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Abstract

1 Abstract

Primare Einzelzellen, die aus Gewebeproben gewonnen werden, stellen eine essenzielle Res-
source flr zahlreiche molekularbiologische Forschungsprojekte dar. Juingste Fortschritte in der
medizinischen Forschung versprechen, dass durch diesen Ansatz die personalisierte Medizin
weiter in der klinischen Praxis vorriickt. Allerdings sind die herkdmmlichen meist enzym-ba-
sierten Probenvorbereitungsmethoden nicht robust und reproduzierbar genug, um die hohe
Anzahl an Gewebeproben fiir diesen Zweck zu prozessieren. Zusatzlich machen die komplexe
Beschaffenheit und Vielfaltigkeit von Gewebeproben die Gewebedissoziation zu einer Heraus-
forderung. Die Gewebedissoziation erfordert ein prazises Abwagen zwischen dem Auflésen
des Gewebes und dem Erhalt der Lebensfahigkeit und strukturellen Integritat der enthaltenen

Zellen.

Im Rahmen dieser Arbeit, wurde ein enzymfreies und teilautomatisiertes Gewebedissoziati-
onssystem entwickelt, das robust genug ist, klinisch-relevante Gewebeproben effektiv zu dis-
soziieren und gleichzeitig die Lebensfahigkeit der Zellen aufrechtzuerhalten. Das entwickelte
Verfahren ist mit handelstblichen Zentrifugenréhrchen kompatibel und dadurch in bestehende
Laborablaufe integrierbar und fur Pipettierroboter leicht zuganglich. Dartber hinaus kdnnen
mehrere Gewebeproben parallel in wenigen Minuten (<5 Minuten) verarbeitet werden. Anhand
dieses Verfahrens konnte gezeigt werden, dass der entwickelte Gewebedissoziator eine ver-
gleichbare Zellausbeute und Zellviabilitat im Vergleich zu enzym-basierten Systemen erzielt
und fragile Zellpopulation erhalten kann. Weiterhin zeigen die Ergebnisse eine Reduzierung
der Gesamtprozesszeit, des Kostenaufwands und des Kontaminationsrisikos fiir die Gewebe-

dissoziation sowie eine hohes Integrationspotential in Laborprozesse.

Der Gewebedissoziator reprasentiert eine teilautomatisierte Plattform zur Erzeugung von Ein-
zelzellen aus Gewebeproben. Diese Plattform bietet einen effizienten und standardisierten
Prozess zur Gewinnung lebensfahiger Primarzellen aus unterschiedlichen Gewebetypen.
Diese Primarzellen sind wertvolle und unverzichtbare Ressourcen fur vielfaltige Anwendungen
in Bereichen wie Wirkstoffforschung, Biomedizin und personalisierte Medizin. Der Einsatz von
Primarzellen in der 3D-Zellkultur ermdglicht die Erstellung biologisch relevanter Modelle von
multizellularen Umgebungen in vitro, was die Untersuchung komplexer biologischer Prozesse
und zellularer Interaktionen ermdglicht und dadurch die Genauigkeit und Relevanz der Krank-

heitsmodelle und Wirkstoffscreenings in verschiedenen Forschungsbereichen erhéhen kann.
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2 Ausgangssituation

Krebs gehdrt in der westlichen Welt mittlerweile zu den haufigsten Todesursachen und nimmt
in absoluten Zahlen stetig zu, so dass effektive Behandlungsstrategien dringend bendétigt wer-
den.! Personalisierte Therapien, bei denen die Behandlung an die individuelle Krankheit an-
gepasst wird, sind in greifbarer Nahe. Entscheidende Voraussetzung hierfir ist jedoch zum
Beispiel eine mdglichst genaue Vorhersage, welches Medikament bei erkrankten Personen
am wirksamsten sein wird. Bei herkémmlichen Ansatzen der Krebstherapie erhalten die meis-
ten Patienten mit einer bestimmten Krebsart ahnliche "one-size-fits-all"-Behandlungen.? In
jungster Zeit hat sich jedoch gezeigt, dass bestimmte Behandlungen bei spezifischen Patien-
tenpopulationen gut funktionieren, bei anderen aber keine vielversprechenden Ergebnisse zei-
gen.>* Derzeit verbessern sich die individualisierten Krebsbehandlungen aufgrund einer er-
ganzenden Charakterisierung der molekularen und pharmakologischen Eigenschaften von Tu-
moren zunehmend. Dieser neue Ansatz kann als Prazisions- oder personalisierte Krebsmedi-
zin bezeichnet werden.® Allerdings setzt eine solche Therapie zwingend voraus, dass mit dem
Nachweis eines Tumors auch eine molekulare Charakterisierung der Krebszellen verbunden
wird. Die Voraussetzung fir diese molekulare Analyse ist die effiziente Bereitstellung von in-
takten primaren Einzelzellen durch eine standardisierte und automatisierbare Gewebedissozi-
ation. Zentral flr den Erfolg der molekularen Diagnostik in der Krebsversorgung ist die Quan-

titat und Qualitat der aus Tumorproben gewonnenen primaren Einzelzellen.®

Traditionell

T A e

Abbildung 1: Konzept einer personalisierten Medizin. In den traditionellen Modellen der Krebstherapie
werden histopathologisch dhnliche Tumore unabhédngig vom Subtyp des Tumors oder der Mutation
identisch behandelt. Klinische Forscher suchen nun nach Méglichkeiten, die Behandlung auf der Grund-
lage des Mutationsprofils des Tumors auszuwéhlen.”

Zellen sind die grundlegenden Einheiten von lebenden Organismen.®® Wahrend ein erwach-
sener Mensch ~3,72 x 10" kernhaltige Zellen besitzt, ist es weder mdglich noch notwendig,

sie alle zu untersuchen.'®'" Der Schlissel ist die Kombination von unverfalschten statistischen
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Probenahmen, biologischen Anreicherungsreinigungsverfahren und Erkenntnissen aus Stu-
dien an Modellorganismen. Bei komplexen festen Geweben ist dies nicht trivial, denn sie er-
fordern eine mechanische und oder enzymatische Dissoziation.'? Hierbei sollen die Zellen
maoglichst lebensfahig bleiben ohne die spezifischen Eigenschaften der zu untersuchenden

Zellen zu verandern.

Die Gewinnung von lebenden Zellen aus Gewebeproben ist eine wertvolle und essenzielle
Ressource flir Anwendungen im Bereich der personalisierten Medizin.'® Die Verknipfung der
personalisierten Medizin mit der zunehmenden Verfligbarkeit von neuartigen diagnostischen
Technologien hat die Nachfrage nach ausreichenden Mengen an qualitativ hochwertigen Bio-
proben weiter erhdht. Die Beurteilung von Tumoren hat sich von der traditionellen morpholo-
gischen Bewertung zu einer multimodalen Biomarker-basierten DNA-, RNA- und Proteindiag-
nostik entwickelt (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Verschiedene Stufen des analytischen Prozesses. Bei der Biomarker-Diagnose werden
Protein-, Transkriptom- und Genomtests eingesetzt. Die Vorbereitung der Probe, die molekulare Isolie-
rung, das Probenmanagement, die Materialausbeute und die analytische Normalisierung sind fiir jede
Diagnose von Bedeutung °.

Wahrend analytische Bestimmungen in vielen Bereichen in den letzten Jahren deutlich schnel-
ler und sensitiver geworden sind, gilt dies nicht fur die meist notwendige und unvermeidbare
Probenvorbereitung. Extraktionen, Zell- und Gewebeaufschluss, Vermahlungen und Zerklei-
nerung im Vorfeld der eigentlichen Analyse sind auch heute noch zeitaufwandige Prozesse,
die — da sie oft manuell durchgeflhrt werden — nicht vollstandig reproduzierbar sind.
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Daher gewinnt die effiziente Extraktion von Einzelzellen aus Patientenproben immer mehr an
Bedeutung. Zusatzlich stellt der komplexe Aufbau von verschiedenen Gewebetypen eine Her-

ausforderung fir die Handhabung dar.

2.1 Einzelzellanalyse als Basis fir die personalisierte Medizin

Gewebe sind hochkomplexe Okosysteme, die eine Vielzahl von Zelltypen enthalten. Auch in-
nerhalb eines bestimmten Zelltyps kann es aufgrund von Unterschieden im Aktivierungszu-
stand, genetischen Mutationen, epigenetischen Unterschieden, stochastischen Ereignissen
und Mikroumgebungsfaktoren zu erheblichen Variationen kommen.' Dies hat zu einer rasan-
ten Zunahme von Studien gefuhrt, die versuchen, die zellulare Heterogenitat zu erfassen und
dadurch ein besseres Verstandnis der Gewebe- und Organentwicklung, der normalen Funk-
tion und der Krankheitspathogenese zu erlangen.’™'® Im Zusammenhang mit Krebs ist die
intratumorale Heterogenitat beispielsweise ein Schlisselindikator fur das Fortschreiten der

Krankheit, die Metastasierung und die Entwicklung von Arzneimittelresistenzen. #1920

Subclone 1

Intertumour heterogeneity Intratumour heterogeneity

Intercellular genetic
and non-genetic heterogeneity

Subclone 3
Subclone 2

Clonal heterogeneity

Abbildung 3: Intertumor- und Intratumor-Heterogenitédt. Genetische und phénotypische Unterschiede
werden zwischen Tumoren verschiedener Gewebe- und Zelltypen, sowie zwischen Personen mit dem-
selben Tumortyp beobachtet (intertumorale Heterogenitét). Innerhalb eines Tumors kann eine subklo-
nale Vielfalt beobachtet werden (Intratumorheterogenitét).?°

Hochdurchsatzmethoden zur Einzelzellanalyse wie Durchfluss- oder Massenzytometrie und
Einzelzell-RNA-Sequenzierung (scRNA-seq) sind ideal fur die umfassende Identifizierung ein-
zelner Zellen auf der Grundlage molekularer Informationen.2'?2 Diese Methoden haben bereits
begonnen, das Verstandnis komplexer Gewebe zu verandern, indem sie die Identifizierung
bisher unbekannter Zelltypen und -zustanden erméglichen.?*2* Wahrend scRNA-seq eindeutig
eine leistungsstarke Diagnosemethode ist, kbnnen bei der Dissoziation des Gewebes in ein-
zelne Zellen Storfaktoren auftreten, die sich negativ auf die Qualitat und Zuverlassigkeit der
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Daten auswirken kdnnen. Ein Faktor ist die fehlende Standardisierung, die zu erheblichen Un-
terschieden zwischen verschiedenen Forschungsgruppen und Gewebetypen fihren kann.
Eine weitere groRe Herausforderung ist, dass eine unvollstandige Aufschlisselung die Ergeb-
nisse in Richtung der Zelltypen verzerren konnte, die leichter zu dissoziieren sind.?® Eine kiirz-
lich durchgeflihrte Studie von Wu et al., in der die Einzelzell-RNA-Sequenzierung mit Proben
von Mausenieren durchgefiihrt wurde, ergab, dass Endothelzellen und Mesangialzellen in den
scRNA-seqg-Daten unterreprasentiert waren.?® SchlieBlich hat sich gezeigt, dass lange en-
zymatische Verdauungszeiten transkriptomische Signaturen verandern und Stressreaktionen
hervorrufen, die die Zellklassifizierung beeintrachtigen. Die Lésung dieser Herausforderungen
wulrde dazu beitragen, die Zukunft der Gewebe-Kartierung und Krankheitsdiagnostik durch

das Feld der Einzelzell-RNA-Sequenzierung voranzutreiben.

Ein Hindernis fur diese Bemuhungen ist die Notwendigkeit Gewebe zunachst zu einer Sus-
pension vereinzelter Zellen zu verarbeiten. Die derzeitigen Methoden beinhalten Zerkleine-
rung, Verdauung, Disaggregation und Filterung, die arbeitsintensiv, zeitaufwendig, ineffizient
und sehr variabel sind.'2?” Daher sind neue Ansatze und Technologien dringend erforderlich,
um die Zuverlassigkeit und die breite Akzeptanz von Einzelzellanalysemethoden fiir Gewebe
zu gewahrleisten. Dies wére besonders wichtig fiir die Ubertragung der Einzelzelldiagnostik
auf menschliche Proben im klinischen Umfeld. Darlber hinaus wirde eine verbesserte Gewe-
bedissoziation die Extraktion von Primarzellen fiir ex vivo Arzneimittelscreening, 3D-Gewebe-
konstruktionen und Stamm-/Progenitorzelltherapien schneller und einfacher machen.?¢-%0 Die
Maoglichkeit, komplexe naturliche Gewebe fur personalisierte Arzneimitteltests in Organ-on-a-
Chip-Modellen nachzubilden, die aus Patientenproben stammen, stellt eine aullerst vielver-
sprechende zukinftige Entwicklung dar. Diese Perspektive kdnnte durch eine optimierte Ge-
webedissoziation weiter vorangetrieben werden.?52831-3 Dje Analyse von Einzelzellen ist im
Zuge der personalisierten Medizin fir viele Forschungs- und Therapieanwendungen (Tabelle

1) unerlasslich.3®

Tabelle 1: Uberblick iiber potenzielle Anwendungen fiir Einzelzellen.

Anwendung Referenzen
iPS-Zellen Aasen et al.,2008 36, Serra et al., 2012 37
Mikrofluidik (Lab-on-a-chip) Kasendra et al., 2018 38
Einzelzell-Drucker (SCP) Mironov et al., 2009 3°
Sphéroide (3D-Zellkulturen) Ivascu et al., 2006 0, Liu et al., 2017 4!, Weiswald et al., 2015 42
Primare Zellkultur Pokrywczynska et al., 2016 43
Einzelzell-Sequenzierung MacParland et al., 2018 7, Gawad et al., 2016 44
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Alle Therapieentscheidungen bei der Behandlung von Krebspatienten (z.B. Art der operativen
Behandlung, Bestrahlung, Notwendigkeit einer Chemotherapie) hangen mallgeblich von der
Ausbreitung der Erkrankung ab, also von der GrofRe des Tumors und der Frage, ob Lymph-
knoten oder andere Organe befallen sind.*® Zusatzlich riickt in Zeiten der personalisierten Me-
dizin die molekulare Charakterisierung einer Krebserkrankung immer mehr in den Fokus, da
das Ansprechen zahlreicher Therapien von den molekulargenetischen Veranderungen des in-
dividuellen Tumors abhangt. Der Nachweis spezifischer Mutationen oder von Mutationsspek-
tren ist entscheidend fur die Auswahl moderner Medikamente zur personalisierten Tumorthe-

rapie.*

2.2 Gewebeproben

Das Probenspektrum an tierischen und menschlichen Gewebetypen, welches im Bereich der
medizinischen, pharmazeutischen und biologischen Analytik untersucht wird, ist auf3erst viel-
faltig. Aufgrund des breiten Spektrums in der Praxis eingesetzten Proben mit unterschiedlichen
Merkmalen, sowie den vielfaltigen Einflussfaktoren entlang der Prozesskette ist es schwierig,
von den Werkstoffeigenschaften eines Gewebes zu sprechen. Verschiedene Autoren unter-
nehmen den Versuch Materialeigenschaften von verschiedenen Gewebearten zu ermitteln
und anzugeben.*’#8 Diese Untersuchung erfolgten zum (iberwiegenden Teil an Zellsuspensi-
onen oder in 2D Zellkulturen. Diese Zelllinien bieten zwar in vielen Fallen die Mdglichkeit eines
ersten Einblicks in die Zellbiologie, ist aber nicht in der Lage die Interaktionen gesunder bzw.
kranker Zellen in vivo widerzuspiegeln oder die Charakteristiken einzelner Zellen patienten-

spezifisch zu untersuchen.

Die mechanischen Eigenschaften von Zellen wurden zumeist durch Mikromanipulation unter-
sucht. Dabei wird eine einzelne Zelle zwischen zwei Stempel positioniert und anschlieend
zusammengepresst. Aus dem Kraft-Weg-Diagramm kann daraufhin die Kraft ermittelt werden,
die zum Platzen der Zelle notwendig war. Bei der Beanspruchung kommt es zunachst zu einer
elastischen Verformung der Zelle. Diese Deformation kann bis zu 50% des Durchmessers der
Zelle betragen, ist aber stark von der Osmolaritdt des Mediums abhangig. Einen weiteren Ein-
fluss auf die Deformation hat die Geschwindigkeit der Beanspruchung. Wahrend des Bean-
spruchungszeitraums verlieren die Zellen Wasser. Versuche, in denen der Stempel angehal-
ten wurde, zeigten, dass die Kraft auf den Stempel geringer wurde. Auf die Krafte, die zum
Bersten der Zellen notwendig sind, hat die Geschwindigkeit im untersuchten Bereich (zwi-
schen 1,03 und 1,68 um/s) keinen Einfluss.*® Die Berstkréfte, die von verschiedenen Autoren
gemessen wurden, sind in Tabelle 2 angegeben.® Die Hohe der Berstkraft ist von vielen Fak-
toren abhangig. Neben der Art des Ursprungsgewebes spielen auch der Zelltyp, die Wachs-

tumsphase und der osmotische Druck des umgebenden Mediums eine grof3e Rolle.
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Tabelle 2: Literaturdaten zur Berstkraft von Zellen (adaptierte Abbildung).%°

Berstkraft Anmerkungen Literaturstelle

Berstkraft unabhangig vom )
Hefe; 45-145uN Smith et al., 2000 4°
Zelldurchmesser

E.coli; 3,6uN Gram negativ Shiu et al., 1999 5
Staphylococcus; 13,8uN Gram positiv Shiu et al., 1999 51
Wourzelzellen, in Suspension
Tomatenzellen; 5mN ; Thomas et al., 2000 32
gezlichtet
Saugerzellen; 1,5-4,5uN - Mashmously et al., 1998 53

Eine weitere Vorgehensweise zur Messung der mechanischen Stabilitat von Zellen ist die Be-
anspruchung in einem Rotationsviskosimeter.®? Aus den Kraft-Weg Kurven ist es mit Hilfe ei-
nes linearen, elastischen Models mdglich, das Elastizitatsmodul zu bestimmen.5* Die Elastizi-
tatsmodule von verschiedenen Gewebetypen ist in Abbildung 4 dargestellt und umspannen

einen Bereich von 10 Pa (Mukus) bis zu 1 GPa (Knochen).
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Abbildung 4: Ubersicht iiber Elastizitdtsmodule von Gewebetypen. Die Elastizitét von lebendem Ge-
webe umfasst den gesamten Bereich von Pascal bis Gigapascal. Die in der Literatur beschriebenen
Elastizitdtsmodule (E) verschiedener Gewebetypen sind auf der logarithmischen Skala angegeben. Die
Gewebe sind nach aufsteigender Festigkeit geordnet. Die Gewebe des Zentralnervensystems, sowie
die meisten Bauchorgane und die Haut haben Moduli im Submegapascal-Bereich und werden daher im
Allgemeinen als Weichgewebe (im biologischen Sinne) bezeichnet. Knorpel, Bénder, Sehnen und Kno-
chen sind die steifsten Gewebe des menschlichen Kérpers. Zum Vergleich sind die Moduli einiger gén-
giger Tissue-Engineering-Materialien in der Grafik enthalten: 8 % Acrylamid-Gel.48 55
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Die ermittelten Werte und Kenngréfien sind jedoch aufgrund der biologischen Varianz der Pro-
ben und der genannten Einflisse breit gestreut. Hinzu kommt, dass die unterschiedlichen
Randbedingungen bei den Messungen nur schwer miteinander vergleichbar sind. So ist bei-
spielweise bei Muskeln entscheidend in welcher Richtung eine Messung in Bezug zur Seh-
nenausrichtung stattfindet. Des Weiteren ist bei der Ermittlung von Spannung-Dehnungs-Zu-
sammenhangen der Probenquerschnitt von Bedeutung. Dieser ist jedoch bei biologischen Pra-
paraten schwer zu bestimmen und zudem zeitabhangig. Untersuchungen im Bereich der Bio-
mechanik zum Verhalten von biologischen Geweben unter Belastung betrachten nur Verfor-
mungen von Geweben bis zum Stadium der pathologischen Veranderung auf Gewebeebene.
Meist wird hierzu ein histologischer Nachweis gefuhrt. Die Heterogenitat der zelluldren Struk-
turen, insbesondere bei Tumorproben ist hierbei der limitierende Faktor.%® Unterschiede be-
stehen nicht nur zwischen Tumoren des gleichen Typs bei verschiedenen Patienten, sondern
auch zwischen Zellen innerhalb eines Tumors. Daher werden allgemeine Begriffe wie "weich",
"starr" oder "verformbar" haufig zur Charakterisierung der Zellmechanik von Gewebe verwen-
det, auch wenn sie keinen tatsachlichen rheologischen Parameter darstellen. Im Folgenden
werden beispielhaft drei unterschiedliche Gewebeprobenarten (Leber (weich), Synovial (starr)
und Tumor (verformbar)) und deren Zusammensetzung betrachtet. Diese Proben sind repra-
sentativ flr die unterschiedlichen mechanischen und strukturellen Probeneigenschaften
(weich bis verformbar) von Gewebeproben, die im klinischen Forschungsbetrieb vorkommen

konnen.

