 mit mindestens einem Mikroka-
nal 27 verbunden. Mittels des Mikrokanals 27 ist mindes-
tens ein hier nicht ndher dargestelltes Allergen in den
Reaktionsraum 21 fiilhrbar. Bei diesem Ausfiihrungsbei-
spiel sind die Zugangsoéffnungen 26 und der Mikrokanal
27 an voneinander abgewandt liegenden Seiten des Re-
aktionsraumes 21 angeordnet. Des Weiteren sind bei
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diesem Ausfiihrungsbeispiel sowohl die Zugangsoff-
nung 26 als auch der Mikrokanal 27 mittels zweier parallel
zueinander angeordneter und spiegelsymmetrisch zu-
einander angeordneter Trennelemente 25 ausgebildet.
[0042] Der mikrofluidische Chip 20 weist eine dielekt-
rophoretische Positioniereinrichtung 28 auf. Die dielekt-
rophoretische Positioniereinrichtung 28 hat mehrere
Elektroden 29, 30, 31. Die Elektroden 29, 30, 31 sind im
Wesentlichen strangférmig ausgebildet. Des Weiteren
sind die Elektroden 29, 30, 31 im Wesentlichen parallel
zueinander ausgerichtet. Die dielektrophoretische Posi-
tioniereinrichtung 28 bzw. die Elektroden 29, 30, 31 sind
derart angeordnet oder ausgebildet, dass Zellen bzw.
Immunzellen dielektrophoretisch in dem mindestens ei-
nen Reaktionsraum 21 positionierbar sind. Hierbei weist
die zu dem Reaktionsraum 21 nachstliegende Elektrode
31 im Bereich des Reaktionsraumes 21 bzw. der Zu-
gangso6ffnung 26 eine Umlenkung 32 auf. Die Umlenkung
32 istin Richtung des Reaktionsraumes 21 bzw. der Zu-
gangsoffnung 26 ausgebildet. Bei diesem Ausflihrungs-
beispiel ist die Umlenkung 32 als eine Art Auswdlbung
der Elektrode 31 realisiert. Alternativ kann die Umlen-
kung 32 eine im Wesentlichen C-, U- oder V-férmige Aus-
bildung aufweisen. Bei diesem Ausflihrungsbeispiel ragt
die Umlenkung 32 teilweise in den Bereich der Zugangs-
6ffnung 26 hinein. Bei mehreren nebeneinander ange-
ordneten Reaktionsrdumen 21 kann die am nachsten zu
den Reaktionsrdumen 21 angeordnete Elektrode maan-
derartig ausgebildet sein. Hierbei ergibt sich jeweils im
Bereich der Reaktionsraume 21 eine Wélbung in Rich-
tung des Reaktionsraumes 21 und in Bereichen der
Trennelemente 25 jeweils eine Woélbung von den Trenn-
elementen 25 weg.

[0043] Aufgrund der Umlenkung 32 ist zwischen der
die Umlenkung 32 aufweisenden Elektrode 31 und der
hierzu nachst benachbarten Elektrode 30 ein Referenz-
raum 33 gebildet. Aufgrund der dielektrophoretischen
Wirkung der Positioniereinrichtung 28 ist realisierbar,
dass keine Zellen bzw. Immunzellen innerhalb des Re-
ferenzraumes 33 und nur in dem Reaktionsraum 21 po-
sitionierbar sind. Zugleich kann mindestens ein Allergen
mittels des Mikrokanals 27 sowohl in den Reaktionsraum
21 als auch in den Referenzraum 33 gefiihrt werden.
Alternativ kann das mindestens eine Allergen nurin den
Reaktionsraum 21 und nichtin den Referenzraum 33 ge-
leitet werden.

[0044] Der Reaktionsraum 21 und der Referenzraum
33 sind mittels Fensterflachen 22, 23, wie in Figur 1 ge-
zeigt, direkt und/oder optisch beobachtbar. Der Refe-
renzraum 33 ermoglicht eine Beobachtung von sich Gber-
lagerndem Licht, das durch den Reaktionsraum 21 bzw.
durch den Referenzraum 33 hindurch lauft. Ein erster
Teil des sich Gberlagernden Licht kann durch den Reak-
tionsraum 21 und ein weiterer Teil des sich Uberlagern-
den Lichts kann durch den Referenzraum 33 hindurch-
laufen. Hierdurch ist eine quantitative Phasenkontrast-
mikroskopie ermdglicht.

[0045] Fig. 3 zeigt ein schematisches Ablaufdiagramm
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fur ein erfindungsgemales Verfahren. Nachfolgend wird
das Verfahren unter Beriicksichtigung der Vorrichtung
10 und des mikrofluidischen Chips 20 gemaR Figuren 1
und 2 naher erlautert.

[0046] Nach einem Start des Verfahrens gemaf
Schritt S 10 wird mit Schritt S 11 eine Blutprobe entnom-
men. Beispielsweise kann eine Blutprobe von einer Per-
son bzw. einem Patienten in tblicher Weise mittels einer
Nadel bzw. Spritze entnommen werden. Hierbei reichen
jedoch fir das erfindungsgemaRe Verfahren vergleichs-
weise geringe Blutmengen aus. Insbesondere ist eine
Blutprobenmenge von weniger als 50 ml, weniger als 20
ml oder weniger als 1 ml ausreichend.

[0047] Anschliefend wird die Blutprobe geman Schritt
S 12 prapariert. Bei diesem Ausfiihrungsbeispiel wird im
Rahmen der Praparation der Blutprobe ein Zusatzmittel
der Blutprobe zugefiihrt, um eine Blutgerinnung zu ver-
meiden. Des Weiteren wird im Rahmen der Praparation
der Blutprobe der prozentuale Anteil der zu untersuchen-
den Immunzellen in der Blutprobe erhoht. Bei diesem
Ausfiihrungsbeispiel werden hierzu rote Blutkérperzel-
len mittels an sich bekannter Verfahren aus der Blutprobe
entfernt. Des Weiteren kénnen nicht relevante weilRe
Blutkdrperzellen ebenfalls mit an sich bekannten Verfah-
ren entfernt werden. Bei diesem Ausfiihrungsbeispiel er-
folgt eine Isolierung oder Erhéhung des Anteils von ba-
sophilen Zellen in der Blutprobe. Vorliegend ist eine Er-
héhung des Anteils von basophilen Zellen in der Blutpro-
be in einem Bereich von 10 % bis 20 % ausreichend.
AnschlieRend wird die Blutprobe bzw. werden die Zellen
in einem geeigneten Medium suspendiert, um die Zellen
flr eine vorgegebene Zeit, insbesondere bis zu 24 Stun-
den, am Leben zu erhalten.

[0048] Anschlielend wird die Blutprobe geman Schritt
S 13 auf oder in einen mikrofluiden Chip 20 appliziert.
Hierbei kann der mikrofluidische Chip 20 derart ausge-
bildet sein, dass die Blutprobe bzw. die zu untersuchen-
den Immunzellen mittels Kapilarkraften in den mikroflu-
idischen Chip 20 gefiihrt werden. Alternativ kann die Blut-
probe bzw. kénnen die Immunzellen mittels einer geeig-
neten Einrichtung in den mikrofluidischen Chip 20 ge-
pumpt werden.

[0049] Sodann erfolgtein Positionieren von Immunzel-
len in mindestens einem Reaktionsraum 21 gemafR
Schritt S 14. Hierbei kann das Positionieren mittels ge-
eignet ausgebildeter Zellenfallen, Mikrokanale, einer
elektrophoretischen oder dielektrophoretischen Positio-
niereinrichtung 28 erfolgen. Bei diesem Ausflihrungsbei-
spiel werden jeweils mehrere Immunzellen in einem Re-
aktionsraum 21 mittels der dielektrophoretischen Positi-
oniereinrichtung 28 angeordnet. Des Weiteren werden
Immunzellen in mehrere Reaktionsraume 21 gefiihrt und
dort mittels der dielektrophoretischen Positioniereinrich-
tung 28 gehalten.

[0050] Anschliefend wird gemaf Schritt S 15 mindes-
tens ein Allergen zugefihrt. Bei diesem Ausfiihrungsbei-
spiel wird mindestens ein Allergen, insbesondere in fliis-
siger Form, mittels des Mikrokanals 27 in den Reaktions-
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raum 21 und den zugehdrigen Referenzraum 33 gefiihrt.
[0051] GemaR Schritt'S 16 wird ein optisches Uberwa-
chen der Immunzellen durchgefihrt. Hierbei kann das
optische Uberwachen bereits vor dem Zufiihren des min-
destens einen Allergens, zusammen mit dem Zufiihren
des mindestens einen Allergens oder unmittelbar nach
dem Zufiihren des mindestens einen Allergens, gestartet
werden. Bei diesem Ausfiihrungsbeispiel erfolgt ein op-
tisches Uberwachen mittels der Mikroskopiereinrichtung
11. Bei diesem Ausfiihrungsbeispiel ist die optische
Uberwachung als eine quantitative Phasenkontrastmik-
roskopie realisiert. Hierbei werden mittels der Mikrosko-
piereinrichtung 11 Granula der Immunzellen direkt
und/oder optisch beobachtet. Insbesondere wird fiir eine
vorgegebene Zeit von 60 Sekunden bis 300 Sekunden
oder langer beobachtet, ob nach einer Kontaktierung der
Immunzellen mit dem mindestens einen Allergen eine
Degranulation erfolgt. Hierzu kann die Mikroskopierein-
richtung 11 eine digitale Bildaufzeichnung bzw. eine di-
gitale Bildaufnahme ermdglichen. Im Rahmen der durch-
gefiihrten Beobachtung bzw. Uberwachung werden
mehrere Immunzellen in unterschiedlichen Ebenen bzw.
Hohenebenen des mindestens einen Reaktionsraumes
21 beobachtet. Dazu kann die Mikroskopiereinrichtung
11 insbesondere zum Erzeugen eines holographischen
Bildes ausgebildet sein.