2.21 Lebergewebe

Primare menschliche Leberzellen kdnnen die vollstandige Funktionalitat der Leber in vivo wi-
derspiegeln, weshalb sie fur die pharmakologische und toxikologische in-vitro Forschung von
grofRer Bedeutung sind. Die Leber besteht aus zwei Zelltypen: Parenchymzellen epithelialen
Ursprungs und nicht parenchymale Zellen. Parenchymzellen bilden die Hauptlebermasse und
haben einen Anteil von bis zu 70 % Hepatozyten und 3 - 5 % Cholangiozyten an den gesamten
Leberzellen.>” Hepatozyten zum Beispiel weisen, wie aus Abbildung 5 zu entnehmen ist, eine
charakteristische Grofie von 25-40um auf und zahlen somit zu den grof3en epithelialen Zellen.
Im Gegensatz zu anderen Zelltypen neigen Hepatozyten bei der Zellisolation dazu, leicht be-
schadigt zu werden." Sie sind fiir die meisten Leberfunktionen, wie Energiestoffwechsel, Pro-
teinsynthese und Biotransformation, verantwortlich.%8*® Zu den nicht-parenchymalen Zellen

gehoéren hauptsachlich Kupffer-Zellen, Leberendothelzellen und hepatische Stellatazellen.
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Abbildung 5: Mikroskopische Aufnahme aufgereinigter Hepatozyten mit einer charakteristischen Zell-
grofBe von 25-40um auf. Erkennbar sind zusétzlich Zellen reich an Organellen und mit zwei Zellkernen.6°

Die Hauptquellen der Variation, die die gemessenen mechanischen Eigenschaften der Leber
beeinflussen, sind gruppiert in Variablen, die von der Probe abhangen und Variablen, die von
den Test- und Analysemethoden abhéngen.®® Tatsachlich hangt das mechanische Verhalten
von Lebergewebe, wie bei jedem anderen Weichgewebe auch, von seiner Herkunft, dem Ort
und der Art der Entnahme und schlie3lich von der Behandlung nach der Entnahme ab (Abbil-
dung 6).%1
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Abbildung 6: Einflussfaktoren auf die mechanischen Eigenschaften von Lebergewebe.®! Die Faktoren,
die die mechanischen Eigenschaften der Leber beeinflussen, werden in Variablen unterteilt, die von der
Probe abhéngen, und in Variablen, die von den verwendeten Priif- und Analyseverfahren abhdngen.
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2.2.2 Synovialgewebe

Jede Gelenkhohle wird durch eine Gelenkkapsel nach aufden hin begrenzt. Sie besteht auf der
Aulenseite aus einer Faserschicht, der Membrana fibrosa und wird gelenkseitig durch die
Membrana synovialis ausgekleidet. In Kombination stabilisieren sie das Gelenk und verhindern
das Eindringen von Fremdpartikeln, sowie das Austreten der Synovialflissigkeit, welche von
der Synovialmembran in den Gelenkspalt sezerniert wird. Die Synovialis ist zudem von Gefa-
Ren, Nerven und elastischen Fasern durchsetzt.®? Sie gehort damit zu einer der vier Oberfla-
chenstrukturen® auch wenn typische Merkmale von Epithelen, wie die Basallamina und eine
vollstéandig flachige Bedeckung des Gewebes mit fibroblastenahnliche Synoviozyten (FLS, fib-
roblast like synoviocytes), nicht vorhanden sind. Charakteristisch fir die Morphologie der Sy-
noviozyten sind lange zytoplasmatische Auslaufer, mit denen sie sich untereinander verbin-
den. So kdnnen Zellen aus der obersten Schicht mit entfernteren Zellen in Verbindung treten.
Eine universelle Synovialzellenform gibt es nicht. Die FLS kdnnen morphologisch von kubisch-

rundlich bis zu sternenférmig-polygonal auftreten.®*

2.2.3 Tumorgewebe

Wahrend den verschiedenen Stadien einer Krebserkrankung nehmen die Tumorzellen Eigen-
schaften an, die in normalen Zellen nicht vorkommen. Diese abnormale Veranderung auf3ern
sich intra- sowie extrazellular, wie zum Beispiel veranderte mechanische Eigenschaften der
extrazellularen Matrix. Es ist noch nicht abschliefend geklart, ob alle Krebszellen ahnliche
Materialeigenschaften besitzen oder ob die mechanischen Eigenschaften vom Tumortyp ab-
hangen.® Bei einem fortschreitenden Krebsverlauf, scheinen einige Subpopulation von Tu-

morzellen weicher zu werden. Dieses Phanomen wird immer noch kontrovers diskutiert.®
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Abbildung 7: Mechanische Eigenschaften von Tumorgewebe. A) Eine wachsende Zahl von Studien
zeigt, dass einzelne Krebszellen verformbarer sind als ihre gesunden Vergleichszellen und dass eine
Erweichung der Zellen wéhrend der Krebsprogression auftritt. Die mechanischen Unterschiede zwi-
schen normalen und Krebszellen kénnten in erster Linie auf Modifikationen des Zytoskeletts zuriickzu-
flihren sein, aber auch andere Faktoren, wie die Mikroumgebung der Zelle oder interner Membranver-
kehr.66 B) Das Elastizitdtsmodul von Krebszellen wurde mit AFM gemessen und ist Studien zufolge
niedriger als bei normalen Zellen, die aus Brust, Leber, Eierstock, Blase und Niere isoliert wurden.% Die
Steifigkeit der Krebszellen nimmt ab, wéhrend die Steifigkeit des Gewebes mit dem Fortschreiten des
Krebses zunimmt.5”
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Es gibt zahlreiche Gewebe, die hinsichtlich ihrer mechanischen Eigenschaften noch nicht um-
fassend erforscht wurden. Obwohl Gewebe wie periphere Nerven, Bander, Darmgewebe und
Milz auf Makroskala analysiert wurden, fehlen weitere Untersuchungen auf der Nano- oder
Mikroskala-Ebene. Fir viele andere Gewebe wurden bisher keine oder nur wenigen Untersu-

chungen zur Mechanik durchgefiihrt.®

2.3 Gewebedissoziation

Der Begriff Gewebedissoziation (auch: Gewebeaufschluss, Gewebeaufarbeitung) beschreibt
die Auflésung eines Gewebeverbundes mit dem Ziel, die zellularen Bestandteile des betref-
fenden Gewebes zu vereinzeln, ohne sie in ihrer Zellintegritat zu beschadigen. Hierbei soll
ausschlie8lich der Gewebeverbund aufgeschlossen werden, nicht aber die einzelnen Zellen.
Die Gewebedissoziation ist daher ein empfindliches Gleichgewicht zwischen Auflésen des Ge-

webes und Erhalt, der darin befindlichen Zellen.™

Dekonstruktion der komplexen Zusammensetzung von soliden Tumoren auf Einzelzellebene
kdnnen helfen, biologische Zusammenhange besser zu verstehen. Jenseits der sich schnell
entwickelnden Bereich der Einzelzellgenomik*, ist die Isolierung von Einzelzellen ein ent-
scheidender Schritt flr die Etablierung von primaren Zelllinien. Durch aseptische Entnahme
von gewohnlichem, embryonalem oder bésartigem Gewebe sowie von Organen mittels chirur-
gischer oder enzymatischer Verfahren konnen primare Zellkulturen erzeugt und in eine unter-
stitzende Kultivierungsumgebung tberfihrt werden.®® Die erste Gewebedissoziation mit ei-

nem apparativen Aufbau wurde 1948 von Richard D. Northcraft beschrieben.5°

Der erste Schritt bei der Isolierung einzelner Zellen aus Primarproben ist die Herstellung einer
Suspension lebensfahiger Einzelzellen. Dies ist nicht trivial, wenn mit komplexen festen Ge-
weben gearbeitet wird, die eine mechanische oder enzymatische Dissoziation erfordern, die
die Zellen lebensfahig halt, ohne sie fiir bestimmte Subpopulationen zu belasten.'> Gewebe
ist ein Zellverbund bestehend aus Zellen, die in eine ECM eingebettet sind. Innerhalb dieser
Matrix sind die Zellen durch Zell-Zellverbindungen miteinander verankert.”® Die ECM von Sau-
getiergewebe besteht aus einem komplexen Gemisch von konstitutiven Proteinen. Diese Mat-
rix muss aufgebrochen werden, um einzelne Zellen fur die Kultur und/oder Analyse effektiv zu

gewinnen und bereitzustellen.

Die Gewebedissoziation ist ein zentraler Prozess in vielen Forschungsbereichen.”’ Die derzei-
tigen Dissoziationsmethoden sind meist ineffizient, so dass ein erheblicher Teil des Gewebes
als Aggregate zurlickbleibt, die herausgefiltert werden oder zu verzerrenden Ergebnissen fuh-
ren. Neben der tUberwiegend manuellen Gewebedissoziation gibt es drei primare Methoden
fur die Gewebedissoziation. Dazu gehdren: enzymatische, chemische und mechanische Dis-

soziation.” Im Falle einer molekularen Analyse ist der mechanische Ansatz das bevorzugte

11



Ausgangssituation

Verfahren. Behandlung mittels chemischen oder enzymatischen Reagenzien ist unzweckma-
Rig, da sie auch die Proteine angreifen, die spater fir eine Markierung oder Farbung und eine

molekularbiologische Analyse bendtigt werden.”

Des Weiteren sind klinische Gewebeproben zur Gewinnung von Primarzellen oftmals nur in
geringen Mengen verfiigbar. Bedingt durch den hohen Bedarf an Primarzellen und die limitierte
Probenverfiigbarkeit von Gewebeproben, sollte die Gewinnung von Primarzellen méglichst ef-
fizient erfolgen.” Untersuchungen im Bereich der Biomechanik zum Verhalten von biologi-
schen Geweben unter mechanischen Belastungen betrachten bislang nur Verformungen von
Geweben bis zum Stadium der strukturellen und physikalischen Veranderung auf Gewebe-
ebene und nicht in Bezug auf die Ausbeute und Integritat der generierten Einzelzellen.”® Ein
allgemeiner Zusammenhang zwischen den Materialeigenschaften von Gewebe und deren me-

chanischer Dissoziation ist daher bislang nicht bekannt.

2.3.1 Enzymatisch, chemisch und mechanische Gewebedissoziation
Zu den Methoden der Gewebedissoziation aus festen Gewebeproben gehdren der enzymati-

sche Verdau, die chemische und mechanische Dissoziation (Abbildung 8).

Solid tumor

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Verfahren zur Herstellung von Einzelzellen aus einer pri-
méren Tumorgewebeprobe. Die solide Gewebeprobe wird je nach Gewebeursprung oder Analysever-
fahren entweder durch enzymatische, chemische oder mechanische Verfahren dissoziiert.”?

Enzymatisch: Die gebrauchlichste Methode zur Zellisolierung ist der enzymatische Verdau.
Bei diesem Verfahren wird eine Zellsuspension erhalten, indem die Gewebeprobe in kleine
Fragmente geschnitten wird, gefolgt von der Behandlung mit proteolytischen Enzymen (auch
als Peptidasen, Proteasen und Proteinasen bezeichnet).”® Proteolytische Enzyme sind in der
Lage, Peptidbindungen in Proteinen zu hydrolysieren.”” Der Zweck ist, dass diese Enzyme
Bindegewebe und die Komponenten der umgebenden extrazellularen Matrix verdauen, was
die Freisetzung von Zellen aus einer grof3en Vielzahl von Geweben erleichtert. Ferner kann
die enzymatische Dissoziation unter Verwendung verschiedener Proteasen differentielle Aus-
beute und Lebensfahigkeit von Zellen erzeugen, da sich Proteasen in ihren Spezifitdten unter-

scheiden.” Die Wirksamkeit von Enzymen kann auch in Abhangigkeit von nicht nur der Art
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des Gewebes und des Alters, sondern auch aufgrund der Schwankungen in der Lagerzeit und
der Temperatur variieren. Daher sind diese kommerziell erhaltlichen Enzyme nicht fur jeden
Gewebetyp geeignet. Bedingt durch diese nicht immer kontrollierbaren Einflussfaktoren, muss
fur jeden Gewebetyp flr eine erfolgreiche Primarkultur eine optimierte Methode entwickelt wer-

den.

Chemisch: Die chemische Dissoziation wird haufig in Verbindung mit mechanischen oder en-
zymatischen Verfahren eingesetzt. Der chemische Aufschluss erfolgt meistens mit EDTA oder
EGTA.” Diese Chemikalien sind in der Lage, die Kationen zu binden, die an den intrazellula-
ren Bindungen und der intrazellularen Matrix beteiligt sind. Durch die Bindung der Kationen
werden die interzellularen Bindungen aufgebrochen. Zur Solubilisierung biologischer Memb-
rane, also das Auflésen von wasserscheuen (hydrophoben) Stoffen wie beispielsweise Lipi-
den, werden milde Detergenzien eingesetzt. Durch den Einsatz werden Fette oder fettdhnliche
Substanzen, die sich in der Zellwand befinden, aufgelockert oder sogar gelost.” Wie bei dem
enzymatischen Aufschluss kénnen auch nach einem chemischen Aufschluss keine oder nur
eingeschrankt weitere Analysemethoden, wie die Farbung der Zelle durchgefuhrt werden. Dis-

soziationsprotokolle missen fur jeden Gewebetyp individuell angepasst werden.

Mechanisch: Die mechanische Dissoziation von Gewebe kann wiederholtes Zerkleinern mit
Scheren oder scharfen Klingen, Abschaben der Gewebeoberflache, Homogenisieren, Filtrie-
ren durch ein Nylon- oder Stahlnetz, Vortexen, wiederholtes Ansaugen durch Pipetten oder
Nadeln mit kleinem Durchmesser oder eine beliebige Kombination dieser Techniken bedeu-
ten.®%-82 Durch Driicken des Gewebes durch ein Sieb oder eine Spritze kénnen einzelne oder
kleine Zellklumpen aus der Masse des Gewebes erhalten werden. Obwohl diese Technik eine
Zellsuspension schneller als andere Verfahren erzeugt, wird manchmal ein Adhasionsfaktor
bendtigt, um ihre Befestigung an dem Substrat zu unterstitzen, da die Fahigkeit der Zellen
zum Anhaften reduziert ist.83 AuBerdem kann dieses Verfahren einen groRen mechanischen
Schaden verursachen und dadurch weniger lebensfahige Zellen als andere Methoden erzie-

len.8* Diese Methoden flihren zu unterschiedlichen Zellausbeuten und Zellviabilitaten.

2.3.2 Explantmethode

Die Kultivierung von Zellen, bei der die Explantationsmethode angewendet wird, dominierte
das Gebiet der Gewebekultur fir mehr als 50 Jahre.®>% Dies ist eines der einfachsten Verfah-
ren, bei dem das Gewebe in kleine Fragmente (Explantate) von nicht mehr als 1 bis 2 mm?3
fein zerhackt wird. Die Explantate werden in einen Glas- oder behandelten Plastikkulturkolben

gegeben und mit Zellkulturmedium vollstandig bedeckt.8” Sofern erfolgreich, wandern die Zel-
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len aus den Explantaten heraus und bedecken die freie Wachstumsoberflache in den Kultur-
gefalRen. Dies wird als primare Zellkultur bezeichnet. Dies ist das Stadium der Kultur nach der

Isolierung, aber vor der ersten Subkultur oder Passage der Zellen.

Die Anforderungen an Technologien zur Dissoziation einzelner Zellen von Gewebeproben un-
terschiedlicher Natur sind so heterogen wie der Zweck, flir den die Zellen nach dem Dissoziat-
ionsprozess verwendet werden. Es besteht also ein kritischer Bedarf fir die Entwicklung neuer
Technologien, die es ermdglichen einzelne Zellen aus biologischem Gewebe in einer schnel-
len, effizienten und schonenden Weise freizusetzen. Diese Technologien missen ebenfalls
SchlUsselkriterien, wie Skalierung, Automatisierung und Standardisierung erfillen, um fir den

Eintritt in die Routinediagnostik geeignet zu sein.

2.4 Aufbau der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollen systematische wissenschaftliche Grundlagen und Ldsungen
fur ein neues und teilautomatisiertes Verfahren fur den enzymfreien und mechanischen Ge-
webeaufschluss entwickelt, validiert und getestet werden. Dieses Vorhaben ist in vier Teil-

schritte gegliedert:
1. Analyse

Aus der Analyse der derzeit eingesetzten Methoden fiir die Gewebedissoziation und Anwen-
dungsbereiche, werden die Anforderungen an ein Verfahren flir ein mechanisches und enzym-
freies Gewebeaufschlussverfahren abgeleitet. Hierzu werden die Randbedingungen der Ge-
webedissoziation und das zu entwickelte Gewebeaufschlussverfahren analysiert und charak-
terisiert. Basierend auf dieser Analyse werden die allgemeinen Untersuchungs- und Entwick-
lungsschwerpunkte an ein enzymfreies, mechanisches und teilautomatisiertes Verfahren fur

die Gewebedissoziationsverfahren abgeleitet und definiert.
2. Stand der Technik

Als Basis fur die Auslegung eines enzymfreien und mechanischen Verfahrens zur teilautoma-
tisierten Gewebedissoziation sollen die derzeit verfligbaren Technologien zur Prozessierung
von Gewebeproben analysiert werden. Dabei werden die aus dem vorgegangenen Kapitel ab-
geleiteten Kriterien bewertet und gegenuibergestellt. Dazu werden konkrete Details ausgear-
beitet, sowie Randbedingungen und Schnittstellen zwischen den verschiedenen Prozessbe-
standteilen festgelegt. Prozessschritte, welche im Rahmen des Arbeitsablaufs nicht (teil-)au-
tomatisiert durchgefuhrt werden, werden hinsichtlich der bereits bestehenden, geeigneten
Systeme zur Prozessierung analysiert und die Schnittstellenspezifikation flie3t in die Entwick-

lung ein. Der Prozessablauf bei der Probenvorbereitung richtet sich nach der Probe, deren
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Merkmale sowie nach den zu analysierenden Zielstrukturen und der Fragestellung und Me-
thode der Analyse. Aus diesen Spezifikationen der Anwendungen lassen sich anwendungs-
spezifische Anforderungen an zum Beispiel die Menge, Zellausbeute, Aufschlussgrad und

Qualitat der zu gewinnenden Zellen ableiten.
3. Entwicklung eines Losungsansatzes

In diesem Kapitel werden unter Berilicksichtigung der festgelegten Randbedingungen und im
Hinblick auf die geratetechnische Umsetzung die Grundlagen des Lésungskonzeptes flr ein
enzymfreies, mechanisches und teilautomatisiertes Verfahren erarbeitet. Im Einzelnen handelt
es sich um die theoretische Betrachtung und Auslegung des mechanischen Wirkorgans, Ent-
wicklung und Optimierung des Verfahrens, die parallelisierte Gewebeaufbereitung und die
Evaluierung des entwickelten Verfahrens unter Berlcksichtigung der Entwicklungs- und For-

schungsschwerpunkte.
4. Validierung

Das konkrete Ziel der Validierung der enzymfreien, mechanischen und teilautomatisierten Ge-
webedissoziation ist die Abgrenzung zum enzymatischen und manuellen oder teilautomatisier-
ten Dissoziationsprozess bezogen auf Effizienz und Qualitat der generierten Einzelzellen.
Durch den Aufbau eines Demonstrators und dessen Erprobung in klinisch relevanten Einsatz-
fallen mit reprasentativen Gewebeproben wird der Nachweis der technischen Machbarkeit er-
bracht und eine Uberpriifung und Bewertung der Forschungsarbeit erméglicht. Das prototypi-
sche System soll mit Hilfe eines zweistufigen Testplans validiert werden. Die erste Stufe um-
fasst Funktionstests, darunter mechanische und biologische Tests mit verschiedenen Gewe-
betypen. Hier wird die technische Integration der Komponenten sowie die biologische Robust-
heit und Machbarkeit des Systems Uberpruft. Nachfolgend wird die entwickelte Gewebedisso-
ziation in definierten anwendungsspezifischen Szenarien validiert, um unter realen Bedingun-
gen die Systemtauglichkeit und Vorteile im Vergleich zum aktuellen Stand der Technik zu de-

monstrieren.