[0052] Anschlielend erfolgt gemafR Schritt S 17 eine
Auswertung der optischen Beobachtung bzw. Uberwa-
chung. Sofern nach dem Kontaktieren der Immunzellen
mit dem mindestens einen Allergen eine Degranulation
beobachtet wird, wird dies als eine allergische Reaktion
klassifiziert. Findet dagegen keine beobachtbare Degra-
nulation statt, wird dies als eine nicht-allergische Reak-
tion aufgefasst.

[0053] Sodann endet das Verfahren gemaf Schritt S
18.

Bezugszeichenliste:

[0054]

10  Vorrichtung

11 Mikroskopiereinrichtung
12 Objektiveinrichtung
13  Sensoreinrichtung
14 Computer

15  Datenleitung

16  Lichtquelle

17  optische Achse

18 Linseneinrichtung

19  Lichtstrahl

20  mikrofluidischer Chip
21 Reaktionsraum

22  Fensterflache

23  Fensterflache

24 Fokus

25  Trennelement

26  Zugangsoffnung



27
28
29
30
31
32
33
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Mikrokanal

dielektrophoretische Positioniereinrichtung
Elektrode

Elektrode

Elektrode

Umlenkung

Referenzraum

Patentanspriiche

1.

Verfahren zum Durchfiihren eines Allergietests, bei
dem eine Blutprobe mit mindestens einem Allergen
in vitro kontaktiert wird, und bei dem mindestens eine
allergische Reaktion oder ein Ausbleiben der min-
destens einen allergischen Reaktion von Immunzel-
len mittels einer Mikroskopiereinrichtung (11) direkt
optisch beobachtetwird, dadurch gekennzeichnet,
dass bei der mindestens einen allergischen Reakti-
on eine Degranulation der Immunzellen beobachtet
wird, dass die Immunzellen in unterschiedlichen Ho-
hen oder Hohenebenen angeordnet sein kdnnen,
dass mittels der Mikroskopiereinrichtung (11) die Po-
sition von Granula beobachtet wird, wobei die Gra-
nula in verschiedenen Ebenen oder Héhenebenen
beobachtet werden, und dass eine Position von Gra-
nula in Immunzellen, eine Bewegung der Granula
und/oder eine Degranulation fiir eine Beobachtungs-
zeit von bis zu 10 Minuten oder 60 Sekunden bis 300
Sekunden beobachtet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass bei der einen allergischen Reaktion
eine Degranulation der Granulozyten, basophilen
Zellen, basophilen Granulozyten und/oder Mastzel-
len, der Blutprobe mit der Mikroskopiereinrichtung
(11) beobachtet wird, vorzugsweise wird aufgrund
der direkten optischen Beobachtung der Immunzel-
len bei Kontaktierung mit dem mindestens einen Al-
lergen ein Ausbleiben der Degranulation als nicht-
allergische Reaktion und ein Stattfinden der Degra-
nulation als eine allergische Reaktion klassifiziert.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass nach der Entnahme der Blut-
probe und vor dem Kontaktieren mitdem mindestens
einen Allergen die Blutprobe zum Erhéhen des An-
teils an Immunzellen prapariert wird, insbesondere
wird der prozentuale Anteil von Immunzellen in der
Blutprobe auf mehr als 5%, mehrals 20% oder hdher
erhoht, vorzugsweise wird der Anteil an roten Blut-
zellen und/oder an Immunzellen, insbesondere Gra-
nulozyten, basophilen Zellen, basophilen Granulo-
zyten und/oder Mastzellen, verschiedenen weiflen
Blutzellen reduziert.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, dass ein mikroflu-
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idischer Chip (20) zum Kontaktieren der Blutprobe
mit dem mindestens einen Allergen verwendet wird,
insbesondere werden Immunzellen der Blutprobe in
mindestens einem Reaktionsraum (21) des mikro-
fluidischen Chips (20) angeordnet, vorzugsweise ist
der mindestens eine Reaktionsraum (21) und/oder
mindestens ein Referenzraum (33) des mikrofluidi-
schen Chips (20) mindestens teilweise transparent
ausgebildet.

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass mindestens ein Allergen in den min-
destens einen Reaktionsraum (21) gefiihrt wird, ins-
besondere wird das mindestens eine Allergen so-
wohl in den mindestens einen Reaktionsraum (21)
mit den Immunzellen als auch in einen Referenz-
raum (33) ohne Immunzellen gefiihrt, vorzugsweise
ist jedem Reaktionsraum (21) jeweils ein Referenz-
raum (33) zugeordnet.

Verfahren nach einem der Anspriiche 4 oder 5, da-
durch gekennzeichnet, dass Immunzellen der
Blutprobe mittels einer mikrofluidischen Zellenfalle,
einer Elektrophorese und/oder einer Dielektropho-
rese auf oder in dem mikrofluidischen Chip (20) an-
geordnet werden, insbesondere werden Immunzel-
len mittels der Elektrophorese und/oder Dielektro-
phorese in mindestens einem Reaktionsraum (21)
positioniert und/oder gehalten, vorzugsweise wird
mindestens ein Referenzraum (33) mittels der Elek-
trophorese und/oder Dielektrophorese frei von Im-
munzellen bereit gestellt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, dass mittels der Mi-
kroskopiereinrichtung (11) die Position und/oder ei-
ne Positionsveranderung von Granula von Immun-
zellen direkt optisch beobachtet wird, vorzugsweise
wird mit der Mikroskopiereinrichtung (11) eine, ins-
besondere digitale, holografische Mikroskopie, eine
Shearografie und/oder eine quantitative Phasen-
kontrastmikroskopie realisiert.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, dass mittels der Mi-
kroskopiereinichtung (11) lebende Immunzellen der
Blutprobe identifiziert werden, insbesondere wird die
Identifizierung lebender Immunzellen automatisiert
durchgefiihrt, vorzugsweise werden ausschlieflich
als lebend identifizierte Immunzellen bei der Beob-
achtung und/oder der Auswertung einer Reaktion
der Immunzellen bei einer Kontaktierung mit dem
mindestens einen Allergen bertcksichtigt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, dass die Beobach-
tungszeit beim Beobachten der Position von Granula
in Immunzellen, der Bewegung der Granula
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und/oder der Degranulation mit dem Kontaktieren
der Blutprobe mit dem mindestens einen Allergen in
Gang gesetzt wird, vorzugsweise werden wahrend
der Beobachtungszeit mehrere Reaktionsrdume
(21) eines mikrofluidischen Chips (20) in vorgege-
ben Zeitabstdnden mehrfach aufeinander folgend
beobachtet.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, dass die Beobach-
tung und/oder Auswertung automatisiert durchge-
fuhrt wird, insbesondere wird eine digitale Bildauf-
zeichnung zum Beobachten einer Reaktion der Blut-
probe auf das Kontaktieren mit dem mindestens ei-
nen Allergen und/oder eine Bildverarbeitungssoft-
ware zum Bereitstellen und/oder Auswerten von
Bildaufnahmen eingesetzt.

Verfahren zum Bestimmen einer Degranulation bei
Immunzellen, bei dem eine Blutprobe mit mindes-
tens einem Reaktionspartner in vitro kontaktiert wird,
und bei dem eine Degranulation oder ein Ausbleiben
der Degranulation mittels einer Mikroskopiereinrich-
tung (11) direkt optisch beobachtet wird, dadurch
gekennzeichnet, dass die Immunzellen in unter-
schiedlichen Héhen oder Hohenenbenen angeord-
net sein konnen, dass mittels der Mikroskopierein-
richtung (11) die Position von Granula beobachtet
wird, wobei die Granula in verschiedenen Ebenen
oder Hohenebenen beobachtet werden, und dass
eine Position von Granula in Immunzellen, eine Be-
wegung der Granula und/oder eine Degranulation
fur eine Beobachtungszeit von bis zu 10 Minuten
oder 60 Sekunden bis 300 Sekunden beobachtet
wird, insbesondere erfolgt die Bestimmung der De-
granulation aufgrund einer Beobachtung und/oder
Messung eines quantitativen Phasenkontrastes.

Vorrichtung (10) zum Durchfiihren eines Allergie-
tests mit einem Verfahren nach einem der vorher-
gehenden Anspriiche, mit einer Mikroskopierein-
richtung (11) und mit einem mindestens teilweise
transparenten mikrofluidischen Chip (20) zum direk-
ten optischen Beobachten einer allergischen Reak-
tion oder zum Beobachten des Ausbleibens einer
allergischen Reaktion, dadurch gekennzeichnet,
dass die Mikroskopiereinrichtung (11) zum Erzeu-
gen eines holographischen Bildes ausgebildet ist
und dass der mikrofluidische Chip (20) mindestens
einen Reaktionsraum (21) und einen diesem zuge-
ordneten Referenzraum (33) und eine mikrofluidi-
sche Zellenfalle oder Elektroden (29, 30, 31) zum
elektrophoretischen und/oder dielektrophoretischen
Positionieren von Immunzellen in dem mindestens
einen Reaktionsraum (21) hat, und dass entweder
keine Immunzellen innerhalb des Referenzraumes
(33) positionierbar sind oder ein Allergen nichtin den
Referenzraum (33) geleitet werden kann.
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13.