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit ein System fur die bisher fehlende enzymfreie und
teilautomatisierte Gewebedissoziation entwickelt. Dabei soll ein Prototyp zur Gewebedissozi-
ation entwickelt werden, der die dissoziierten Zellen im Gegensatz zu gangigen Verfahren
mdglichst wenig in ihrer molekularen Integritat schadigt und damit robuste Analysen bei einer
hohen Parallelisierung ermoglicht. So werden einerseits die jeweiligen Teilsysteme hinsichtlich
ihrer Leistungsfahigkeit (z.B. Zellviabilitat, Zellausbeute, Dissoziationseffizienz) charakterisiert
und getestet und andererseits Trockentests der Systemablaufe im Rahmen der Integration
durchgefihrt.
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3 Analyse

In diesem Kapitel werden die bendtigten Verfahrensschritte, Verfahrenskonzepte und Spezifi-
kationen zur Realisierung des kompletten Arbeitsablaufs in und um den Demonstrator identi-
fiziert, analysiert und am Ende zu einem Gesamtverfahren zusammengefasst. Inbesondere
stehen der Gewebedissoziationsprozess mit (pra)-analytische Variablen und die verschiede-
nen Dissoziationsmethoden (Explantmethode, mechanische und enzymatische Gewebeaufar-

beitungsverfahren) im Fokus der Analyse.

3.1 Grundlegende Uberlegungen und Definitionen fiir die Gewebedisso-
ziation
Die Gewebedissoziation bedient sich verschiedener Methoden, um eine Vereinzelung der zel-
lularen Gewebebestandteile zu erreichen. In der vorliegenden Arbeit wird auf die hauptsachlich
angewandten Methoden des nicht-enzymatischen, der enzymatischen und mechanischen Dis-
soziation eingegangen. Die Methoden werden, je nach Anwendung, eigenstandig oder in Kom-
bination genutzt. Unabhangig von der angewandten Methodik bleiben die grundlegenden An-
forderungen an den Dissoziationsprozess konstant. Das Ziel der Gewebedissoziation ist die
Herstellung einer Einzelzellsuspension aus einer Gewebeprobe (Abbildung 9). Die Gewebe-
verarbeitung stellt im analytischen Prozess ein zentraler Baustein dar. Eine damit zusammen-
hangende Herausforderung ist zum Beispiel die unterschiedliche Zuganglichkeit spezifischer

Zelltypen fir verschiedene analytische Tests.?

Anwendungsgebiete
1

Isolierung von Primérzellen

L Entwicklung von Krebszellinien

_ 3D-Zellkulturen & Zell-Drucken

o Gewebemodelle - Spharoide, Mikrogewebe, Organcide

G - Durchflusszytometrie

ips) Einzelzellen Echtzeit-Verformbarkeitszytometrie (RT-DC)

&2 Wirkstoff-Screening & zellbasierte Assays
Einzelzell-Sequenzierung

Abbildung 9:Zentrales Dogma der Gewebedissoziation.8889 Die Herstellung einer Einzelzellsuspension
aus unterschiedlichen Gewebeproben ist der zentrale Kern der prdanalytischen Phase. In der analyti-
schen Phase werden die Einzelzellen mittels verschiedener Methoden untersucht und weiterverarbeitet.

Hieraus leiten sich zwei maldgebliche Anforderungen an die Gewebedissoziation ab: eine mog-
lichst vollstandige Auftrennung der Gewebeprobe in Einzelzellen, sowie eine hohe Viabilitat
der dissoziierten Zellen. Im Idealfall vereinzelt ein Verfahren die zellularen Bestandteile der
Gewebeprobe, ohne dabei die Zellen selbst aufzuschlief3en. Zusatzliche Anforderungen wer-

den in der Einsetzbarkeit bei verschiedenen Gewebearten, geringem Material- und Zeitauf-
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wand, Analysemethode sowie im Grad der méglichen Automatisierung gesehen. Insbeson-
dere die Automatisierung ist im Hinblick auf den steigenden Kostendruck in der Diagnostik,
zunehmende Anforderung an die Standardisierung von Prozessen und der Wunsch nach ver-

netzbaren Prozessen von steigender Bedeutung.®°

Die Aufgabe der Dissoziation von Gewebe zu einer vereinzelten Zellpopulation kann auf fol-
gendes Grundprinzip vereinfacht werden: auf eine Gewebeprobe wird mit Hilfe einer geeigne-
ten Technologie oder Verfahren mittels mechanischer Krafte und Unterstitzung von Enzymen
oder chemischen Zusatzen eingewirkt. Ein genauerer Blick jedoch zeigt, dass es bestimmte
Aspekte zu bericksichtigen gibt, die unabhangig von der Technologie oder des Verfahrens
Uber die Qualitat und Effizienz der Gewebedissoziation bestimmt. Qualitat in diesem Zusam-
menhang sollte nicht einen Rang zwischen Uberlegener oder schlechter Leistung bedeuten,
sondern sich auf die charakteristischen Eigenschaften eines bestimmten Dissoziationsprozes-
ses beziehen und auf die nachgeschaltete Analysemethode abgestimmt sein. Die drei kriti-
schen Parameter, die nach der Gewebedissoziation von festem Gewebe bewertet werden

mussen, sind:
(i) die Lebensfahigkeit der Zellen,
(i) die Zellausbeute und
(iii) die Effizienz der Dissoziation.

Deshalb muss jede Dissoziation hinsichtlich dieser Parameter abgestimmt werden, um ein op-
timales Ergebnis zu gewahrleisten. Kennzeichen einer optimierten Dissoziation sind eine hohe
Viabilitdt, sowie eine hohe Ausbeute an Einzelzellen unter vollstdndige Dissoziation der Ge-
webeprobe (Abbildung 10).

Q3 Q4

+ Viabilitat + Viabilitat !
+— -~ 1
25_3 - Ausbeute + Ausbeute g Arbeitsbereich i
o o
0 0
S S
3 Qi Q2 3
N N

- Viabilitat - Viabilitat

- Ausbeute + Ausbeute

> >
Zellausbeute Zellausbeute

Abbildung 10: Zusammenhang zwischen Zellausbeute und Zellviabilitét bei einer Gewebedissoziation.?!

Die Notwendigkeit der Erfullung eines bestimmten qualitativen oder quantitativen Leistungs-

kriteriums variiert je nach Anwendungsfall. Eine hohe Wiederfindungsrate ist zum Beispiel fur
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Anwendungen mit seltenen Zielzellen entscheidend (z.B. Tumorzelldetektion in Lymphkno-
ten). Fur die meisten Anwendungen ist auch der Durchsatz wichtig, um eine gro3e Menge an
Gewebeprobe in einer bestimmten Zeit zu prozessieren. Sehr oft kbnnen die quantitativen
Leistungsparameter aus technischen oder konzeptionellen Griinden nicht gleichzeitig maxi-
miert werden. Daher sind solche quantitativen Leistungsparameter oft entscheidend flr die

Wahl einer bestimmten Dissoziationstechnik.

Fir die Dissoziation von Gewebe gibt es verschiedene Verfahren. Besonders der enzymati-
sche und mechanische Aufschluss haben sich in den letzten Jahren etabliert. Haufig kommen
auch Kombinationen aus beiden Verfahren vor. Die Auswahl der entsprechenden Gewebeauf-
schlussmethodik ist abhangig von den Gewebeeigenschaften. Im Folgenden werden die Be-
griffe "soft", “medium“ oder "harsch" verwendet, um zelluldre Materialien von niedriger bis ho-

her Elastizitat zu qualifizieren (siehe Abschnitt 2.2).

3.1.1 Definition der Methoden zur Bestimmung der Zellqualitat
Abgesehen von den qualitativen Unterschieden zwischen den verschiedenen Dissoziations-
technologien, gibt es auch quantitative Leistungskriterien, die fur jede beliebige Technologie

herangezogen werden kénnen.

Zellviabilitat und Gesamtzellzahl: Die Zellviabilitat in einer einzelnen Zellsuspension kann
leicht mit dem Trypanblau-Zellviabilitadtsausschlusstest Uberprift werden, bei dem tote Zellen
den Farbstoff Trypanblau in ihr Zytoplasma absorbieren, wahrend lebende Zellen ihre selektiv
permeable Membran behalten und den Trypanblaufarbstoff am Eindringen in das Zytoplasma
hindern 9. Die relative Menge an lebenden und toten Zellen in der Einzelzellsuspension kann
dann mittels Lichtmikroskopie oder automatisierten Systemen (wie zum Beispiel Countess3®
oder NucleoCounter® NC-202™) ausgewertet werden. Die Countess 3 ist eine automatisierte
Version der Neubauer Zahlkammer. Als weitere Methode zur Bestimmung der Zellviabilitat und
Zellzahl wurde der Nucleocounter eingesetzt. Dieser automatisierte Zellzahler verwendet ein
integriertes Fluoreszenzmikroskop zum Nachweis von DNA gebundenem Propidiumiodid (PI).
Die Zelllosung wird in die NucleoCassette™ geladen, in der Pl auf der Innenseite immobilisiert
ist. Dies fuhrt dazu, dass sich Pl auflést und die DNA der Zellen in der Lésung anfarbt. Nach
dem Einlegen der Kassetten in den Nucleocounter regt grines LED-Licht die PI-DNA-Wech-
selwirkung an. Dies fuhrt zur Emission von rotem Licht, das von der CCD-Kamera erfasst und
in eine Zellzahl umgerechnet wird. Zelltrummer und Zellaggregate kdnnen ebenfalls lichtmik-
roskopisch ausgewertet werden. Die Zugabe einer Kernfarbung unterscheidet intakte Zellen
von Zelltrimmern, und die Zugabe eines Lebensfahigkeitsfarbstoffs ermdglicht die Quantifi-

zierung des prozentualen Anteils der toten Zellen 7°.
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Die Viabilitat und Gesamtzellzahl werden im Lichtmikroskop mittels einer Neubauer Zahlkam-
mer bestimmt.®® Hierzu werden je 10 pl Zellsuspension und 10 pl 0,4 %ige Trypanblaulésung

gemischt und 10 ul auf die Zahlkammer pipettiert. Es werden vier GroRquadrate ausgezahilt.

Die Gesamtzellzahl pro Milliliter Zellsuspension wurde mit nachfolgender Formel berechnet:

Zellen
Gesamtzellzahl [
mL

] = n * 100 (Verdiinnungsfaktor) * 10*
Formel 1: Bestimmung der Gesamtzellzahl mittels Neubauerzdhlkammer.

n entspricht dem Mittelwert aller gezahlten Zellen aus den vier Gro3quadraten. Um die Le-
bendzellzahl zu bestimmen, wurden im Mikroskop ausschlief3lich nicht blau erscheinende Zel-
len gezahlt und nach der gleichen Formel berechnet. Die Berechnung der Viabilitat der Zell-

population erfolgte nachfolgender Formel:

Viabilitat [og] < Lebendzellzabl/ml o
At Lol = G esamtzellzahl/ml

Formel 2: Bestimmung der Viabilitét

Dissoziationseffizienz: Um den prozentualen Aufschlussgrad nach der Gewebedissoziation
zu erhalten, ist es wichtig, die verwendeten Probengefalie vorher auszuwiegen. Zunachst wird
das eigentliche Probengewicht im Mahlwerk berechnet, da beim Uberfiihren der Gewebeprobe
in das Mahlwerk mit Probenverlust gerechnet werden muss. Daflir wird das mit Gewebeprobe
und Puffer beflllte Mahlwerk mit Filter ausgewogen und davon das Leergewicht von Mahlwerk

und Filter subtrahiert.

(Gewebemenge [mg] — Restgewebe [mg])

Dissoziationseffizienz = %X 100 [%]

Gewebemenge [mg]

Formel 3: Bestimmung der Dissoziationseffizienz definiert durch die Differenz zwischen dem Eingangs-
gewicht und dem nach der Verarbeitung in den Réhrchen verbleibenden Gewebe.

Fluoreszenzmikroskopie: Fluoreszenzmikroskopie ist eine Technik, die verwendet wird, um
unter anderem Oberflachenmolekiile zu untersuchen und zu visualisieren. Dabei werden die
Molekile mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die bei Anregung durch Licht eine sichtbare flu-
oreszierende Strahlung emittieren. Die markierten Molekile werden dann unter einem Fluo-
reszenzmikroskop analysiert. Auf diese Weise kdnnen die Oberflachenmolekiile sichtbar ge-

macht und untersucht werden.

Western Blot: Western Blot ist eine Technik, die in der Molekularbiologie verwendet wird, um
Proteine in einer Probe zu identifizieren. Dabei werden die Proteine auf einer Membran fixiert

und dann mit speziellen Antikdrpern markiert, die spezifisch fir das Protein sind, das unter-
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sucht wird. Anschliefend werden die markierten Proteine sichtbar gemacht, indem ein Fluo-
reszenzfarbstoff an die markierten Antikorper bindet. Die markierten Proteine kénnen dann
unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden Die Western Blot-Technik wird haufig
verwendet, um die Expression von Proteinen in verschiedenen Zellen oder Geweben zu un-

tersuchen und Veranderungen in der Proteinmenge im Laufe der Zeit zu verfolgen.

Ein Western Blot Apoptose Assay ist ein Verfahren, das verwendet wird, um die Menge von
Proteinen zu bestimmen, die wahrend des programmierten Zelltods gebildet werden. Auf diese
Weise kann die Apoptose-Rate in der Zellpopulation bestimmt werden und einen Einblick in

das Stresslevel der Zellen zu erhalten

Resazurrin Assay: Resazurrin Assay ist eine Technik, die in der Zellkultur verwendet wird,
um die Zellviabilitat zu bestimmen. Dabei wird Resazurrin, ein blaues Farbstoffmolekul, in die
Zellkultur gegeben. Lebende Zellen kdnnen Resazurrin reduzieren und es in ein rosa Farb-
stoffmolekul namens Resorufin umwandeln. Die Menge an Resorufin, die gebildet wird, kann
dann gemessen werden, um die Zellviabilitat zu bestimmen. Ein hdherer Resorufin-Gehalt be-
deutet, dass eine gréRere Anzahl von Zellen lebendig ist und Resazurrin reduzieren kann. Auf
diese Weise kann die Zellviabilitat in verschiedenen Zellkulturen verglichen und Veranderun-

gen in der Zellviabilitat im Laufe der Zeit verfolgt werden.

Die molekularbiologischen Versuche wurden — wenn nicht an entsprechender Stelle anders

vermerkt oder erganzt — mit den hier genannten Methoden durchgefihrt.

3.2 Analyse der Prozessschritte einer Gewebedissoziation

In diesem Abschnitt werden verschiedene Faktoren untersucht, die die Effizienz und die Qua-
litat der Gewebedissoziationsmethoden beeinflussen kdnnen, wie zum Beispiel die Art des
verwendeten Gewebes, die Art der Dissoziationslosung, die Dauer der Dissoziation, die Tem-
peratur und andere Faktoren. Die Prozessanalyse der Gewebedissoziationsmethoden kann
verwendet werden, um geeignete Bedingungen flr die Dissoziation von Geweben zu bestim-

men und um die Qualitat und Integritat der dissoziierten Zellen zu verbessern.

Der Prozessablauf bei der Probenvorbereitung richtet sich nach der Probe, deren Merkmale
sowie nach den zu analysierenden Zielstoffen und der Fragestellung und Methode der Analyse
(Abbildung 11). Aus diesen Spezifikationen der Anwendungen lassen sich die Anforderungen
an die Menge und Qualitat der zu gewinnenden Zellinhaltstoffe ableiten. Die Gestaltung des
Prozessablaufs und die Auswahl der Verfahren, das heif3t der Methoden und Hilfsmittel richtet
sich zudem nach der Probenanzahl und dem gewinschten Probendurchsatz pro Zeiteinheit.
In der Praxis spielen zusatzlich die Fertigkeiten des Anwenders sowie die Verfigbarkeit von

Hilfsmitteln und Geraten im Labor eine Rolle.
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l. Tissue Procurement
Source: Key considerations: Study design:
- Primary human - Biological variation - Biological replicates
- Model organism - Sampling/handling variation - Technical replicates
- Cell culture - Duration of sourcing - Cell number calculation
- Workflow optimization
' II. Tissue Dissociation v
@ @@ Method: Key considerations: Quality control:
0] @® 8 - Mechanical mincing - Experimental consistency - FACS analysis
. @ (®)_<® - Enzymatic digestion - Shortest duration - gPCR for marker genes |
@88 -Automatedblending - Highest cell/nucleus quality - Imaging of cell integrity |
<[ - Microfluidics devices - Representation of all cell types - RNA quality (RIN) |
lll. Cell Enrichment (optional) \“‘\\_/"/
Method: Key considerations:
@j@@ - Differential centrifugation, sedimentation, filtration - Additional handling
@ @) @ _ Antibody labeling for positive/negative selection - Longer duration
@ ®@ - Flow cytometry or bead-based enrichment - Loss of RNA quality
= - Dead cell removal - Transcriptome changes

Abbildung 11: Uberblick iiber die schrittweise Vorgehensweise und Schliisselfaktoren bei der Einzel-
zellanalyse.?”

Zusatzlich zu der hohen Arbeitsintensitat, erhéhen lange Dissoziationsprotokolle mit vielen Pi-
pettier- und Prozesschritten das Kontaminationsrisiko erheblich, hinzu kommen noch Bedie-
nerfehler und Variabilitdt von verschiedenen Nutzern.®* Verschleppung und Kontamination
kénnen sowohl die Genauigkeit und Prazision einer Methode beeintrachtigen und sollten wah-
rend der Methodenentwicklung minimiert oder eliminiert werden.% Bei bioanalytischen Tests
sind Verschittungen, Aerosole und Tropfen wahrend der FlUssigkeitstransferphasen die

Hauptursachen fur Kreuzkontaminationen wahrend der Probenvorbereitung (Abbildung 12).

Preparation Steps Carryover Cross-Contamination SPE LLE PPT
Aliquot sample, addition of Medium Medium J J J
internal standard and reagent, mixing
SPE elution Low High J J —
Vigorous mixing High High — J J
Transfer of supernatant/extract Medium High — J J
Evaporation of extract Medium High J J J
Dilute extraction and mixing Medium Medium J — J

*SPE indicates solid phase extraction; LLE, liquid-liquid extraction; PPT, protein precipitation. Check marks (vF) indicate the at-risk steps involved
in SPE, LLE, or PPT.?