14.
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Vorrichtung (10) nach Anspruch 12, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der mikrofluidische Chip (20)
mehrere Reaktionsraume (21), hat, und/oder der mi-
krofluidische Chip (20) im Bereich des mindestens
einen Reaktionsraumes (21) transparente Fenster-
flachen (22, 23) auf zwei voneinander abgewandten
Seiten aufweist, vorzugsweise ist jedem Reaktions-
raum (21) ein Referenzraum (33), insbesondere mit
transparenten Fensterflachen (22, 23) auf zwei von-
einander abgewandten Seiten, zugeordnet.

Vorrichtung (10) nach Anspruch 13, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der mindestens eine Reakti-
onsraum (21) und/oder ein Referenzraum (33) eine
Grundflache oder auf zwei voneinander abgewand-
ten Seiten jeweils eine transparente Fensterflache
(22, 23) von 100 pm mal 100 pwm hat, insbesondere
hat der mindestens eine Reaktionsraum (21)
und/oder der Referenzraum (33) eine Hohe von we-
niger als 1 mm und/oder weniger als 100 pum.

Vorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 12 bis
14, dadurch gekennzeichnet, dass die Mikrosko-
piereinrichtung (11) ein, insbesondere digitales, ho-
lografisches Mikroskop, ein Shearografie-Mikroskop
und/oder ein Phasenkontrastmikroskop aufweist,
insbesondere ist der mikrofluidische Chip (20) zwi-
schen einer Lichtquelle (16) und einer Objektivein-
richtung (12) angeordnet, vorzugsweise ist die Mi-
kroskopiereinrichtung (11) mit einem Computer (14)
zum Darstellen, Aufzeichnen und/oder Auswerten
von Bildern und/oder Daten verbunden.

Vorrichtung (10) nach einem der Anspriiche 12 bis
15, bei der aufgrund einer Gestalt und/oder Ausrich-
tung mindestens einer Elektrode (31) benachbart zu
dem Reaktionsraum (21) der Referenzraum (33) ge-
bildet wird, vorzugsweise ist die Elektrode (31)
strangférmig und weist zum Ausbilden des Refe-
renzraumes (33) eine Umlenkung (32) und/oder ei-
nen Bogen auf.

Verwendung einer Vorrichtung (10) nach einem der
Anspriiche 12 bis 16 zum Durchfiihren eines Aller-
gietests.

Claims

Process for carrying out an allergy test, in which a
blood sample with at least one allergen is contacted
in vitro; and in which one allergic reaction or an ab-
sence of the at least one allergic reaction of immune
cells is directly optically observed by means of a mi-
croscope (11), characterised in that in the at least
one allergic reaction a degranulation of the immune
cells is observed, the immune cells may be arranged
in differentheights or planes, the position of granules
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being observed by means of the microscope (11),
wherein the granules are observed in various heights
or height planes, and that a position of the granules
in the immune cells, a movement and/or a degran-
ulation of the granules is observed in an observation
time of up to 10 minutes or 60 seconds to 300 sec-
onds.

Process according to claim 1, characterised in that
degranulation of granulocytes, basophilic cells, ba-
sophilic granulocytes and/or mast cells, of the blood
sample is observed with the microscope (11) in case
of an allergic reaction, preferably an absence of de-
granulation is classified as a non-allergic reaction
and a presence of degranulation is classified as an
allergic reaction on the basis of the directly optical
observation of the immune cells on contacting with
the at least one allergen.

Process according to claim 1 or 2, characterised in
that after taking the blood sample and before con-
tacting the blood sample with the at least one aller-
gen, the blood sample is processed to increase the
percentage of immune cells, preferably the percent-
age ofimmune cells in the blood sample is increased
to more than 5%, more than 20% or higher, prefer-
ably the percentage of red blood cells and/or of im-
mune cells, in particular reduces various white blood
cells granulocytes, basophilic cells, basophilic gran-
ulocytes and/or mast cells.

Process according to one of the preceding claims,
characterised in that a microfluidic chip (20) is used
for contacting the blood sample with the at least one
allergen, in particularimmune cells of the blood sam-
ple are arranged in at least one reaction chamber
(21) of the microfluidic chip (20), in particular the at
least one reaction chamber (21) and/or at least one
reference chamber (33) of the microfluidic chip (20)
is configured to be at least partially transparent.