Abbildung 12: Ubersicht (iber das Risiko einer Verschleppung und Kreuzkontamination wéhrend der
Probenvorbereitung.®®

In Abbildung 13 ist in einer Prozesslbersicht dargestellt, welche typischen Prozessschritte bei
einem mechanisch/enzymatischen Gewebedissoziationsprotokoll Anwendung finden. Dieses

Protokoll beschreibt beispielhaft die standardmafige Herstellung von Einzelzellsuspensionen
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aus menschlichen Geweben. Es ist anzunehmen, dass dieses Protokoll auch bei anderen

menschlichen Gewebe- und Krebsarten sowie bei festen Geweben anderer Spezies funktio-

nieren wird.
‘_ ‘ . Discard g
e | . ‘ 100 x g . supematant, e
—_—y S = —_— = — = - —
I v E 1 5 min = add warm '
Surgically resected L2 “ room temp 3 media
patient sample pC Dt - - @

50 mL
Sterile container with PBS or conical

expenmental medsa to cover the sample
Xpe mpl Transfer

100 x g, 5 min =
room temp, Mince tissue
+— A - = P - +— ‘
discard e P S | with scaipel
e —— 3 'y - i e ——eee——T
supematant ¢
B0 mm
petri dish
; — s E --— —y |
= I g Wash 10 mL of
T - media through filter, ACK lysis,
\ - > » Count
- ' 100 x g 10 min if needed cells
room tem,
Incubate at 37°C with omg
5% CO, for 1 hour on Filter with 70 ym and
continuous nutating platform 40 pm cell strainers

Abbildung 13: Schritt-fiir-Schritt-Darstellung eines allgemeingliltigen Protokolls zur Gewebedissozia-
tion. Chirurgisch resezierte Patientenproben wurden in PBS, normaler Kochsalzlésung oder in einem
experimentellen Medium bei Raumtemperatur transportiert. Auf die mechanische Dissoziation folgte
eine 1-stlindige enzymatische Dissoziation unter Verwendung von Kollagenase Il und DNase I. Die
ACK-Lyse wurde zur Erythrozytenlyse vor der Zellzéhlung und Kryokonservierung oder dem Experiment
eingesetzt.%

Unter Vorbehandlung ist das Zerteilen der Probe in ein fur das Aufschlusssystem geeignetes
Gefal, optional das Abwiegen und eine Vorzerkleinerung zu verstehen. Dabei werden Messer,
Scheren oder Skalpelle eingesetzt, die Probe befindet sich meist in einem flachigen Gefaf,
beispielweise einer Petrischale. Als Hilfsmittel zur Handhabung der Probe kann eine Pinzette
dienen. Zellen aus Gewebeproben, wie z.B. Biopsien von soliden Tumoren, sind oft schwer zu
dissoziieren und in Suspension zu bringen, insbesondere wenn die Zellintegritat erhalten blei-
ben soll.” Typische Belastungsfaktoren sind eine unzureichende Temperatur, suboptimale
Pufferbedingungen, enzymatische Dissoziation von Zellen oder mechanische Belastung bzw.
Schaden durch Zentrifugation, Resuspension oder Vortexing der Zellen. Dabei sind die Aus-
wirkungen auf die Zellen oft abhangig von der Einwirkzeit dieser Faktoren sowie auf die Pro-
zess- und Lagerzeiten vor dem eigentlichen Gewebedissoziationsprozess. Im folgenden Ab-
schnitt werden praanalytische und analytische Variablen aufgefiihrt und im Detail analysiert,

die den Gewebedissoziationsprozess beeinflussen kénnen.

3.2.1 Praanalytische Variablen
Praanalytische Variablen (wie z.B. Gewebeverfiuigbarkeit, Handhabung und Verarbeitung,

Temperatur und Qualitat), die wahrend des analytischen Prozesses von Probenempfang bis
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hin zur Analyse auftreten, beeinflussen das klinische Verwertungsergebnis 6. Jeder dieser Va-
riablen kann als individueller Ansatzpunkt fir die Mdglichkeit einer Standardisierung des
praanalytischen Prozesses gesehen werden. Die Variabilitat in der praanalytischen Phase
kann die Qualitat der Gewebeverarbeitung beeinflussen, da sich die molekularen Profile der
Zellen wahrend der Gewinnung, Lagerung und Verarbeitung der Proben verandern kénnen.%
Langere Zeitabstande zwischen Gewebeentnahme und Prozessierung tragt auch zur Gewe-
beischamie bei, die Veranderungen in der Gen- und Proteinexpression induzieren kann, wie
z.B. eine verminderte Ostrogenrezeptorexpression im Brustkrebsgewebe.*®® Daher sollten bei
der Bewertung der analytischen Ergebnisse Variablen der Probenverarbeitung berticksichtigt
werden. Einige der wichtigsten probenabhangigen Variablen werden im folgenden Abschnitt
diskutiert.

Zustand des Gewebes: Bei der Auswahl von Gewebe fur weitere molekulare Tests sind eine
Reihe von Details zu beachten: die Gewebequelle, welches flr molekulare Tests verwendet
werden soll, die Art der Entnahme und Verarbeitung, einschliellich des verwendeten Fixier-
mittels, die Gesamtmenge des Tumors in diesem Gewebe und der prozentuale Anteil der Tu-
morzellen. Wahrend Gewebeproben theoretisch innerhalb von ca. 15 Minuten nach der chirur-
gischen Entnahme entnommen, verarbeitet und eingefroren werden konnten, erfordert dies in
der Regel speziell zugewiesenes Personal und spezifische Ressourcen sowie eine effiziente
und personell gut ausgestattete Chirurgie und Pathologie.'® Sobald die Probe dem Patienten
entnommen wurde, ist es wichtig, grob nekrotische oder verbrannte Bereiche schnell abzu-
schneiden und die Probe in kaltes serumfreies Medium zu tauchen. Die Probe ist wahrend der
gesamten Verarbeitungszeit auf Eis zu halten, mit der einzigen Ausnahme wahrend der Inku-
bation mit Verdauungsenzymen und der Lyse der roten Blutkérperchen.'® Empfohlen wird die
Proben nach der Entnahme bis zur Verarbeitung bei ca. 4 °C (feuchtes Eis), aber nicht gefro-
ren, aufzubewahren. Die Zeit bis zur Lagerung sollte so kurz wie mdglich sein; es kann jedoch
immer zu Verzdgerungen bei der Verarbeitung kommen, wenn eine sehr grofde Probe oder

mehrere Proben gleichzeitig verarbeitet werden missen.%?

Spezies und Alter der Gewebeprobe: Jede Gewebeprobe kann sehr unterschiedlich sein,
von einfachen Paraffinschnitten einer Krebsart (z. B. Brustkrebs) Uber frisches, gefrorenes und
fixiertes festes Gewebe, bis hin zu Korperflissigkeiten von Patienten mit einer Vielzahl von
Krankheiten.’®> Neben den Variationen zwischen Spezies, pathophysiologischen Bedingun-
gen und dem Entnahmeort, kann sich das mechanische Verhalten der Gewebeprobe und der
daraus resultierenden mechanischen Eigenschaften aufgrund des Zustands der getesteten
Probe andern. Hierbei spielen insbesondere Spezies und Alter des Spenders der Gewebe-

probe eine Rolle.
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Dissoziationsmedium und Verunreinigungen in den Enzymmischungen: Gewebedisso-
ziation und Primarzellisolierung sind Hauptanwendungen fir Enzyme in der Gewebekulturfor-
schung und bei zellbiologischen Studien. Trotz des weit verbreiteten Einsatzes von Enzymen
fur diese Anwendungen im Laufe der Jahre sind ihre Wirkmechanismen bei der Dissoziation
und Zellisolation nicht vollstandig verstanden. Infolgedessen ist die Wahl einer Dissoziations-
technik gegentber einer anderen oft willkirlich und basiert mehr auf experimentellen Erfah-
rungen als auf dem Verstandnis, warum die Methode funktioniert und welche Modifikationen
zu noch besseren Ergebnissen fuhren konnten. Einen Weg um die hohe Variabilitat der Er-
gebnisse zu adressieren, ist zum Beispiel ein standardisiertes Herstellungsverfahren fur En-
zyme. Hierzu werden in den letzten Jahren Protokolle basierend auf der Guten Herstellungs-
praxis (GMP) oder frei von tierischem Ursprung (AOF) Rohmaterialien eingefihrt. AOF Mate-
rialien werden bevorzugt eingesetzt, da sie die Kontamination mit Viren und Prionen tierischen
Ursprungs minimieren. Trotz allen Vorkehrungen bleibt ein Restrisiko bei der Benutzung von

Enzymen erhalten.

Temperatur: Die Temperatur muss unabhangig von der Art der zu verarbeitende Probe wah-
rend aller Prozessschritte reguliert, mindestens kontrolliert, werden. Dies ist vor allem wichtig
zur Pravention der Zelllyse und Erhalt der Zellintegritat. Da die Zellen nicht nur aus struktureller
Sicht, sondern auch aus molekularer Sicht intakt bleiben missen. Eine niedrige Temperatur
bei ca. 4 °C tragt dazu bei, die Stoffwechselaktivitaten zu verlangsamen, die zu biochemischen
Veranderungen flhren kénnen, die die Genexpression, die Transkription und die daraus re-
sultierenden Proteinprofile verandern (Tabelle 3). Auch Gefrier-/Auftauzyklen mussen in dieser
Phase vermieden werden, da die Zellen sehr empfindlich auf Temperaturschwankungen rea-
gieren kdnnen. Fur die meisten Protein- und DNA-Durchflusszytometrie-Assays kann das Ge-
webe bei Raumtemperatur entnommen und in ein sauberes (wenn maoglich steriles) Gefal mit
Wachstumsmedium gegeben werden. Die Probe wird auf Eis gelegt und ins Labor transpor-

tiert.1%

Tabelle 3: Bedingungen fiir die Probenahme und den Transport von verschiedenen Probenmateria-
lien.103

Probenmaterial Zustand Transportbedingungen
DNA frisch Bei 4 °C
Proteine frisch* Bei 4 °C*
Oberflachenproteine frisch* Bei 4 °C*
RNA sofort einfrieren In flissigem Stickstoff

*Je nach Art der Proteine (z. B. Enzyme) kénnen die Bedingungen fiir den Transport variieren und das Einfrieren erfordern.
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Probenaufreinigung: Sobald die Lebensfahigkeit einer Zellsuspension festgestellt ist, wird
entschieden, ob mit dem Einzelzell-Arbeitsablauf direkt fortgefahren wird oder eine Methode
zur Entfernung toter Zellen zur Anwendung kommt, um die Probe zu reinigen. Wie bereits
erwahnt, wird eine Lebensfahigkeit von >60 % oder mehr haufig als Grenzwert fur die Durch-
fuhrung von Einzelzellarbeitsablaufen erachtet. Dartiber hinaus flhrt jede Verbesserung der
Lebensfahigkeit zu einer besseren Datenqualitat aufgrund einer geringeren Hintergrundkonta-

mination.

Sobald eine genaue Zellzahl ermittelt wurde, kann eine Probenreinigung erforderlich sein, um
die Lebensfahigkeit der Probe zu erhdhen. Schritte zur Entfernung toter Zellen kdnnen zu ei-
nem erheblichen Verlust der Gesamtzahl der Zellen fGhren. In einer Studie von Hanams-
gar et al. wurden vier verschieden Aufarbeitungsmethoden getestet, um tote Zellen und Zell-
trimmer zu entfernen.' (1) Low-Speed-Spin-Waschungen, (2) Magnetsaulen-basiertes Dead
Cell Removal Kit, (3) Debris Removal Solution und (4) Saulenfreies Kit zur Entfernung von
toten Zellen. Wie in Abbildung 14 dargestellt, fihrten alle Methoden zu einem allgemeinen
Zellverlust nach der Reinigung, wobei der gréfite Zellverlust bei den beiden Magnetseparati-
onsmethoden und der geringste bei den Waschungen allein zu verzeichnen war. Es wurde
keine Verschiebung der ZellgroRenverteilung beobachtet, und es wurden hauptsachlich tote

Zellen entfernt, im Gegensatz zu Zelltrimmern.
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Abbildung 14: Quantifizierung des Zellverlusts und der Lebensfahigkeit nach Zellaufreinigungsschrit-
ten.’%* Menschliche PBMCs wurden in 5 gleiche Teile aufgeteilt und 4 Aliquots wurden jeweils einer
anderen Methode zur Entfernung toter Zellen unterzogen. Ein Aliquot wurde als "Nicht-Sduberungs-
Kontrolle" zuriickbehalten. Die Zellzahlen wurden mit einem manuellen Hdmacytometer vor und nach
der Entfernung der toten Zellen bestimmt. A) % Lebensféhigkeit vor und nach der Reinigung. B) % ver-
lorene Zellen, % tote Zellen und % lebende Zellen der Gesamtzahl bei verschiedenen Reinigungsme-
thoden.
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Bei der Maximierung des Anteils an lebensfahigen Zellen in einer verarbeiteten Probe ist es
auch wichtig, Zellklumpen und Triimmer in der Suspension zu vermeiden.'®® Um das Vorhan-
densein von zellularen Aggregaten zu minimieren, ist es unerlasslich, das Verhaltnis von Ober-
flache zu Volumen vor der enzymatischen Dissoziation zu erhéhen, indem die Probe in kleine

Stiicke von 3-4 mm?3 geschnitten wird. "

Die Durchflihrung des Erythrozytenlyseschrittes nach der Dissoziation erméglicht eine weitere
Reinigung der Probe. Eine Kontamination mit roten Blutkdrperchen (RBC) kann die Zellzah-
lung und Zellfarbung noch schwieriger machen. Die Hinzufigung eines zweiten Filtrations-
schritts nach der Erythrozytenlyse dient dazu, den groten Teil der Trimmer und zelluldren
Aggregate aufzufangen, die wahrend der ersten Filtration dem Filter entkommen sind. Schliel3-
lich sollten tote Zellen aus der Zellsuspension aussortiert werden, sobald die Verarbeitung
abgeschlossen ist, was durch sdulenbasierte oder durchflusszytometrische Sortierung erreicht

werden kann. 19

Zellwaschschritte sind auch in paucizellularen Umgebungen von entscheidender Bedeutung,
da Zellpellets nicht sichtbar sind und die Gefahr, sie nach der Zentrifugation versehentlich zu
verwerfen, gegeben ist. Dennoch muissen die Zellen immer in einer Pufferlésung gewaschen
werden, um Zelltrimmer, Verunreinigungen und/oder BSA/ FCS-haltiges Medium zu entfer-
nen. Aullerdem muss die Zentrifugationsgeschwindigkeit an den Zelltyp angepasst werden.
Die allgemein akzeptierte Empfehlung flr Saugetierzellen lautet, bei 300-500 g fir 5 Minuten
zu zentrifugieren, um ein Aufbrechen der Zellen zu vermeiden. Es ist jedoch wichtig zu erwah-
nen, dass diese sehr niedrige Geschwindigkeit zu losen Zellpellets und anschliekendem Pro-
benverlust fuhren kann, weshalb beim Waschen dulRerste Vorsicht geboten ist. Gangige Praxis
bei den der Probenvorbereitung folgenden Prozessen ist, Einwegkomponenten aus Kunststoff
zu verwenden, die nach Gebrauch entsorgt werden, so dass der Reinigungsaufwand entfallt

und gleichzeitig das Risiko der Kreuzkontamination minimiert wird.

Um Zelltod und Probenverlust zu vermeiden wird folgendes Vorgehen empfohlen:'% (a) frische
Zellproben so schnell wie moglich verarbeiten; (b) die Zellen in einem Medium mit dem richti-
gen Verhaltnis zwischen zusatzlichen Molekillen (z. B. Protease-/Phosphatase-Inhibitoren),
zusatzlichem Proteingehalt und lebensfahiger Zellumgebung (z. B., RPMI + 10 % FCS); (c)
zwischen den Schritten die Zellen bei 4 °C halten und Gefrier-/Auftauzyklen vermeiden; (d) die
Zellen bei 300 g flr 5 Minuten in kaltem PBS fir maximal 3 Durchgénge waschen; und (e)
sofort mit dem nachsten Schritt fortfahren oder die Zellpellets bei -80 °C unter Verwendung

von Schnellgefrierverfahren lagern.

Die ersten beiden Punkte der prananalytischen Variablen (Zustand des Gewebes, Spezies

und Alter der Gewebeprobe) sind in der Regel nicht frei wahlbar. Nichtsdestotrotz wird fur die
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Verfahrensentwicklung eine Erfassung von qualitativen und (semi)-quantitativen Probeneigen-
schaften (Gewebestruktur, Gewicht, Historie, Gewinnung; Lagerung /Transport Behandlung
und Zustand) erfolgen, die zur Evaluierung beitragen kénnten. Eine allgemeine Regel fir die
Handhabung von Gewebeproben ist, dass, wenn ein Parameter nicht kontrolliert werden kann,
dennoch eine Aufzeichnung Uber die Variabilitdt solcher Parameter fir jede Probe gefihrt wer-

den sollte.

3.2.2 Analytische Variablen

Umfassende Charakterisierung von Zellen ist der Schliissel zum Verstandnis biologischer Pro-
zesse, insbesondere bei Krankheiten und bei Reaktionen auf eine Behandlung. Erhebliche
Fortschritte in den letzten Jahren wurden in den Bereichen Genomik und Transkriptomik ge-
macht, die eine sehr detaillierte Beschreibung von Genen und Transkripten auf Einzelzelle-
bene ermdglicht.’9-1%% Allerdings ist die Einzelzellanalyse in diesem Umfeld und selbst bei
sehr geringen Zellzahlen immer noch eine Herausforderung.'® Von der Entnahme der Gewe-
beproben bis zur Analyse der Einzelzellen kbnnen mehrere Verarbeitungsschritte zu Proben-
verlusten, einer geringeren Zellqualitdt und einer eingeschrankten Zelltypidentifizierung fuh-
ren. Diese Einschrankungen werden bei der Arbeit mit komplexen klinischen Proben noch ge-

wichtiger.

In den letzten zehn Jahren wurden mehrere Technologien zur Erstellung von Einzelzellprofilen
entwickelt und in verschiedenen Anwendungen eingesetzt, die viele neue Erkenntnisse zutage
brachten.'® Die Probenvorbereitung und die Isolation einzelner Zellen sind die schwierigsten
Schritte bei der Einzelzellanalyse.''° Die Basis fiir samtliche analytische Protokolle zur Einzel-
zelluntersuchung ist eine Zellsuspension. In diesem Abschnitt werden die variablen Elemente
der Gewebedissoziationsmethoden in Abhangigkeit der analytische Anforderugnen beschrie-
ben. Ein besonderes Augenmerk liegt auf den Hauptfaktoren, die die endgultige Qualitat der
Einzelzelldaten beeinflussen kdnnen — insbesondere die Stresssignaturen, die potenziell die
Interpretation dieser Daten verzerren konnten. Aktuelle systematische und zeitliche Analysen
zu Dissoziations-induziertem Stress legen nahe, dass mit gentigend Zeit jede Zelle durch die
Dissoziationsverfahren verandert wird und dass jeder Zelltyp dynamisch darauf reagiert. Wah-
rend scRNA-seq eindeutig eine leistungsstarke Diagnosemethode ist, kann der Prozess der
Zerlegung des Gewebes in einzelne Zellen stérende Faktoren einflhren, die die Datenqualitat
und -zuverlassigkeit negativ beeinflussen kénnen.'"" Ein Faktor ist die fehlende Standardisie-
rung, die zu erheblichen Unterschieden zwischen verschiedenen Forschungsgruppen und Ge-
webetypen flihren kann.''2 Ein weiterer bedeutender Faktor ist, dass eine unvollstandige Auf-
schllsselung die Ergebnisse in Richtung der Zelltypen, die leichter zu dissoziieren sind, ver-
zerren konnte. Eine kirzlich durchgeflihrte Studie, die snRNA-seq mit Nierenproben von Mau-

sen verwendete, fand heraus, dass Endothelzellen und Mesangialzellen in den scRNA-seg-

27



Analyse

Daten unterreprasentiert waren.® SchlieRlich wurde gezeigt, dass lange enzymatische Ver-
dauungszeiten die transkriptomischen Signaturen verandern und Stressreaktionen hervorru-
fen, die die Zellklassifizierung beeintrachtigen. Die Behebung dieser Bedenken wiirde dazu
beitragen, das Feld der scRNA-seq in der Zukunft fir die Gewebe-Kartierung und Krankheits-
diagnostik voranzutreiben.?® Die Bemiihungen um eine Standardisierung der Einzelzell-Quan-
tifizierungsmethoden (wie zum Beispiel quantitative PCR) er6ffnen die Moglichkeit, die Einzel-
zellanalyse von spezialisierten Forschungseinrichtungen in Standard-Forschungslabore zu

verlagern.

Die Analyse der Prozessablaufe zeigt, dass der derzeitige manuelle oder teilautomatisierte
und enzymatisch durchgefuhrte Gewebedissoziationsprozess aufgrund der Vielzahl an einge-
setzten Probentragern und Hilfsmitteln mit einem erheblichen Handhabungsaufwand verbun-
den ist. Der Einsatz einer Vielzahl von Probentradgern und Hilfsmitteln fihrt zu einem hohen
Querkontaminationsrisiko, sowie zu einem hohen Rust- und Reinigungsaufwands. Aufgrund
der fehlenden Standardisierung, sowohl des Prozessablaufs als auch der Hilfsmittel ist keine

hohe Reproduzierbarkeit von Aufarbeitungsergebnissen gegeben.

Ein neues zu entwickelnde mechanische Gewebeaufschlussverfahrens sollte zur Reduzierung
des Handhabungsbedarfs beitragen, die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewahrleisten
und Risiko der Kreuzkontamination minimieren. Dies fuhrt zur Forderung nach Reduktion der
Schnittstellen und Minimierung von Probentragerwechseln und somit zu der Forderung nach

einem moglichst durchgangigen (tber einige Prozessschritte hinweg) verwendbarem System.

3.3 Analyse der Gewebedissoziationsmethoden

Es gibt verschiedene Arten von Gewebedissoziationsmethoden, einschliel3lich mechanischer,
enzymatischer Dissoziation (manuel oder teilautomatisiert durchgefiihrt) und der Explant-Me-
thoden. Jede Methode hat ihre eigenen Vor- und Nachteile und wird in verschiedenen Anwen-
dungen verwendet. Beispielsweise werden mechanische Verfahren oft eingesetzt, um Ge-
webe wie Knochen oder Muskelgewebe zu prozessieren. Im Gegensatz dazu finden enzyma-

tische Methoden haufig Anwendung, um weicheres Gewebe wie Leber zu dissoziieren.

Der Prozess der Gewebedissoziation ist die grofite Quelle fir unerwinschte technische Vari-
ation und Chargeneffekte in Einzelzellstudien.'"® Unterschiedliche Gewebe kdnnen sich in der
Zusammensetzung der ECM, der Zellularitat und der Steifigkeit erheblich unterscheiden, wes-
halb Dissoziationsprotokolle fir den jeweiligen Gewebetyp optimiert werden missen. Her-
kémmliche Protokolle fir die Einzelzellpraparation umfassen typischerweise die folgenden
Schritte: (1) Gewebedissektion, (2) mechanische Zerkleinerung, (3) enzymatischer/proteolyti-

scher ECM-Abbau (z. B. Disase, Kollagenase, Trypsin), oft begleitet von mechanischer Bean-
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spruchung und (4) optionale Anreicherung flir die interessierenden Zelltypen durch Durch-
flusszytometrie, beadbasierte Immunselektion, differentielle Zentrifugation oder Sedimenta-
tion. Jeder Schritt kann die Expressionssignaturen der Zellen beeinflussen und sollte daher
sorgfaltig optimiert werden, um so wenig Artefakte wie maoglich zu erzeugen. Ein optimales
Gewebedissoziationsprotokoll liefert so viele lebensfahige Zellen wie méglich in der schnellst
modglichen Zeit, ohne die Haufigkeit bestimmter Zelltypen bevorzugt zu vermindern oder signi-

fikant zu verandern.?

3.3.1 Explant Methode

Die einfachste und kostengtinstigste, aber gleichzeitig auch langwierigste Dissoziationsme-
thode stellt die Explantmethode dar. Diese Methode ist die urspriingliche Methode zur Isolie-
rung von Krebszellen aus primarem Tumorgewebe. Hierbei wird chirurgisch entferntes Tum-
orgewebe in feine Stiicke geschnitten und in Nahrmedium unter 37 °C inkubiert. Die einzelnen
Arbeitsschritte werden in Abbildung 15 verdeutlicht. Ein Vorteil dieser Methode ist die einfache
Entfernung von Gewebe, aus dem vornehmlich Fibroblasten herauswachsen. Allerdings wird
fur das Zellwachstum eine haufige Subkultivierung bzw. regelmafiger Mediumswechsel beno-
tigt. Die primare Explantationstechnik ist besonders nitzlich fir die Aufspaltung kleiner Men-
gen von Gewebe (z. B. Hautbiopsien). Die Beschrankung der Explantationstechnik liegt in der
schlechten Adhasionsfahigkeit bestimmter Gewebe an der Wachstumsoberflache und in der

Heterogenitat der Zellen im Auswuchs.
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Abbildung 15: Prozessanalyse der Explantmethode. Die einfachste und kostengiinstigste, aber gleich-
zeitig auch langwierigste Methode stellt die Explantmethode dar. Das Gewebe wird in feine Stlicke ge-
schnitten und in eine mit Medium gefiillte Petrischale, mit einem hohen Serumanteil, gegeben. Innerhalb
der Kultivierungszeit von etwa einer Woche sind migrierende Zellen aus dem Gewebe sichtbar.

3.3.2 Mechanische Gewebedissoziation

Die mechanische Auftrennung von Gewebe bedient sich verschiedener mechanischer Metho-
den, um den Zellverband aufzulésen. Hierbei werden keine Enzyme oder andere Chemikalien
eingesetzt, um eine Zellsuspension zu generieren. Die mechanische Auftrennung erfolgt dabei
durch Scherbeanspruchung des Gewebes. Hierdurch werden die Bestandteile der ECM, wel-
che fur Zell-Zell Verbindungen verantwortlich sind Uber ihre Festigkeitsgrenzen hinaus bean-
sprucht.’* Bei Anwendung mechanischer Methoden zum Zellaufschluss reil3en die entstehen-
den Spannungen und Dehnungen die Zellwande der Mikroorganismen auseinander. Bei der
mechanischen Beanspruchung von Partikeln werden Krafte von den Zellaufschlussgeraten auf
die Partikel Ubertragen. Nach Rumpf!'® kdnnen vier Beanspruchungsarten definiert werden.

Beim mechanischen Zellaufschluss treten hauptsachlich die Beanspruchungsarten "Druck-
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und Scherbeanspruchung" und "Beanspruchung durch das umgebende Medium" auf. Es ent-
steht in allen Fallen ein dreidimensionaler Spannungszustand mit Zug-, Druck- und Schub-
spannungen, der sich nur in Sonderfallen, die in der Praxis kaum Bedeutung haben, berech-
nen lasst."'® Diese Belastung kann beispielsweise durch Schneiden, Differenzgeschwindigkeit

des umgebenden Mediums und rapide Druckanderungen aufgebracht werden.

3.3.3 Manuell-mechanische Gewebedissoziation

Die mechanische Dissoziation erfolgt in der Regel nur partiell. Die am haufigsten verwendete
Methode zur mechanischen Dissoziation ist das Schneiden von Gewebeproben mit einer
Schere oder einem Skalpell auf eine Grofke von 1-2 mm?® oder das wiederholende resuspen-

dieren einer Gewebeprobe mittels Pipette.”"’~""9

Abbildung 16: Protokolle fiir eine manuelle Gewebedissoziation. A) Schematische Darstellung einer
manuellen mechanischen Gewebedissoziation. B) Die wichtigsten Schritte der Lymphknotenverarbei-
tung. Zwei verschiedene représentative Lymphknoten in einem Mdrser bzw. auf einer mit Kochsalzl6-
sung getrénkten Kompresse unmittelbar nach der Exzision. Der Lymphknoten bzw. das Uberschliissige
Fettgewebe ist durch blaue bzw. rote Pfeile hervorgehoben. Lymphknoten in Zellkulturmedium, nach-
dem er in kleine Stiicke geschnitten wurde. Lymphknotenstlicke in einem Zellsieb. Das Réhrchen ist mit
etwa 50 ml Medium gefiillt, das die aus dem Lymphknoten stammenden Zellen enthélt. Pellet der aus
dem Lymphknoten stammenden Zellen nach der Zentrifugation. Die rétliche Farbung zeigt eine leichte
Kontamination mit Erythrozyten an.20

Die vorbereiteten Proben kénnen danach in eine Petrischale platziert werden, wo sie mithilfe
einer Explantationsmethode kultiviert werden. Alternativ kann die mechanische Zerkleinerung
in Verbindung mit einem enzymatischen Verfahren angewendet werden, um verbesserte Re-
sultate zu erzielen.'' Alternativ kdnnen auch mikrofluidische Gerate zur mechanischen Dis-

soziation von Gewebeproben verwendet werden.'??
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Abbildung 17: Methodenlibersicht zur mechanischen Gewebedissoziation. A) Die manuelle Dissoziation
erfolgte durch wiederholtes Pipettieren von suspendierten Sphéaroiden mit einer 100mL Pipette (ca.
100x). Der Vorgang wurde nach einer kurzen Zentrifugation wiederholt, um eine vollstédndige Dissozia-
tion sicherzustellen. Die enzymatische Dissoziation wurde mit Accutase (ThermoFisher Scientific)
durchgefiihrt, wobei die Sphéroide mit 1mL Accutase flir 5min inkubiert wurden, bevor sie manuell ver-
rieben wurden.82 B) Explantatkultur zur Isolierung von MSC: Héndisch vorzerkleinerte Gewebestlicke
werden ohne Verdauungsschritt in die Kulturschale gelegt.’?3

Zur manuellen mechanischen Dissoziation gibt es neben Skalpell, Schere und feinem Draht-
netz nur wenige methodische Ansatze. Vorteilhaft ist hierbei gegentber anderen Gewebedis-
soziationsmethoden, dass keine Vorbehandlung des Gewebes notwendig ist, wodurch der
Kosten- und Zeitaufwand am geringsten gehalten wird (Abbildung 18). Dennoch besteht wah-
rend dieses Prozesses gleichzeitig das héchste Risiko unerwiinschter Kontaminationen und
einer Verringerung der Vitalitdt aufgrund der auftretenden Scherkrafte. Obwohl die mechani-
sche Aufspaltung das Risiko einer Zellschadigung birgt, ist das Verfahren weniger teuer,
schnell und einfach. Diese Technik ist besonders niitzlich, wenn das Gewebe in ausreichender

Menge zur Verfigung steht und die Effizienz der Ausbeute nicht sehr wichtig ist.
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Abbildung 18: Prozessanalyse der manuellen mechanischen Gewebedissoziation. Zur manuellen me-
chanische Gewebedissoziation gibt es neben Skalpell, Schere und feinem Drahtnetz nur wenige me-
thodische Ansétze. Vorteilhaft ist hierbei gegeniiber anderen Gewebedissoziationsmethoden, dass
keine Vorbehandlung des Gewebes notwendig ist, wodurch der Kosten- und Zeitaufwand am geringsten
gehalten wird.

Vorteile des mechanischen Gewebeaufschlusses ist der geringe Zeitaufwand, da Inkubations-
zeiten wegfallen, sowie im Vergleich zum enzymatischen Aufschluss geringeren Empfindlich-
keit gegenuber StérgrofRen auftreten. Ein wesentlicher Nachteil besteht darin, dass bei samt-
lichen mechanischen Verfahren die Zellen wahrend des Aufschlussprozesses durch ein-
wirkende Krafte geschadigt werden. Es ergeben sich im Vergleich zu enzymatischen Metho-
den im Allgemeinen deutlich niedrigere Viabilitatsraten.'?* Entscheidender Vorteil des rein me-
chanischen Aufschlusses ist es, dass dieser ohne den Einsatz von Enzymen auskommt. Me-
chanische Behandlungen sind im Allgemeinen flr die Isolierung von Zellen aus klassischen

immunologischen Geweben wie Blut, Milz, Lymphknoten oder Thymus ausreichend. Die Auf-
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reinigung von vitalen Zellen mit hoher Ausbeute aus Schleimhaut- oder anderen soliden Ge-
weben bendtigen jedoch oft den kombinierten Einsatz von mechanischer und enzymatischer

Gewebedissoziation.'?®

3.3.4 Enzymatische Gewebedissoziation

Der enzymatische Gewebeaufschluss nutzt Enzyme um einzelne Zellen aus der Gewebestruk-
tur zu I6sen. Hierbei kommen verschiedene Enzyme oder Enzymgemische zum Einsatz. Sol-
che Verfahren spalten Komponenten der ECM auf, darunter Collagene, Glykosaminoglykane
und auch Zelladhasionsmolekile (CAMs). Somit werden Zell-Zell und Zell-Matrix Bindungen
unterbrochen und die im Gewebe enthaltenen Zellen vereinzelt. Der enzymatische Aufschluss
wird fur viele Anwendungen als die Methode der Wahl betrachtet, da in Bezug auf andere
Methoden vergleichsweise grofle Mengen an Einzelzellen gewonnen werden. Weiterhin kon-
nen Uber einen enzymatischen Aufschluss hohe Zellviabilitatswerte der vereinzelten Zellen

erreicht werden.

Vor der Zugabe von Enzymen ist es wichtig, die Oberflache des Gewebes so weit wie mdglich
zu vergroéfRern, indem das Gewebe mit Instrumenten wie einem Skalpell, einer Rasierklinge
oder einer Schere zerkleinert wird. Durch diese VergroRerung der Oberflache wird das Ge-
webe dem Enzym starker ausgesetzt, wahrend gleichzeitig die flir die Verdauung erforderliche
Zeit minimiert wird. Typische Enzyme (siehe Tabelle 4), die fur den Gewebeaufschluss ver-
wendet werden, sind Collagenase und Dispase |, oft in Kombination mit DNase, EDTA und
DTT zur Minimierung der Zellverklumpung und zur Unterstitzung der Dissoziation (Abbildung
19).

300000 AB*E AJC*e* [/C+*

250000

200000

150000

Total Cell Count

100000

50000

I -

NN
W

NN

) == : .
EDTA TrypLE Collagenase &  Collagenaseé& Collagenase
Pronase Hyaluronidase
Abbildung 19: Wirksamkeit der verschiedenen enzymatisch-chemischen Dissoziationsprotokolle. Nach-
weis erfolgt durch die Gesamtzahl der Zellen in der Durchflusszytometrie. N=10. P-Werte: ** = 0.05,
***=0.01.79
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Die verwendeten Enzyme hangen vom aufzuschlieRenden Gewebetyp ab, da sich die Be-
standteile der ECM und deren Verteilung von Gewebe zu Gewebe unterscheiden. Trypsin bei-
spielsweise wird unter anderem bei Brust-, Magen- und Darmgewebe verwendet, wahrend

Pepsin etwa bei Lungengewebe Anwendung findet.

Tabelle 4: Verdauungsenzyme bei der Aufspaltung von festem Gewebe.”°

Enzym Anwendungszweck

Dispase -Bricht die extrazellulare Matrix auf

-Lost Zellkolonien ab

-Spaltet die Bindungen zwischen Zellen und extrazellularer Matrix
Kollagenase -Bricht die extrazellulare Matrix auf

-Bricht Peptidbindungen im Kollagen auf
Hyaluronidase -Bricht die extrazellulare Matrix auf

-Spaltet die glykosidischen Bindungen von Hyaluronan

Papain -Baut Proteine ab, die feste Verbindungsstellen zwischen Zellen bilden
Dnase-l -Verdaut freie DNA
-Verhindert Zellagregagtion
Accutase -Proteolytisch und Dnase-Aktivitat
TrypLE -Spaltet Zell-Zell Verbindungen

-Verandert nicht, wie bei Trypsin, die Antigen-Expression

Die standardmafigen Probenvorbereitungsmethoden fir festes Gewebe erfordern eine en-
zymatische Dissoziation, und je nach Herkunft, Dichte, Krankheitszustand, Elastin- oder Kol-
lagengehalt des Gewebes kann ein langer enzymatischer Verdau erforderlich sein. Die Kom-
bination aus hoher Temperatur und Stress, der durch eine langere Exposition gegenlber dis-
soziativen Enzymen hervorgerufen wird, induziert zelluldre Stressreaktionen, die zum Zelltod
oder zur Hochregulierung von transkriptionellen Signaturen fiihren.’®" Die Transkriptionsma-
schinerie bleibt bei 37 °C aktiv und eine langere Inkubation fir enzymatische Dissoziations-
prozessen bei hohen Temperaturen kann zu Artefakten bei der Genexpression fiihren, unab-
hangig von der Biologie zum Zeitpunkt der Entnahme.'?® Darliber hinaus kann eine langere
Inkubation bei héheren Temperaturen ohne Nahrstoffe eine Apoptose oder Anoikis auslé-
sen.'? In der Studie von O'Flanagan et al. wurde ein konserviertes Kollagenase-assoziiertes
Transkriptionsmuster identifizieren, das die Induktion von Stress- und Hitzeschockgenen ein-
schlief3t und mit einer Transkriptionsreaktion tbereinstimmt, die in einer Untergruppe von Mus-
kelstammzellen identifiziert wurde.?® Die Transkription dieser Gene als Ergebnis der Proben-
vorbereitungsmethoden kann ihre Induktion durch andere Mittel Uberdecken. Zusammenge-

nommen zeigen diese Ergebnisse, dass alle Zelltypen eine gewisse Stressreaktion auf die
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Dissoziation mit Kollagenase zeigen. Diese Stressreaktionen, die die Interpretation von scR-
NAseg-Daten erheblich beeinflussen kénnen, werden durch Dissoziation bei kalten Tempera-
turen minimiert.'?® Eine weitere Studie von Mattei et al. zeigte, dass ein standardmaRiger en-
zymatischer Aufschluss von Hirngewebe bei 37 °C im Vergleich zu einem optimierten mecha-
nischen Dissoziationsprotokoll bei 4 °C zu tiefgreifenden und konsistenten Veranderungen im
Transkriptom und Proteotyp von neuronalen und glialen Zellen fiihrt."?° Diese Ergebnisse un-
terstreichen das Risiko von technischen Verzerrungen und biologischen Artefakten bei der
Anwendung von auf enzymatischem Verdau basierenden Isolierungsmethoden und die damit

einhergehenden Temperaturschwankungen wahrende der Probenvorbereitung.'°

Als zusatzliche Schwierigkeit des enzymatischen Ansatzes ist eine mdgliche Schadigung von
Zellmembranen und Oberflachenproteinen durch langeren Kontakt mit Enzymen anzusehen.
Die enzymatische Dissoziation kann die Expression von Oberflachenmarkern durch unter-
schiedliche Proteaseaktivitat beeintrachtigen.’'-3® Dies kann die Verwendung flr bestimmte
nachgeschaltete Assays (z. B. Immunphanotypisierung mittels Durchflusszytometrie) ein-
schranken, wenn die nachzuweisenden Marker durch die proteolytische Spaltung des Enzym-

cocktails geschadigt sind."*

Die verringerte Haufigkeit von bestimmten Zelloberflachenmarkern, bedingt durch den Einsatz
von Enzymen, kann ein méglicher Grund fir die oft beobachtete Diskrepanz zwischen Daten,
die durch immunhistochemische Farbung von intaktem Gewebe gewonnen wurden und Gen-
expressionsdaten, die durch Durchflusszytometrie nach der Oberflachenfarbung von Zellen
erhoben wurden, sein. Da Oberflachenmolekile zudem wichtige immunologischen Funktionen
wie Zelladhasion, Erregererkennung und Outside-in-Signaling vermitteln, ist die fehlende oder
reduzierte Oberflachenexpression bestimmter Molekile nachteilig fir nachfolgende in vitro
Zellkulturtests und Assays. Die Expressionshaufigkeit von Oberflachenmarkern (Abbildung 20)
weisen darauf hin, dass der enzymatische Gewebeaufschluss tiefgreifende Auswirkungen auf
einer Vielzahl von Zelloberflachenmolekiilen hat. Dies wirkt sich direkt auf phanotypische Ana-
lyse, FACS- und MACS-basiertes Ziel Zellisolation und die Funktion von Immunzellen in Zell-

kulturexperimenten aus.'?®
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marker | high dispase  low dispase collagenase marker | high dispase low dispase collagenase

> 150% surface expression
120-150% surface expression
80-120% surface expression (no change)

50-80% surface expression

< 50% surface expression

D45
CD62L
CD69

coro

Abbildung 20: Einfluss des enzymatische Verdaus auf die Expression von Oberflachenmarkern. Anti-
kérperfarbung von 48 ausgewéhlten Oberflichenmarkern und einer FACS-Analyse. Griine Farbe be-
deutet erhéhte Oberflachenexpression nach enzymatischem Verdau, rote Farbe bedeutet verringerte
Oberflachenexpression; schwarz bedeutet keine Verédnderung der Oberflachenexpression.’25

Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit von Waschschritten bzw. der Zugabe von Enzyminhibi-
toren, um die Enzymaktivitat nach erfolgtem Gewebeaufschluss zu minimieren. Der enzyma-
tische Gewebeaufschluss ist wegen der méglichen Schadigung von Oberflachenproteinen nur
bedingt flr Verfahren geeignet, in denen nachfolgende Arbeitsschritte sich auf Oberflachen-
proteine beziehen. Ein weiterer Nachteil ist die Einwirkzeit, die die Enzyme brauchen, um ihre
volle Wirkung zu entfalten, um einen kompletten Gewebeaufschluss zu gewahrleisten. Aul3er-
dem ist eine Automatisierung dieses Verfahrens schwierig, da je nach Gewebetyp eine andere