Process according to claim 4, characterised in that
at least one allergen is fed into the at least one re-
action chamber (21), in particular the at least one
allergen is fed both into the at least one reaction
chamber (21) with the immune cells and into a ref-
erence chamber (33) without immune cells, prefer-
ably a reference chamber (33) is associated with
each reaction chamber (21).

Process according to one of claims 4 or 5, charac-
terised in thatimmune cells of the blood sample are
arranged on or in the microfluidic chip (20) by means
of a microfluidic cell trap, electrophoresis and/or di-
electrophoresis, in particular immune cells are posi-
tioned and/or held by means of electrophoresis
and/or dielectrophoresis in at least one reaction
chamber (21), preferably at least one reference
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chamber (33) is provided free from immune cells by
means of electrophoresis and/or dielectrophoresis.

Process according to one of the preceding claims,
characterised in that the position and/or a change
in the position of granules of immune cells are ob-
served directly optically by means of the microscope
(11), preferably to realise an especially digital, holo-
graphic microscopy, a shearography and/or a quan-
titative phase contrast microscopy.

Process according to one of the preceding claims,
characterised in that the live immune cells of the
blood sample are identified by means of the micro-
scope (11), the identification of live immune cells be-
ing carried out in an automated manner, and only
immune cells identified as live immune cells are tak-
en into account during the observation and/or the
analysis of a reaction of the immune cells on con-
tacting the immune cells with the at least one aller-
gen.

Process according to one of the preceding claims,
characterised in that the position of granules in im-
mune cells, a motion of the granules and/or degran-
ulation are observed, the observation time being
started with the contacting of the blood sample with
the at least one allergen, preferably a plurality of re-
action chambers (21) of a microfluidic chip (20) are
observed several times consecutively at predefined
time intervals.

Process according to one of the preceding claims,
characterised in that the observation and/or anal-
ysis are carried out in an automated manner, pref-
erably using a digital image recording to observe a
reaction of the blood sample upon contacting the
blood sample with the at least one allergen and/or
using an image processing software to provide
and/or analyse recorded images.

Process for determining degranulation in immune
cells, in which a blood sample is taken, and in which
a blood sample is contacted in vitro with at least one
reaction partner, and in which degranulation or the
absence of degranulation is observed directly opti-
cally by means of a microscope (11), characterised
in that the immune cells may be arranged in different
heights or height planes, the position of the granules
being observed by means of the microscope (11),
wherein the granules are observed in different
planes or height planes, and that a position of the
granules in immune cells, a movement of the gran-
ules and/or a degranulation is observed in an obser-
vation period of up to 10 minutes or 60 seconds to
300 seconds, especially on the basis of an observa-
tion and/or measurement of a quantitative phase
contrast.
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Device (10) for carrying out an allergy test with a
process according to one of the preceding claims,
with a microscope (11) and with an at least partially
transparent microfluidic chip (20) in order to directly
optically observe an allergic reaction or to observe
the absence of an allergic reaction, characterised
in that the microscope (11) is configured to generate
a holographic image, and that the microfluidic chip
(20) has a reaction chamber (21) and an associated
reference chamber (33) and a microfluidic cell trap
or electrodes (29, 30, 31) for the electrophoretic
and/or dielectrophoretic positioning ofimmune cells
in the at least one reaction chamber (21), and that
either no immune cells are placeable inside the ref-
erence chamber (33) or an allergen cannot be fed
into the reference chamber (33).

Device (10) according to claim 12, characterised in
that the microfluidic chip (20) has a plurality of reac-
tion chambers (21), and/or the microfluidic chip (20)
possesses transparent window surfaces (22, 23) in
an area of the at least one reaction chamber (21) on
two sides facing away from one another, preferably
a reference chamber (33) is associated with each
reaction chamber (21) in particular with transparent
window surfaces (22, 23) on two sides facing away
from one another.

Device (10) according to claim 13, characterised in
that the at least one reaction chamber (21) and/or a
reference chamber (33) has a base or a respective
transparent window surface (22,23) of 100 wm x 100
pm on the two sides facing away from one another,
in particular the at least one reaction chamber (21)
and/or the reference chamber (33) has a height of
less than 1 mm and/or less than 100 pm.

Device (10) accordingtoone of claims 12to 14, char-
acterised in that the microscope (11) possesses a
digital, holographic microscope, a shearography mi-
croscope and/or a phase contrast microscope, in
particular the microfluidic chip (20) is arranged be-
tween alight source (16) and an objective lens device
(12), preferably the microscope (11) is connected to
a computer (14) for viewing, recording and/or ana-
lysing images and/or data.

Device (10) according to one of claims 12 to 15, in
which based on a shape and/or orientation of at least
one of the electrodes (31) is formed neighbouring
the reaction chamber (21) of the reference chamber
(33), preferably the electrode (31) is in the shape of
a strand and has a deflection (32) and/or an arch to
form the reference chamber (33).

Use of a device (10) according to one of claims 12
to 16 to carry out an allergy test.
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Revendications

Procédé de réalisation d’un test d’allergie, dans le-
quel un échantillon de sang est mis en contact avec
au moins un allergéne in vitro, et dans lequel au
moins une réaction allergique ou une absence de
ladite au moins une réaction allergique est observée
directement de maniére optique par des cellules im-
munitaires au moyen d’un dispositif de microscopie
(11), caractérisé en ce que, lors de ladite au moins
une réaction allergique, une dégranulation des cel-
lules immunitaires est observée, en ce que les cel-
lules immunitaires peuvent étre disposées en diffé-
rents plans ou a différents niveaux de hauteur, en
ce que la position de granules est observée au
moyen du dispositif de microscopie (11), les granu-
les étant observés en différents plans ou a différents
niveaux de hauteur, eten ce qu’une position de gra-
nules dans des cellules immunitaires, un mouve-
ment des granules et/ou une dégranulation sont ob-
servés pour une durée d’observation allant jusqu’a
10 minutes ou de 60 a 300 secondes.

Procédé selon larevendication 1, caractérisé en ce
que, lors d’'une réaction allergique, on observe une
dégranulation des granulocytes, des cellules baso-
philes, des granulocytes basophiles et/ou des mas-
tocytes, de I'échantillon de sang avec le dispositif de
microscopie (11), de préférence, sur la base de I'ob-
servation optique directe des cellules immunitaires
lors de la mise en contact avec ledit au moins un
allergéne, une absence de dégranulation est clas-
sée comme une réaction non allergique et une sur-
venue de la dégranulation est classée comme une
réaction allergique.

Procédé selon la revendication 1 ou 2, caractérisé
en ce que, apres le prélevement de I'échantillon de
sang et avant la mise en contact avec ledit au moins
un allergéne, I'échantillon de sang est préparé pour
augmenter la proportion de cellules immunitaires,
plus précisément le pourcentage de cellules immu-
nitaires dans I'’échantillon de sang est augmenté a
plus de 5 %, plus de 20 % ou plus, la proportion de
globules rouges et/ou de cellules immunitaires, no-
tammentde granulocytes, de cellules basophiles, de
granulocytes basophiles et/ou de mastocytes, de dif-
férentes cellules sanguines blanches étant de pré-
férence réduite.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce qu’une puce microfluidique
(20) est utilisée pour mettre en contact I'échantillon
de sang avec ledit au moins un allergéne, a savoir
notamment que des cellules immunitaires de
I’échantillon de sang sont disposées dans au moins
un espace de réaction (21) de la puce microfluidique
(20), de préférence leditau moins un espace de réac-
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tion (21) et/ou au moins un espace de référence (33)
de la puce microfluidique (20) est réalisé au moins
partiellement transparent.

Procédé selon larevendication 4, caractérisé en ce
qu’au moins un allergéne est amené dans ledit au
moins un espace de réaction (21), en particulier le
dit au moins un allergéne est amené aussi bien dans
ledit au moins un espace de réaction (21) avec les
cellules immunitaires que dans un espace de réfé-
rence (33) sans cellules immunitaires, de préférence
un espace de référence (33) est associé a chaque
espace de réaction (21).

Procédé selon l'une des revendications 4 ou 5, ca-
ractérisé en ce que des cellules immunitaires de
I'échantillon de sang sont disposées sur ou dans la
puce microfluidique (20) au moyen d’un piege a cel-
lules microfluidique, d'une électrophorese et/ou
d’'une diélectrophorése, en particulier des cellules
immunitaires sont positionnées et/ou maintenues
dans au moins un espace de réaction (21) au moyen
de I'électrophorése et/ou de la diélectrophorése, de
préférence au moins un espace de référence (33)
est mis a disposition libre de cellules immunitaires
au moyen de I'électrophorése et/ou de la diélectro-
phorése.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce qu’au moyen du dispositif de
microscopie (11), on observe directement de manie-
re optique la position et/ou un changement de posi-
tion de granules de cellules immunitaires, de préfé-
rence on réalise avec le dispositif de microscopie
(11) une microscopie holographique, notammentnu-
mérique, une shearographie et/ou une microscopie
quantitative a contraste de phase.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que des cellulesimmunitaires
vivantes de I'échantillon de sang sont identifiées au
moyen du dispositif de microscopie (11), en particu-
lier I'identification de cellules immunitaires vivantes
est effectuée de maniére automatisée, de préféren-
ce seules les cellules immunitaires identifiées com-
me vivantes sont prises en compte lors de I'obser-
vation et/ou de I'évaluation d’une réaction des cel-
lules immunitaires lors d’'une mise en contact avec
ledit au moins un allergene.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que le temps d’observation
est déclenché lors de I'observation de la position de
granules dans des cellules immunitaires, du mouve-
ment des granules et/ou de la dégranulation avec la
mise en contact de I'échantillon de sang avec ledit
au moins un allergéne, de préférence plusieurs es-
paces de réaction (21) d’'une puce microfluidique
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(20) sont observés plusieurs fois de suite a des in-
tervalles de temps prédéterminés pendant le temps
d’observation.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que I'observation et/ou I'éva-
luation sont réalisées de maniére automatisée, a sa-
voir notamment qu’un enregistreur d’'image numéri-
que est utilisé pour observer une réaction de I'échan-
tillon de sang ala mise en contact avec ledit au moins
un allergene et/ou un logiciel de traitement d'image
pour mettre a disposition et/ou évaluer des enregis-
trements d’image.