Enzymzusammensetzung bendtigt wird.
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3.3.5 Manuell-Enzymatische Gewebedissoziation
In Abbildung 21 ist eine reprasentative Prozesslbersicht eines manuellen enzymatischen Ver-

suchs dargestellt. Dieser Prozess umfasst in der Regel folgende Schritte:

o Zerkleinerung des Gewebes: Das Gewebe wird in kleine Stlicke zerkleinert, um die
Enzyme besser auf das Gewebe wirken zu lassen. Dies kann mit verschiedenen Me-
thoden erfolgen, zum Beispiel durch Schneiden oder Zerreiben des Gewebes mit ei-
nem speziellen Gerat.

e Zugabe von Enzymen: Nachdem das Gewebe zerkleinert wurde, werden Enzyme hin-
zugefigt, die das Gewebe weiter zersetzen und die Zellen voneinander trennen.

e Inkubation: Im Anschluss wird die Gewebeprobe inkubiert, damit die Enzyme die Zellen
aus dem Gewebe l6sen kdénnen. Die Inkubation kann bei verschiedenen Temperaturen
und fur verschiedene Zeitraume erfolgen, je nachdem, welche Art von Gewebe und
welche Enzyme verwendet werden.

o Zentrifugation: Nach der Inkubation wird die Gewebeprobe in einer Zentrifuge zentrifu-
giert, um die Einzelzellen von den anderen Bestandteilen des Gewebes zu trennen.
Die Zentrifugation ermdglicht es, die Einzelzellen in einer Suspension zu sammeln, die
fur weitere Analysen verwendet werden kann.

o Aufbewahrung und Analyse der Suspension: Zum Schluss wird die Einzelzellsuspen-
sion aufbewahrt, bis sie fir weitere Analysen oder Experimente verwendet wird. Die
Aufbewahrung kann bei verschiedenen Temperaturen und fur verschiedene Zeitrdume

erfolgen, je nachdem, welche Anforderungen an die Suspension gestellt werden.
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Abbildung 21: Manuell-enzymatischer Arbeitsablauf zur Herstellung einer Einzelzellsuspension aus fes-
tem Gewebe.”®
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Als Nachbehandlungsschritt wird sehr haufig die Zentrifugation und Filtration eingesetzt, um
groliere Gewebereste und Partikel in der Lésung zu sedimentieren. Der Einsatz einer Zentri-
fuge gilt als Standardmethode um Zellen und enzymatische Bestandteile voneinander zu tren-
nen. Die Probe wird in einem Zentrifugengefall im Rotor platziert und von einem Motor auf
hohe Umdrehungsgeschwindigkeiten beschleunigt. Nach der Zentrifugation wird die Enzyml6-

sung durch Absaugen des Uberstandes von den Zellen getrennt. Dieser manuell-enzymati-

scher Gesamtprozess ist in der folgenden Prozessubersicht (Abbildung 22) dargestellt:

Probenvorbereitung

Auswahl +
Isolierung des Organs

|

Dissektion und Entfernung
von nekrotischem Gewebe
und Fett

Gewebe in kleine Stiicke
schneiden: 2-3 mm

|

Waschen mit DPBS
ohne Calcium +
Magnesium

Prozessschritt
Probemvorbereitung

Enzymatische Dissoziation Filtration Zentrifugation

" ‘ &24h ‘ ‘ ‘ ah—120h ‘ ‘ Smin-24h ‘ Steril. Edelstahl- oder Suspension mehrmals
Nylonnetz durch Zentrifugation in
l l (100 bis 200pum) Puffer waschen
Warm Trypsination  Cold Trypsination Collagenase Dispase b
Gewebe in eine Flasche Gewebestiicke in ein Gewebestiicke Die Gewebestiicke .
mit warmem Trypsin Fliischchen ibertragen  werden in Medium werden in einer Uberstand entfernen und
(37°C) uberfiihren und auf Eis legen mit Kollagenase Salzlosung mit Zellen resuspendieren
. . suspendiert Dispase suspendiert
Uberstand mit den Einweichen mit kaltem ) A
dissoziierten Zellen 0,25%igem Trypsinin  Inkubation bei 37°C Inkubation bei 37°C
auffangen. Alle 30 einer Salzltsung fir 6- fiir 4h-3 Tage flir 20 Minuten bis

Minuten wiederholen 24h bei 4°¢ mehrere Stunden
Gewebestiicke durch

Trypsin entfemen und Pipettieren dispergieren

Trypsin entfernen verwerfen

Gewebestlicke mit restlichem
Trypsin bei 37°C fiir 20-30

Minuten inkubieren.

Zugabe von warmen,
komplett Medium zu den Keine Zentrifugation

Gewebestiicken und
verteilen des Gewebos
vorsichtig mit einer Pipette.

I- 2min,

Beschreibung Materialien Pipettierschritte Dauner

Auswahl + Isolierung des Organs

-
Entfernung von nekrotischem Gewebe 30sec. -lmin.
Gewebe in kleine Stiicke schneiden 30sec. -lmin.

‘Waschen mit DPBS -Hinzufiigen DPBS 2 20 sec.
-DPBS entfemen
Enzvmatische Dissoziation
Wearm Trypsination Gewebe in Kolben mif warmem -Trypsin in den Kolben geben 1 10sec.
Trypsin iiberfiihren
Alle 30 Minuten den Uberstand -Uberstand auffangen 2 each 30min. 4h + Imin.
auffangen und 4 Stunden lang frisches  -Frisches Trypsin zugeben Total: 16
Trypsin zugeben
Trypsin entfernen 1 S sec.
Coid Try Gewebestiicke in ein Flaschch 10sec.
geben
Mit Trypsin in einer Salzlosung -Trypsin in den Puffer geben 2 6-24h + 10sec.
trinken -Umfiillen in Flaschchen
Trypsin entfernen und verwerfen 1 5 sec.
Gewebestiicke inkubieren T 20min. -30min.
Warmes, komplett Medium zu den Medien zugeben 2 30sec. - Lmin.
Gewebestiicken geben und das -Dispergieren
Gewebe vorsichtig mit einer Pipette
verteilen
Collagenase Ubertragung der Gewebestiicke in den  -Kollagenase zum Medium 2 20sec.
Kolben mit vollstindigem Medium hinzufligen
und Kollagenase -Umfiillen in Kolben
tnkubation I N -5
Gewebestiicke durch Pipettieren 1 30sec. - lmin.
dispergieren
Dispase Uberfilhrung der Gewebestiicke in -Dispase zum Puffer zugeben 2 20sec.
den Kolben mit Salz18sung und -Ubertragung des Puffers in den
Dispase Kolben
Inkubation 20min. — 24h
Filtration Probe das Zellsieb filtrieren 1-2min.
Zentrifugation Suspension mehrmals durch -Puffer z.B. 3 mal zugeben 3 15min.
Zentrifugation in Puffer waschen
Uberstand abnehmen und Zellen -Entfemen von 2 20sec
resuspendieren Resuspendieren
Total Warm Tryps.: 25 Warm Tryps.: ca. 4h
Cold Tryps.: 12 Cold Tryps.: ca. 6-24h

Abbildung 22: Prozessanalyse der manuell-enzymatischen Gewebedissoziation. Die manuell-enzyma-
tische Methode ldsst sich aufgrund der verwendeten Enzyme, Trypsin, Kollagenase und Dispase, noch-
mals in vier Verfahren unterscheiden. Die enzymatische Methode kann Bearbeitungs- und Inkubations-

Collagenase: 10

Dispase: 9

zeiten von mehr als vier Stunden bendtigen.

Collagenase: ca. 4h-5d
Dispase: ca. 0.3-14h
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Um den Herstellungsprozess der Einzelzellsuspension aus Gewebe mittels Enzymen zu ver-
einfachen und zu beschleunigen, kénnen teilautomatisierte Systeme eingesetzt werden. Diese
Systeme kénnen verschiedene Schritte des Prozesses libernehmen und somit die Arbeitsbe-

lastung des Personals reduzieren.

Ein Beispiel fur ein teilautomatisiertes System flir die Gewebedissoziation ist der sogenannte
gentleMACS® von Milteny Biotech, welcher aufgrund seiner weitlaufigen Verflgbarkeit in der
Praxis sehr haufig eingesetzt wird. Hier besteht der erste Pozessschritt aus einem enzymati-
schen Verdau und der zweite Prozessschritt aus einem mechanischen Aufschluss mit speziell
entwickelten Reaktionsréhrchen und einer Schneidklinge. Fir die weitere Betrachtung und de-
taillierten Analyse wurde dieses Gerat stellvertretend fur die marktverfugbaren, teilautomati-

sierten und enzymatischen Methoden tiefergehend betrachtet.

Das gentleMACS®-System stellt ein Benchtop-System zum Aufschluss oder zur Homogeni-
sierung von Gewebe dar. Das System besteht aus einem programmierbaren Basisgerat, wel-
ches Uber eine angetriebene Welle verflgt. Diese treibt das Schneidwerk in den als C- oder
M-Tubes bezeichneten Aufschluss-Gefalten an (Abbildung 23).

A) B)

Abbildung 23: gentleMACS®-System. A) Betriebseinheit des gentleMACS® mit aufgesetzten Disposab-
les und Heizelementen (Miltenyi Biotec 2021d). B) C-Tube Disposables fiir den GentleMACS.

Dabei sind die C-Tubes zum Gewebeaufschluss und die M-Tubes zur Gewebehomogenisie-
rung ausgelegt. Mittels des weilRen Mitnehmers wird die Gewebeprobe den Zahnen des
Schneidwerks zugeflihrt und so aufgeschlossen. Verschiedene Gewebetypen kénnen gleich-
zeitig verarbeitet und jederzeit neue Proben hinzugefligt werden. Durch die zusatzlichen Heiz-
elemente kann eine enzymatische Behandlung direkt im C-Tube erfolgen. Um eine Einzelzell-
suspension mit dem enzymatischen Verfahren mittels gentleMACS® isolieren zu kdnnen,
mussen zunachst die im Kit enthaltenen Enzyme vorbereitet werden. Hierfur wird den einzel-
nen Vials, abhangig vom Enzym, ein gewisses Volumen an DMEM mit stabilem Glutamin zu-

gegeben. Die Enzyme missen sich vollstandig I6sen und anschlieend aliquotiert werden, um
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sowohl Kontaminationen als auch ein wiederholtes Auftauen und Einfrieren zu vermeiden, was
die Enzymaktivitat beeintrachtigen kann. Das C-Tube wird fest verschlossen und umgekehrt
auf die Portstelle des gentleMACS® aufgesetzt. Zusatzlich wird das Heizsystem aufgesetzt
und das gewinschte Programm durchgefiihrt. Nach Beendigung des Aufschlusses wird das
Tube vom Gerat abgenommen und muss vor der Zentrifugation separat gefiltert werden. Nach
der Zentrifugation bei 300 g fiir 10 Minuten wird der Uberstand verworfen und das Zellpellet in
der gewiinschten Volumenmenge Medium resuspendiert. In Abbildung 24 ist eine Ubersicht

Uber die Arbeitsschritte, die bendtige Zeit und die Anzahl der Pipettierschritte dargestellt.

Probenvorbereitung Enzym-Prep. C-Tube Run program Filtration Zentrifugation

. Auswahl + RPM]:;‘;‘I;i'[nEEMH-lJ]_E e Vorbereitung Enzymemix  Soft and intermediate tumor  SmartStrainer 70pm: Uberstand entfernen
Isolierung des Organs SNl 37C_m_TDK_1 Vorbefeuchtung mit 3ml und Zell.en
rekonstituieren Almin. Dsee Medins resuspendieren
l Gewebestiicke in C- rpr: 1081
Dissektion und Raéhrchen tiberfiihren Tough lumuors ; .
Entfernung von 37C_m_TDK 2 Zel.lsu pension
41min 48sec hinzufiigen
l rpr: 1246
Adult Brain mouse:
Gewebe in kleine Stiicke 37C_ABDK _01 10ml Medium hinzufiigen
schneiden: 2-4 mm 31 ?T'“gjm
Prozessschritt Beschreibung Materialien Pipettierschritte Dauer

Probenvorbereitung Auswahl + Isolierung des Organs [ s
Gewebe
Gewebe in kleine Stiicke _ 30sec. -1min
schneiden
Waschen mit DPBS -Hinzufiigen DPBS 2 20sec.

-Entfernen DPBS
Enzymatische Vorbereitung ~ Enzyme mit Medium oder Puffer  -ca. 1-5 Enzyme 1-5 30sec.

rekonstituieren

C-Tube Vorbereitung Vorbereitung Enzymmischung -ca. 1-5 Enzyme 1-5 30sec.
wcrane o R
ein C-Rohrchen

L ] somn. 4smin

Start Dissoziatiosprogramim

Filtration Vorbenetzung Smartstrainer 1 Ssec.
Zellsuspension hinzufigen 1 Ssec.
10ml Medium zugeben 1 Ssec. +30sec.
Zentrifugation Uberstand entfernen und Zellen -Entfernen 2 Smin. 20sec.
resuspendieren -Resuspendierung

Total 9-17

Abbildung 24: Prozessanalyse der Gewebedissoziation mittels GentleMACS®. Der Aufschluss erfolgt
tiber optimierte, vordefinierte Programme in Zusammenwirkung mit speziell erstellten Enzym-Kits mit
einer unbekannten Zusammensetzung an Enzymen. Der Zusatz der Heizelemente stellt eine Optimie-
rung des Enzymverdaus dar, indem die Temperatur bei 37 °C, dem Aktivitdtsoptimum der meisten En-
zyme, konstant gehalten und direkt im Gerédt ermdglicht wird, ohne zwischenzeitliche Inkubation im
Wasserbad.
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Zusammenfassend werden folgende Herausforderungen flr den Gewebeaufschluss definiert.
Einzelzellsuspensionen kénnen mit Hilfe enzymatischer und/oder mechanischer Verfahren
aus Geweben gewonnen werden. Zahlreiche Protokolle, einschlieRlich verschiedener Enzyme
und physikalischer Aufschlussstrategien wurden in diesem Abschnitt beschrieben. Gewebe
enthalten viele verschiedene Zelltypen, aber auch unterschiedliches extrazellulares Material.
Selbst innerhalb eines scheinbar homogenen Gewebes variiert die Zellzusammensetzung und
die umgebende Matrix. Dies macht es sehr schwierig, Dissoziationsprotokolle zu entwickeln,

die eine vollstandige Charakterisierung von Geweben ermdglichen.

Die nachfolgend Abbildung 25 und Abbildung 26 geben zusammenfassend Auskunft Uber die
wichtigsten charakteristischen Prozesseigenschaften beziglich unterschiedlicher Parameter

der einzelnen analysierten Dissoziationsmethoden.

Vorbereitete Gewebeprobe

1 Warhe
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|

l

Gewebe in kleine
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}
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)

Filtration mit
SmartStrainer 70pm

Uberstand entfernen und Zellen
resuspendieren
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Abbildung 25: Ubersicht iiber die analysierten Methoden zur Gewebedissoziation.
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Die Explantmethode, die unter die manuelle Gewebedissoziation fallt, ist das kostenglinstigste
Verfahren mit einem Preis von 9 € pro Probe. Allerdings ist sie auch die zeitaufwandigste
Methode, da sie bis zu einer Woche in Anspruch nehmen kann und birgt ein erhéhtes Risiko
fur Kontamination. Die enzymatisch-chemische Methode kann, abhangig von der Art und An-
zahl der verwendeten Enzyme, Kosten von mindestens 18 € verursachen und zahlt gelegent-
lich zu den teuersten Verfahren. Im Vergleich zur Explantmethode ermdglicht die Herstellung
einer Einzelzellsuspension mittels dieser Methode bereits innerhalb von vier Stunden Ergeb-
nisse. Allerdings geht dies mit der Zerstérung von Oberflachenantigenen und Zellstrukturen
einher. Die manuell-mechanische Methode ist die wirtschaftlichste und schnellste Art der Ge-
webedissoziation. Sie ist jedoch ebenso wie alle arbeitsintensiven Methoden anfallig fur er-

hohte Kontaminationsrisiken, was in der folgenden Kultivierung der Zielzellen problematisch
sein kann.

Im Gegensatz dazu zeigt die teilautomatisierte Methode, die ein geschlossenes System ver-
wendet, ein erheblich verringertes Risiko fur Kontaminationen. Besonders bemerkenswert ist
neben der reduzierten Kontaminationsgefahr auch die Fahigkeit, mehrere Proben gleichzeitig
zu verarbeiten, was eine Hochdurchsatzverarbeitung ermdglicht. Die enzymatisch-teilautoma-
tisierte Methode unter Verwendung von gentleMACS® stellt, je nach den ausgewahlten Enzy-
men, die kostspieligste Methode dar. Obwohl sie mit einer Prozessdauer von knapp einer
Stunde im Vergleich zur manuell-enzymatischen Methode wesentlich schneller ist, bleibt sie
im Vergleich zur mechanischen Methode dennoch um das Finffache zeitaufwandiger. Wie in

Abbildung 26 dargestellt, ist der hohe Zeitaufwand hauptsachliche in der enzymatischen Ge-
webedissoziation und den damit verbunden Inkubationszeiten begrindet.
Probenvorbereitung [

Enzymatische Analyse
Gewebedissoziation
60

Zeitaufwand [min]
M £

Transferschritt [-]

A=t p—
’ ———-
A = .

10 11 12 13

8 14, 15 16. 17 18
Prozesschritte [-]

(i Zeitaufwand e Manuel Transiershritte offener Probe

Abbildung 26: Graphische Darstellung des Zeitaufwands und der Anzahl der Transferschritte fiir ein
enzymatisches Dissoziationsprotokoll. Die Analyse basiert auf einer Schritt-fiir-Schritt-Darstellung eines
Gewebedissoziationsprotokolls. Chirurgisch resezierte Patientenproben wurden in PBS, normaler

Kochsalzlésung oder Medium bei Raumtemperatur transportiert. Auf die mechanische Dissoziation
folgte eine 1-stiindige enzymatischen Dissoziation mit Kollagenase Il und DNase [.9
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Die momentan angewandten Methoden zur Gewebedissoziation umfassen Prozesse wie Zer-
kleinerung, enzymatische Verdauung, Disaggregation und Filterung. Diese Verfahren sind ar-
beitsaufwandig, zeitintensiv, ineffizient und zeigen eine hohe Variabilitat. Es besteht daher ein
dringender Bedarf an neuen Ansatzen und Technologien, um diese Herausforderungen zu
bewaltigen. Diese Herausforderungen werden im folgenden Kapitel aus der Analyse der Ge-

webedissoziationsmethoden abgeleitet und zusammenfassend dargestellt.

3.4 Ableitung von Untersuchungs- und Entwicklungsschwerpunkten

Das Ziel der meisten Gewebedissoziationsverfahren ist es, moglichst lebensfahige Zellen zu
erhalten und sicherzustellen, dass die Methode keine negativen Auswirkungen auf die Lebens-
fahigkeit oder Funktion der Zellen hat. Die Forscher und Techniker mussen die richtige Kom-
bination von Dissoziationsmethoden wahlen, um erfolgreich zu sein. Die meisten verlassen
sich dabei auf Literaturrecherchen, stoRen aber oft auf widerspriichliche Informationen und
Hinweise. Die Griinde flr die widerspriichlichen Daten lassen sich haufig auf unterschiedliche
Protokolle und inkonsistente und/oder unreine Enzyme zuruckfuhren. Unstimmigkeiten kon-
nen die Fahigkeit der Forscher beeintrachtigen, die Daten in ihren eigenen Experimenten ge-
nau zu interpretieren und sie kdnnen es anderen unmaoglich machen, das Experiment zu wie-
derholen. Diese Variabilitdt im Dissoziationsprozess kann sich auch negativ auf die Verwen-

dung dieser Zellen in Transplantations- oder Zelltherapieanwendungen auswirken.