Procédé pour déterminer une dégranulation dans
des cellulesimmunitaires, dans lequel un échantillon
de sang est mis en contact in vitro avec au moins un
partenaire de réaction, et dans lequel une dégranu-
lation ouune absence de dégranulation est observée
directement de maniere optique au moyen d’un dis-
positif de microscopie (11), caractérisé en ce que
les cellules immunitaires peuvent étre disposées en
différents plans ou a différents niveaux de hauteur,
et en ce qu’une position de granules dans des cel-
lules immunitaires, un mouvement des granules
et/ou une dégranulation sont observés pendant une
durée d’observation allant jusqu’a 10 minutes ou de
60 a 300 secondes au moyen d’un dispositif de mi-
croscopie (11),, a savoir notamment que la détermi-
nation de la dégranulation a lieu sur la base d'une
observation et/ou d’'une mesure d’'un contraste de
phase quantitatif.

Dispositif (10) pour la réalisation d’un test d’allergie
avec un procédé selon I'une des revendications pré-
cédentes, avec un dispositif de microscopie (11) et
une puce microfluidique (20) au moins partiellement
transparente pour l'observation optique directe
d’une réaction allergique ou pour I'observation de
I'absence d’'une réaction allergique, caractérisé, en
ce que le dispositif de microscopie (11) est congu
pour produire une image holographique eten ce que
la puce microfluidique (20) comprend au moins un
espace de réaction (21) et un espace de référence
(33) associé a celui-ci et un piége a cellules micro-
fluidique ou des électrodes (29, 30, 31) pour le po-
sitionnement électrophorétique et/ou diélectropho-
rétique de cellules immunitaires dans ledit au moins
un espace de réaction (21), et en ce que soitaucune
cellule immunitaire ne peut étre positionnée a I'inté-
rieur de I'espace de référence (33), soit un allergene
ne peut pas étre dirigé vers I'espace de référence
(33).

Dispositif (10) selon la revendication 12, caractérisé
en ce que la puce microfluidique (20) a plusieurs
espaces de réaction (21), et/ou la puce microfluidi-
que (20) présente dans la zone de I'au moins un
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espace de réaction (21) des surfaces de fenétre
transparentes (22, 23) sur deux c6tés opposés 'un
alautre, de préférence a chaque espace de réaction
(21) est associé un espace de référence (33), no-
tamment avec des surfaces de fenétre transparen-
tes (22, 23) sur deux cOtés opposés l'un a l'autre.

Dispositif (10) selon larevendication 13, caractérisé
en ce que ledit au moins un espace de réaction (21)
et/ou un espace de référence (33) a une surface de
base ou sur deux cbtés opposés I'un a l'autre res-
pectivement une surface de fenétre transparente
(22, 23) de 100 pm par 100 wm, en particulier ledit
au moins un espace de réaction (21) et/ou I'espace
de référence (33) a une hauteur de moins de 1 mm
et/ou de moins de 100 pum.

Dispositif (10) selon I'une des revendications 12 a
14, caractérisé en ce que le dispositif de microsco-
pie (11) comporte un microscope holographique, no-
tamment numérique, un microscope a shearogra-
phie et/ou un microscope a contraste de phase, no-
tamment la puce microfluidique (20) est disposée
entre une source lumineuse (16) et un dispositif d’ob-
jectif (12), de préférence le dispositif de microscopie
(11) est relié a un ordinateur (14) pour représenter,
enregistrer et/ou évaluer des images et/ou des don-
nées.

Dispositif (10) selon I'une des revendications 12 a
15, dans lequel I'espace de référence (33) est formé
sur la base d’une forme et/ou d'une orientation d’au
moins une électrode (31) adjacente a I'espace de
réaction (21), I'électrode (31) étant de préférence en
forme de cordon et présentant une déviation (32)
et/ou un arc pour former I'espace de référence (33).

Utilisation d’un dispositif (10) selon I'une des reven-
dications 12 a 16 pour l'usinage de matériau par la-
sefr.
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