Eine Moglichkeit, der Variabilitat zu begegnen, besteht darin, ein standardisiertes Protokoll fur
die Gewebedissoziation zu erstellen. Bei der enzymatischen Dissoziation zum Beispiel kann
es Probleme bei der Bestimmung der richtigen Enzymkonzentration, der richtigen Inkubations-
zeit und der richtigen Temperatur geben; wenn diese Faktoren nicht stimmen, kann es zu
Zellschaden oder unvollstandiger Dissoziation kommen. Ein weiterer wichtiger Schlissel zum
Umgang mit der Variabilitat ist die Qualitat der Enzyme. Enzyme sind in vielfaltigen Qualitats-
stufen verfligbar, die Reinheit, Qualitat (gemal den GMP-Richtlinien fir gute Herstellungspra-
xis), Enzymkonzentration und Herkunft (frei von tierischen Bestandteilen) umfassen. Die Vari-
abilitat dieser Produkte sowohl zwischen den verschiedenen Qualitdten als auch innerhalb der
Chargen stellt fir die Forscher eine Herausforderung dar. Die Variabilitat fihrt haufig zu wi-
dersprichlichen oder nicht reproduzierbaren Ergebnissen. Dies kann mit enzymfreien Disso-

ziationsprozessen direkt umgangen werden.
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Im folgenden Abschnitt ist eine Ubersicht tiber potentielle Probleme bei der Gewebeaufarbei-

tung dargestellt, die durch die Analyse in Kapitel 3 herausgearbeitet wurden:

o Insbesondere heterogenes Gewebe stellt spezifische Anforderungen an die Dissozia-
tionsmethode. So ist es mit der enzymatischen Methode kaum moglich, stark adha-
rente Zellen konsequent zu isolieren, gleichzeitig aber Beeintrachtigungen (vor allem
der Oberflachenmolekule) an fragilen Zellen zu vermeiden.

e Ein Nachteil der enzymgestutzten Dissoziation liegt in der Anzahl der unterschiedli-
chen, manuell durchzufiihrenden, Schritte innerhalb der Protokolle sowie den bendtig-
ten Enzymmischungen, die fur die verschiedenen Gewebe und zu isolierenden Zellty-
pen bendtigt werden. Die Wahl der Methoden ist stark an den Aufbau und Ablauf der
nachfolgenden Analytik sowie der Beschaffenheit der dargereichten Probe gebunden.
So ist zu beachten, dass die Enzyme nicht nur die extrazellulare Matrix verdauen, son-
dern auch Oberflachenmolekiile der Zellen angreifen. Sollen diese, im Anschluss an
den Gewebeaufschluss, beispielsweise mittels Durchflusszytometrie untersucht wer-
den, kdnnen Abweichungen im Dissoziationsprotokoll schnell zu qualitativ wie quanti-
tativ unregelmaRigen Untersuchungsergebnissen fuhren.

o Bei der enzymatischen Methode kdnnen Problem mit der Enzymkonzentration, Inku-
bationszeit und der optimalen Temperatur auftreten. Bei Fehleinschatzungen dieser
Parameter kann es zu erheblichen Zellschaden und zu einer unzureichenden Gewe-
bedissoziation kommen. Daruber hinaus spielt die Enzymqualitat eine entscheidende
Rolle, die zwischen unterschiedlichen Chargen sehr stark variieren kann. Dies kommt
vor allem im GMP reguliertem Umfeld zum Tragen.

e Im Zuge der voranschreitenden Personalisierung der Medizin und damit verbundenen
héheren Proben und Analyseaufkommen, wird der Einsatz von teilautomatisierten Ge-
raten zunehmend notwendiger. Diese haben neben einer steigenden Effizienz den Vor-
teil, dass Ergebnisse, aufgrund weniger individueller Arbeitsschritte, reproduzierbarer

werden.

Zusammenfassend ist die Fahigkeit, einzelne Zellen aus Geweben zu gewinnen ein Engpass
fur zellbasierter Diagnosetechnologien. Die Gewebeprobe wird typischerweise durch proteo-
lytische Verdauung und verschiedene mechanische Behandlungen aufgeschlossen, aber der
Erfolg war aufgrund langer Verarbeitungszeiten, geringer Ausbeute und hoher manueller Ar-
beitsbelastung begrenzt. Pathologische Gewebeproben kdnnen eine unterschiedliche Disso-
ziationskinetik im Vergleich zu gesunden Gewebeproben aufweisen. Zudem kann es Unter-
schiede in der Dissoziationsleistung zwischen verschiedenen Gewebeproben derselben

Krankheit geben. Bei der mechanischen Dissoziation von Gewebeproben und der Erzeugung
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von Einzelzellen entsteht eine mechanische Belastung. Mit verbesserten Verfahren und Tech-
nologien kann dieser Einfluss jedoch auf ein Minimum reduziert werden, um mdglichst kérper-
eigene und unverfalschte Zellen zu erhalten, so dass die daran durchgefiihrte Diagnostik ef-
fektiver ist und leichter Ubertragen werden kann. Der Einsatz von chemischen oder enzymati-
schen Reagenzien ist ungeeignet, da diese auch die Proteine beeinflussen, die spater fir die
Markierung/Farbung und molekularbiologische Analyse bendtigt werden. Hinzu kommt, dass
klinische Gewebeproben fir die Gewinnung von Primarzellen oft nur in kleinen Mengen ver-
fugbar sind. Aufgrund des hohen Bedarfs an Primarzellen und der begrenzten Verfugbarkeit
von Gewebeproben sollte die Gewinnung von Primarzellen so effizient wie moglich sein. Die
Mdglichkeit, einzelne Zellen aus Gewebeproben zu extrahieren, ist derzeit ein Engpass fir
zellbasierte diagnostische Technologien und bleibt ein entscheidender Faktor in den fortschrei-
tenden Ansatzen der personalisierten Medizin. Aus diesen Grinden soll im Rahmen dieser
Arbeit ein neues teilautomatisiertes Verfahren fur den enzymfreien und mechanischen Gewe-
beaufschluss entwickelt, getestet und validiert werden. Die speziellen Anforderungen fir ein

solches Verfahren werden im nachfolgenden Kapitel detailliert aufgezeigt.
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3.5 Anforderungen an ein System zur enzymfreien und mechanischen

Gewebedissoziation

Abgeleitet aus der Analyse ergeben sich folgenden Anforderungen an ein mechanisches und

enzymfreies Verfahren zur teilautomatisierten Gewinnung von Einzelzellen aus Gewebepro-

ben (Tabelle 5). Prozessschritte, welche im Rahmen des Workflows nicht automatisiert durch-

gefuhrt werden, werden hinsichtlich der bereits bestehenden, geeigneten Systeme zur Pro-

zessierung analysiert und die Schnittstellenspezifikation fliet in den Demonstrator ein. Dabei

wird differenziert zwischen Pflicht-Anforderung und Wunsch-Anforderung:

Tabelle 5: Anforderungen an ein mechanisches und enzymfreies Verfahren zur teilautomatisierten Ge-
winnung von Einzelzellen aus Gewebeproben.

Prozess Merkmal

Anforderung

Kriterien

Pflicht (P) /
Wunsch
(W)

Biologische Quali-

tat der Zielzellen

Zellviabilitat

Vergleichbare Viabilitédt im Vergleich zum
enzymatischen Prozess

Zellintegritat

hohe Lebendzellzahl (intakte Zellen)
Zellausbeute

Vergleichbare Viabilitdt im Vergleich zum
enzymatischen Prozess

Heterogenitat

Erhalt von mdéglichst vielen verschieden
Zelltypen (z.B. Hepatozyten)

>60%

Vergl. enzymati-

scher Prozess

P

Biologische Prozessparameter

Prozessierbares

Probenspektrum

Eignung fiir folgende Gewebearten

Herkunft: Wirbeltiere (human, murin)

Art: Verschiedene feste Gewebetypen
Gewinnung: Gewebeschnitt, Biopsie
Vorbehandlung: Keine Vorbehandlung
Lagerung: Puffer oder Fliissigkeit

Zustand: frisch

Gewebemenge: Im Bereich von klinischen
Gewebeproben

Dissoziationseffizienz

Méglichst vollstédndige Dissoziation der ein-

gebrachten Gewebeprobe

10 Pa - 1GPa E-
Modul

5-400mg

>90%
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Technische Prozessparamter

Prozesszeit (TAT) <15 Min/Probe P
Mbglichst kurze Prozessierung
Kosten <20€/Probe
Minimaler Kostenaufwand w
Rustzeit <10 Min P
Minimaler manueller Zeitaufwand fiir Hilfs-
prozess
. Einwegsystem p
Automatisierbar- | Minimales Kontaminationsrisiko

keit Filtration W
Integration eine Filterfunktion
Reproduzierbarkeit

2 - . ' . Nutzerunabhén-
Gewaéhrleistung einer hohen Reproduzier- gige Protokolle / p
barkeit durch
computerge-
Temperatur stevert
Minimale Temperaturentwicklung wéhrend P
der Prozessierung Max 1°C
Parallelisierbarkeit 2-4 Proben pa- W
Mehrere Proben kénnen parallel verarbeitet | rallel
werden
BaugréRe wW
Prozess- i <10k
Einfacher Transport zum Ort der Proben- g,
durchgangigkeit | nahme 30x30x30cm
Schnittstelle zu automatisierten Pipet- =)
Mulitwellplatte

tiersystem
Verwenden eines Standardlaborformats um

Prozessintegration zu erméglichen

oder Zentrifu-

genréhrchen
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4 Stand der Technik

Im Bereich der bioverfahrenstechnischen Forschungsarbeiten existieren Untersuchungen und
Lésungen zur Optimierung von Aufschlussverfahren fir biologische Proben. Diese Arbeiten
beziehen sich jedoch vorwiegend auf den Zellaufschluss im groftechnischen Malstab, bei-
spielweise auf den Aufschluss von Mikroorganismen flir die Pharmaproduktion. Ein guter
Uberblick tber die verschiedenen Mdglichkeiten zum Zellaufschluss findet sich bei einigen
Veroffentlichungen®'3¢, Bei Anwendung mechanischer Methoden zum Zellaufschluss reilRen
die entstehenden Spannungen und Dehnungen die Zellwande der Mikroorganismen ausei-
nander. Diese Methoden werden immer dann bendtigt, wenn intrazellulare Stoffe das Zielpro-
dukt sind. Grundsatzliche Untersuchungen von mechanischen und enzymfreien Aufschluss-
verfahren fur den teilautomatisierten Aufschluss von Gewebeproben zur Erhaltung der Zellin-
tegritat im Labormalstab sind nicht bekannt. Dabei wird bezuglich der mechanischen Gewe-
beaufschlussverfahren meist vom Stand der aktuellen Geratetechnik fur den Zellaufschluss
und nicht von den speziellen Anforderungen fur die Gewebedissoziation ausgegangen. In dem
folgenden Abschnitt zur Analyse des Standes der Technik wird auf die hauptsachlich ange-

wandten Methoden des enzymatischen und mechanischen Aufschlusses eingegangen.

Da der Fokus bei einer Gewebedissoziation auf der Auflésung der Zell-Zell-Kontakte liegt, darf
es mit einem Zellaufschluss nicht verwechselt werden. Die Liste der Zellaufschlussgerate ist
umfangreich.' Fur die Gewebedissoziation hingegen sind nur wenige Tischgerate bekannt.
Diese sind die MediMachine® (BD), der Singulator® (S2 Genomics), der Python® (Singleron)
und der gentleMACS® (Mitenyi). Diese Tischgerate arbeiten auf Basis eines enzymatischen
Verdaus der Gewebeprobe mit einer anschlieRenden mechanischen Prozessierung. Die me-
chanische Prozessierung der genannten Gerate basiert auf einem Rotor-Stator-Prinzip. Bei
diesem Prinzip wird die Probe nach dem enzymatischen Verdau durch hydraulische und me-
chanische Scherung aufgeschlossen. Dieses Verfahren wird haufig aufgrund seiner Effizienz
und der Aufschlusszeit eingesetzt. Hauptnachteil ist jedoch wie bereits in Abschnitt 3.3.5 und
3.2.2 der Einsatz von Enzymen. Einzig die MediMachine arbeitet auf Basis eines metallischen
Siebes ohne enzymatischen Einsatz. Einer der Hauptkomponenten ist die Einweg-Kammer,
welches ,Medicon® genannt wird. Im Medicon befindet sich ein Edelstahlelement, das die Ge-
webeprobe wahrend einer Kreisbewegung durch die Bohrlécher driickt. Die Bohrlécher sind
mit Mikroklingen umrandet. Die Antriebswelle wird durch einen Motor zwischen 10 Sekunden
bis 4 Minuten angesteuert. Die Suspension sammelt sich unterhalb des Siebs. Nach der Auf-
bereitung wird die Suspensionsfliissigkeit mittels einer Pipette aufgesaugt und in ein Proben-
gefald transferiert. Dieses System ist kaum automatisierbar, nicht adaptierbar flr unterschied-

liche Gewebetypen und kann nur eine Gewebeprobe pro Durchlauf aufarbeiten.
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Die Technologien fiir Gewebeaufbereitung zur Erhaltung der Viabilitat und Zellintegritat ist der-
zeit nicht weit vorangeschritten. Sie erfolgt Gberwiegend per Hand mit einem Skalpell und ei-
nem Zellsieb (siehe Abschnitt 3.3.2). Einzig einige mikrofluidische Ansatze sind bekannt. Die
mikrofluidische Geratetechnologie zielt darauf ab, die mechanische Dissoziation von Gewebe
zu verbessern, die Dauer des Verfahrens zu verkiirzen, die Zellriickgewinnung zu verbessern
und die Probenreinheit zu erhéhen. Dieser Ansatz ermdglicht eine schnelle und schonende
Dissoziation mit geringem oder gar keinem Enzymeinsatz. Ein mikrofluidisches Instrument be-
steht aus einem Netz von verzweigten Kanalen, deren Breite allmahlich abnimmt. Die Kanale
weisen wiederholte Ausdehnungen und Verengungen auf, die einen FlUissigkeitsausstol’ be-
wirken und die fiir die Zelltrennung erforderliche Scherkraft erzeugen.%3813° Diese mikroflui-
dischen Verfahren kdnnen jedoch nur fur sehr geringe Probenmengen im Bereich von <1 mg

eingesetzt werden.

A) B)

.'_','_\ g =
‘ / Q = 1 mUmin Vmax = 5700 umis
0 1000 2000 3000 4000 5000

Velocity (Hm/s)

Abbildung 27: Mikrofluidische Dissoziationsvorrichtungen. A) Schematische Darstellung des verzweig-
ten Kanals mit abwechselnden Verengungs- und Erweiterungsbereichen fiir eine mikrofluidische Gewe-
bedissoziationsvorrichtung.’®® B) Schematische Darstellung des mikrofluidischen Zelldissoziations-
Chips (u-CDC).140

4.1 Folgerungen aus dem Stand der Technik

Kommerziell erhaltliche Systeme, mit denen Gewebe aufgeschlossen werden kénnen, sind
bereits am Markt vorhanden. Aus der Analyse der derzeit verfigbaren Systeme zur Automati-
sierung der Probenvorbereitung ergibt sich als Anforderung ein neuartiges, zu entwickelndes
Verfahren, dass auch eine Schnittstelle zu am Markt Ublichen automatisierten Pipettiersyste-
men, vorzugsweise Pipettierrobotor, vorzusehen ist, so dass die nachfolgenden, auf Flissig-
keitshandhabung basierenden, biochemischen Prozessschritte mit am Markt verfugbaren Ver-
fahren durchgefuhrt werden kénnen. Die derzeitigen Gerate zum enzymatischen und mecha-

nischen Gewebeaufschluss gentigen diesen Anforderungen nicht. Diese Limitierungen in den
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Bereichen Prozessdurchgangigkeit, Systemgestaltung aus Einwegkomponenten sowie bei der

Automatisierbarkeit missen durch Entwicklungsarbeiten aufgearbeitet werden.

Eine Analyse zum Stand der Technik ergibt zusammenfassend, dass aufgrund der nachfol-

genden aufgelisteten Griinde derzeit noch keine ausreichende Lésung fir die teilautomati-

sierte, enzymfreie und mechanische Gewebedissoziation vorhanden ist.

Manueller Prozessaufwand: Manuelle Bearbeitung und Verwendung vieler unter-
schiedlicher Probentrager, Methoden und Gerate erhéhen den Aufwand fiir die Durch-
fuhrung und erschweren reproduzierbare Ergebnisse. Bisher gibt es noch keine Disso-
ziationsmethode mit einem durchgangigen Arbeitsablauf in einem geschlossenen Sys-

tem zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen.

Variierendes Probenspektrum: Bei der Entwicklung von mechanischen Gewebedisso-
ziationsverfahren kann aufgrund des breiten Probenspektrums und der entsprechen-
den Komplexitdt der Gewebeeigenschaften nicht auf theoretische Materialwerte zu-
rickgegriffen werden. Fir einen automatisierten Gewebeaufschluss ware deshalb ein
maoglichst breites prozessierbares Probenspektrum winschenswert, Uber die die

marktetablierten Gerate bisher nicht verfligen.

Parallelisierung: Nachgelagerte molekularbiologische Analysen erfordern ein hohes
Malf an Sterilitat und molekulare Integritat der Zielzellen. Derzeit ist noch kein paralle-
lisierbares System zur Gewebeaufbereitung am Markt verfigbar, welches enzymfrei
und damit kompatibel und universell zu nachfolgenden molekularbiologischen Analy-
sen angewandt werden kann. Die derzeitigen nachgeschalteten Analysemethoden
stellen strenge Anforderungen an die Eingangsprobe: Die meisten Methoden erfordern
(i) eine Suspension von Einzelzellen in (ii) einer Flussigkeit mit physikalischen Eigen-
schaften (Viskositat, Oberflachenspannung) innerhalb eines bestimmten Bereichs und

(iii) eine Zellkonzentration innerhalb eines bestimmten Bereichs.

Standardisierung: Wissenschaftler missen die richtigen Kombinationen der Auf-
schlussmethoden auswahlen. Die Auswahl basiert auf Erfahrungswerten und Literatur-
recherche. Dadurch kommt es zu inkonsistenten Ergebnissen. Dies fuhrt wiederum zu
nicht reproduzierbaren Ergebnissen. Als Folge der mangelnden Standardisierung, der
erwahnten manuellen Gewebeaufschlussmethoden, wurden verschiedene teilautoma-
tisierte Systeme entwickelt (siehe Kapitel 4). Ziel ist es, die Stabilitat des Aufschluss-
prozesses zu erhdhen. Die Prozessstabilitdt beschreibt die Fahigkeit des Prozesses,
bei gleichbleibenden Parametern konstante und vorhersagbare Ergebnisse zu liefern.
Durch die hierdurch erhdhte Standardisierung sollen Ergebnisse zwischen beispiels-

weise verschiedenen Laboren oder Verdffentlichungen vergleichbar gemacht werden.
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Weiterhin soll der personelle Aufwand verringert werden, indem das Gerat die zeitauf-
wandige Vereinzelung der Zellen tGbernimmt und so Personal flir andere Aufgaben frei-

stellt.

Es sind nur wenige Systeme bekannt, bei denen mechanische Aufschlussverfahren in Labor-
automaten integriert werden. Dies sind Sonderlésungen, bei denen bekannte, am Markt ver-
fligbare mechanische Aufschlussverfahren in Laborautomaten integriert werden. Die Integra-
tion, zum Beispiel einer Zentrifuge, in eine automatisierte Anlage ist nur unter erschwerten
Bedingungen mdglich. Zusatzlich zu hohen Investitionskosten wird viel Platz bendtigt, der in
einer automatisierten Plattform oft sehr begrenzt ist. Fur die Automatisierung eines Zentrifu-
gationsvorgangs mussten das Probengefald mithilfe eines Roboterarms verschlossen und der
Rotor beladen werden. Nach der Zentrifugation misste die Position der Probe bestimmt, diese
aus der Halterung herausgenommen, gedffnet und der Uberstand sicher abgesaugt werden.
Letzteres ist besonders auf Grund der unterschiedlichen GroRRe der Zellpellets schwierig.
Durch diesen Prozess ist es zwar moglich Zellkulturmedium oder Waschldsungen und Zellen
voneinander zu trennen, eine Automatisierung ware allerdings zu kostenintensiv, weshalb eine

Alternative gefunden werden sollte.

Die Analyse zeigt, dass flr ein enzymfreies und mechanisches Verfahren fir die Dissoziation
von Gewebeprobe ein Rotor-Stator-System in Betracht zu ziehen ist. Fir eine enzymfreie Nut-
zung dieses Verfahrens ist jedoch eine zellschonende Weiterentwicklung notwendig, welche
aktuell nicht am Markt verfugbar ist. Es musse Entwicklungsarbeiten in Bezug auf das mecha-
nische Wirkorgan, den Wirkmechanismus zu Prozessdurchgangigkeit, in Bezug auf die Ergeb-
nisqualitat und die Automatisierbarkeit durchgefuhrt werden. Die Notwendigkeit, eine grolRe
Anzahl von Proben zu verarbeiten, erfordert einen Kompromiss mit dem Grad der effektiven

Dissoziation.

Neben diesen wichtigsten allgemeinen Kriterien fir die Bewertung der verschiedenen Tech-
nologien, bringen die Anwendung zusatzliche spezifische Anforderungen mit sich, die sorgfal-
tig gepruft werden mussen. Fur Anwendungen mit lebenden Zellen werden oft sterile Betriebs-
bedingungen gefordert, welche wiederum Technologien erfordern, die auf austauschbaren

Einwegkomponenten angewiesen sind (z. B. mikrofluidische Chips).

Folglich sollte ein neues Verfahren entwickelt werden, dass sowohl durch die Qualitat der ge-
nerierten Einzelzellen und Automatisierung als auch durch geeignete Gestaltung der Hilfsmit-
tel und des Prozessablaufs zur Erhéhung der biologischen Qualitat und Reproduzierbarkeit
des Aufschlussergebnisses und zur Reduzierung des Handhabungsaufwandes beitragt. Be-

zuglich der Prozesszeiten muss das neue, zu entwickelnde System den Gewebeaufschluss in

52



Stand der Technik

vergleichbarer oder schnellerer Prozesszeit wie die als Vergleichsverfahren gewahlte gentle-
MACS®-System erreichen. Zusatzlich ergibt sich bei der Analyse der Prozesszeit beim der-
zeitigen manuellen Ablauf zudem die Anforderung die Zeitaufwande fiir Risten und Reinigen

ZU minimieren.

In diesem Projektabschnitt werden unter Berlicksichtigung der festgelegten Randbedingungen
und im Hinblick auf die geratetechnische Umsetzung die Grundlagen der Teilverfahren erar-
beitet. Im Einzelnen handelt es sich um die Entwicklung eines mechanischen Wirkorgans zur
enzymfreien Dissoziation von klinischen Gewebeproben und die Entwicklung und Optimierung
des Dissoziationsprozesses fir teilautomatische und parallelisierte Integration in den diagnos-
tischen Gesamtprozess. Der in dieser Arbeit vorgestellte Ansatz zielt speziell darauf ab, die
mit soliden Biopsien verbundenen Verarbeitungsprobleme zu I6sen, einschliellich der voll-
stdndigen Prozessintegration und des maoglichst vollstandigen Schutzes vor Prozesskontami-
nationen. Diese Eigenschaften werden durch den Einsatz von Mikrofabrikationstechniken er-
reicht. Hierbei ist es das Ziel, integrierte mikrofabrizierte Mahlwerke zu entwickeln, die in ein
gangiges Labormal passen und somit problemlos in bestehende Laborablaufe integriert wer-
den kénnen. Das daraus resultierende System sowie die gewiinschte Einwegnutzung sollen
die Verarbeitung von Biopsien mit einem Volumen im Bereich von 5-400 mg ermdglichen und
muinden damit in einer teilautomatisierten Probenverarbeitungstechnologie fiir die klinische

Forschung.

4.2 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es ein mechanisches Dissoziationsverfahren ohne den
Einsatz von Enzymen oder Chemikalien fur eine grolte Anzahl an Gewebetypen zu entwickeln.
Beim Schritt der Gewebedissoziation kdnnen verschiedene mechanische Verfahren einge-
setzt werden. Als Kriterien zur Auswahl des Verfahrens werden die Effizienz des Verfahrens,
die erreichbare Qualitat des Ergebnisses, sowie die Prozesszeit, Kosten und Kontaminations-
risiko herangezogen. Die mechanische Dissoziation der Gewebeprobe soll mittels Rotor-Sta-
tor-Zerkleinerung durchgefihrt werden. Rotor-Stator-Homogenisatoren (auch Kolloidmuahlen
oder Willems-Homogenisatoren genannt) sind in der Regel leistungsfahiger als reine Schneid-
mischer und eignen sich gut fur pflanzliches und tierisches Gewebe. Der Rotor-Stator-Homo-
genisator wurde zunachst fir die Herstellung von Dispersionen und Emulsionen entwickelt,
und die meisten biologischen Gewebe werden mit diesem Gerat schnell und grindlich homo-
genisiert ' . Da es das Kernziel dieser Arbeit ist Zellen mdoglichst intakt zu halten und nicht
zu schadigen, missen die bestehende Konzepte auf diese Anforderung angepasst werden.
Der Zellaufschluss mit dem Rotor-Stator-Homogenisator erfolgt durch hydraulische und me-
chanische Scherung. Bei der mechanischen Dissoziation (Rotor-Stator) wird das Mahlwerk

(Rotor) mit kleiner bis mittlerer Geschwindigkeit im Bereich kleiner 50 rpm durch die Flussigkeit
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und Gewebeprobe bewegt, wodurch Schneid- und Mahlkrafte entstehen, die die Zell-Zell Ver-
bindungen in einen Gewebekomplex aufbrechen kénnen, ohne die Einzelzellen in ihrer Integ-
ritdat zu schadigen. Um ein solches Rotor-Stator Mahlwerk auszulegen und diesen in einen
teilautomatisierten Laborprozess zu Uberfihren sind verschiedene theoretische Uberlegungen

notwendig, die im folgenden Abschnitt behandelt werden.

Im folgenden Kapitel werden auf Grundlage dieser Anforderungen ein mechanisches Wirkor-
gan zur enzymfreien Gewinnung von Einzelzellen aus Gewebeproben entwickelt. Dieses Wirk-
organ wird anschlielend in ein teilautomatisiertes Gesamtsystem integriert und ein Prozess-

ablauf erstellt.
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5 Losungskonzept fur eine mechanische und enzymfreie

Gewebedissoziation

Ein Rotor-Stator-Wirkorgan ist ein mechanisches Gerat, das verwendet werden kann, um eine
Gewebedissoziation durchzuflhren. Es besteht aus einem rotierenden Rotor und einem stati-
schen Stator. Die Gewebedissoziation mittels Rotor-Stator beruht auf der Erzeugung von
Mahl- und Scherkraften, indem die Probe zwischen zwei harten, gegeneinander gleitenden
Oberflachen mechanisch beansprucht wird. Durch die Rotation des Rotors, wird das Gewebe
durch eine Kombination aus Turbulenz und mechanischer Scherung, die in dem engen Mahl-
spalt zwischen Rotor und Stator auftritt, dissoziiert. Diese Kraft kann durch die Wahl des Rotor-
Stator-Abstands, der Rotationsgeschwindigkeit und der Form des Rotors und des Stators va-
riiert werden. Rotor-Stator-Wirkorgane werden in der Biotechnologie, der Pharmazie und der
Lebensmittelindustrie verwendet, um Gewebe zu zerkleinern, zu homogenisieren und zu dis-
soziieren. Es ist geeignet flr die enzymfreie Gewebedissoziation, da es die Zellen mechanisch
zerkleinert, anstatt auf chemische Zusatze oder Enzyme zurlckgreifen zu mussen. Dies hat
den Vorteil, dass es das Gewebe schonend behandelt und die Aktivitat von Enzymen, die sich
im Gewebe befinden, minimiert. Die Herausforderung bei der Verwendung eines Rotor-Stator
ist das Gewebe aufzuschlieen, ohne dabei die strukturelle Integritat und Viabilitat der Zielzel-
len negativ zu beeinflussen. Hier beschreiben wir einen Ansatz, der durch die Mikrofabrikation

von Schneid- und Mahlzahnen in einem rotierenden Scheibenformat ermdéglicht wird.

Die Grundannahme hinter der Entwicklung der Gewebedissoziations-Technologie ist, dass
mikrogefertigte gegenlaufige Mahlkérper den Aufspaltungsprozess enzymfrei, schneller und
gleichmaRiger durchfihren kénnen als herkdbmmliche Methoden, bei denen ein geschulter
Techniker ein einzelnes Skalpell und Zellfilter verwendet oder ein enzymatischer Ansatz mit
einem teilautomatisierten, auf dem Markt erhaltlichen Gerat (siehe Kapitel 4). Bei dem zu ent-
wickelten Rotor-Stator ist die wichtigste Komponente das mechanische Wirkorgan, das
Schneid-Mahlwerk. Die Schneid- und Mahlwerkszahne besitzen eine flossenférmige Gestalt.
Zu einer Seite hin laufen sie spitz zu, wahrend die Ecken der anderen Seite abgerundet sind.
So ist es mdglich das Gewebe zu schneiden, wenn die spitzen Seiten zueinander zeigen,
sowie das Gewebe zu Mahlen, wenn die stumpfen Seiten zueinander zeigen. Dieses Verhalten
|&sst sich Uber die Drehrichtung beeinflussen. Darliber hinaus wir dadurch das Probenmaterial
effektiv in die zerkleinerungsaktiven Zonen zwischen den Mahlkérpern geleitet. Der Gewebe-
aufschluss an sich wird mittels zweier gegenlaufiger Mahlwerke (Rotor und Stator) realisiert
(Abbildung 6). Die Einsatze sind mit Schneid- und Mahlzédhnen ausgestattet, welche so ange-
ordnet sind, dass sie aneinander vorbei rotieren konnen ohne sich zu bertihren. Dabei wird

das Gewebe zwischen den beiden mit Schneidzdhnen ausgestatteten Einsatzen durch die
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Rotationsbewegung der Einsatze zueinander aufgeschlossen. Groliere Gewebestlicke wer-
den direkt durch die Schneidzahne zerkleinert, wahrend kleine Gewebefragmente durch diffe-
renzgeschwindigkeitsinduzierte Scherung weiter aufgeschlossen werden. Der Umschlag von
einer laminaren zu einer turbulenten Grenzschicht lasst sich durch kiinstliche Hindernisse,
sog. Strombrecher, erzwingen. Ein Strombrecher soll eine turbulente Strémung unterstitzten,

so dass eine bessere Durchmischung der Probe stattfindet.

Abbildung 28:Schematische Darstellung der gegenlédufigen Schneid- und Mahlzéhne.’#2 Der Rotor wird
tiber einen Motor in Rotation versetzt, wéhrend der Stator in Position gehalten wird. Durch die Bewe-
gung der Zdhne zueinander wird der Gewebeaufschluss erreicht.

5.1 Konzept zur Integration des mechanischen Wirkorgans in ein Stan-

dardlaborformat
Nach der konzeptionellen Auslegung des mechanischen Rotor-Stator Wirkorgans ist der
nachste Schritt die Umsetzung der Systemstandardisierung fir die Prozessintegration. Die
modulare Integration ermdglicht es, spezialisierte Automatisierungseinheiten in vorhandene
Laboreinrichtungen einzufiihren, ohne den gesamten Arbeitsablauf umstrukturieren zu mus-
sen. So kann beispielsweise ein Roboterarm mit prazisen Greifern nahtlos in den bestehenden
Prozess integriert werden, um bestimmte Schritte effizienter auszufihren, wie zum Beispiel
die genaue Platzierung von Proben oder Fliussigkeitsabgabe. Dadurch kénnen Labore ihre
Effizienz steigern und Arbeitsablaufe optimieren, ohne teure und komplexe Verarbeitungsge-
rate anschaffen zu missen. Ein Hauptvorteil der modularen Integration ist die Entkopplung der
Laborautomatisierung von der hohen Investition fir ein spezifisches Verarbeitungsgerat, was
vermutlich die Markteintrittsbarriere und Akzeptanz im Nutzerumfeld im Vergleich zu anderen
Plattformen senkt. Auf diese Weise konnen eine grofiere Anzahl von Forschern und Laboren
von den Vorzugen der Automatisierung profitieren und ihre Arbeitsprozesse effizienter gestal-
ten.' Daher wére es vorteilhaft das Wirkorgan in ein Standardlaborformt zu integrieren, da
Automatisierungssysteme am effektivsten arbeiten, wenn die Eingangsmaterialien oder Ver-

brauchsmaterialien standardisiert sind. Ein Beispiel fir standardisierte Laborformate sind die
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weitgehend standardisierten Aulienmale von Multiwell-Platten und von Zentrifugenréhrchen,
die die Automatisierung von Mikroskopie- und Plattenleseverfahren und die Zentrifugation mit
Standardlaborzentrifugen ermdglicht haben.'* Eine sorgfaltige Uberpriifung der Kompatibilitat
der automatisierten Module mit den spezifischen Laborbedingungen und verwendeten Mate-
rialien ist unerlasslich, um eine reibungslose Funktionalitdt wahrend der modularen Integration
zu gewahrleisten. Daher soll das Mahlwerk in ein Standardlaborformat, wie eine Multiwellplatte
oder ein Zentrifugenréhrchen, integriert werden. In Tabelle 3 ist eine Bewertungsmatrix darge-
stellt, die verschiedene Kriterien fur die Implementierung des Mahlwerks in ein Standardlabor-
format enthalt. Zur Bewertung stehen ein Zentrifugenréhrchen und eine Multiwellplatte zur
Auswahl. Die Bewertungskriterien sind Spritzgusskompatibilitat, Durchsatz, Sterilitdt, Benut-
zerfreundlichkeit, Potential zur Integration von weiteren Funktionalitdten neben der eigentli-

chen Gewebedissoziation und dem Automatisierungspotential.

o Die Spritzgusskompatibilitdt bezieht sich auf die Fahigkeit des Laborsystems, mit
Spritzgusstechniken kompatibel zu sein, um standardisierte Proben oder Vorrichtun-
gen herzustellen. Eine hohe Spritzgusskompatibilitat ermoglicht die effiziente Herstel-
lung von reprasentativen Proben oder Tragerstrukturen, die fir die Untersuchungen
mit dem Wirkorgan verwendet werden.

o Der Durchsatz bezieht sich auf die Menge der Proben, die das Laborsystem pro Zeit-
einheit verarbeiten kann. Ein hdherer Durchsatz bedeutet, dass das System effizienter
arbeitet und eine gréRere Anzahl von Experimenten oder Analysen in kirzerer Zeit
durchgefuhrt werden kann. Ein hoher Durchsatz ist besonders wichtig, wenn das Wir-
korgan fur grol3 angelegte Studien oder Hochdurchsatz-Screenings verwendet werden
soll.

o Die Sterilitat ist ein entscheidender Aspekt, wenn das Wirkorgan fir medizinische oder
pharmazeutische Anwendungen verwendet wird. Das Laborsystem sollte so konstru-
iert sein, dass es eine sterile Umgebung gewahrleisten kann, um Kontaminationen zu
vermeiden und zuverlassige, reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen.

¢ Die Benutzerfreundlichkeit beschreibt, wie einfach und intuitiv das Laborsystem zu be-
dienen ist. Ein benutzerfreundliches System reduziert die Einarbeitungszeit fir das
Personal und minimiert potenzielle Bedienfehler. Klare Anweisungen, gut gestaltete
Benutzeroberflachen und automatisierte Prozesse tragen zur verbesserten Benutzer-
freundlichkeit bei.

e Das Laborsystem sollte Uber das Potenzial verfugen, zusatzliche Funktionalitdten ne-
ben der eigentlichen Gewebedissoziation zu integrieren. Dies kdnnte die Integration

von Aufreinigungs- oder Analyseeinheiten sein, die eine weiterflihrende Aufreinigung
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und umfassendere Charakterisierung des Wirkorgans und der damit verbundenen Pro-
zesse ermoglichen.

o Das Automatisierungspotenzial bezieht sich auf die Fahigkeit des Laborsystems, ver-
schiedene Prozesse und Schritte automatisch auszufiihren, ohne menschliches Ein-
greifen. Ein hohes Automatisierungspotenzial erhéht die Effizienz, verringert die Ar-

beitsbelastung des Personals und minimiert potenzielle Fehlerquellen.

Tabelle 6: Auswahl eines Standardlaborformats zur Integration des Mahlwerks anhand von festgelegten
Bewertungskriterie.

Laborformat Form Sprltzgl.lss- Durchsatz Sterilitdt l.Jser- Inttlegrat.lo"n Automatlsw;rungs Gesamt
kompatibel friendly Funktionalitdten -potential

Zentrifugen-

réhrchen +++ + +++ +++ +++ ++ +++

(50ml)

24- ’ ++ + - - + +
Multiwellplatte ©*

+H sehrhoch  + moderat

+ hoch - niedrig

Die Bewertungsmatrix hat zum Ergebnis, das Zentrifugenréhrchen im 50 ml Format fir die
Mahlwerksintegration zu verwenden. Bei dem Zentrifugenrdhrchen kann die Integration einer
Filtereinheit als zusatzliche Funktionalitét betrachtet werden. Dies fuhrt zu einer unmittelbaren
Aufreinigung der Zellsuspension direkt nach der Gewebedissoziation, was zu geringem Zeit-
aufwand und minimiertem Kontaminationsrisiko flihrt. Die Dimensionen dieser prazisionsge-
fertigten Komponente (Rotor und Stator) auf Basis eines 50 ml Zentrifugenrdéhrchens betragt
im Durchmesser 21,0 mm mit einem Probenvolumen bis hin zu 1,1 ml. Die Rotordrehzahl kann
zwischen 0-120 U/min variieren. Der Mahlspalt zwischen den rotierenden Mahl- und Schnei-

dezdhnen hat einen definierten Abstand von 100 um (Abbildung 29).
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Rotor

Abbildung 29: Schneid-Mahlwerk des Dissoziationssystems mit Darstellung des definierten Mahlspalts
von 100um. (a) Das Kernstiick besteht aus einem Rotor- und einem Statoreinsatz, die mit gegenléufigen
Mahlzdhnen ausgestattet sind. (b) Abbildung der gefertigten Mahl- und Schneidwerkzeuge. (c) Sche-
matische Darstellung der Abmessungen des Mahlspalts zwischen den Schneid- und Mahlzéhnen. 4

Das Dissoziations-Roéhrchen mit integriertem Mahlwerk und Filtereinheit flr die enzymfreie
Gewebedissoziation ist in Abbildung 30 schematisch dargestellt. Das Dissoziations-Réhrchen
besteht aus einem Zentrifugenrohrchen mit Deckel, einem Zellfilter und dem Mahlwerk. Das
Mahlwerk besteht aus zwei Teilen, die miteinander interagieren und das Gewebe mittels
Schneid- und Mahlbewegungen aufschliel3en. Der obere Teil wird im Deckel des Zentrifugen-
réhrchens befestigt. Der Durchmesser des Loches im Deckel ist dabei genau abgestimmt auf
die Abmessungen des Zapfens, der sich am oberen Teil des Rotors befindet. Dieser Zapfen
dient als Adapter und Motorwelle zwischen Motorelementen und Dissoziationselementen. Der
andere Teil des Mahl- und Schneidwerks wird im Sieb befestigt. Beim Zusammensetzen des
Dissoziationsréhrchens fligen sich oberer und unterer Teil so blindig zusammen. Bei der Dis-
soziation wird nur der Rotor des Mahlwerkes bewegt, wahrend der andere Teil, der Stator,

unbeweglich bleibt.

. . .‘:-.

Abbildung 30: CAD-basierte Darstellung der Dissoziationsréhrchen mit den Kernkomponenten. Die
CAD-Entwiirfe aller Dissoziationskomponenten wurden so konstruiert, dass sie mit einer Spritzqgussher-
stellung kompatibel sind.
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Ein zusatzlicher Vorteil besteht darin, dass das Dissoziationsréhrchen als geschlossenes Sys-
tem konzipiert wurde. Die Filtration der generierten Einzelzellen kann innerhalb des Réhrchens
im direkten Anschluss an die Dissoziation erfolgen, wodurch keine weiteren Pipettierschritte

bendtigt werden und das Kontaminationsrisiko auf ein Minimum herabgesetzt wird.

5.2 Das zerkleinerungsaktive Volumen im Rotor-Stator-System

Ein Rotor-Stator-System besteht aus einem sich bewegenden Rotor und einem feststehenden
Stator. Zwischen beiden Teilen befindet sich ein schmaler Mahlspalt. Durch die rotierende
Bewegung entstehen im Spalt hohe Scherraten auf engstem Raum. Die Simulation der Bewe-
gung von Mahlkérpern bei laminaren Stromungsverhaltnissen in Riihrwerkmuhlen konnte zei-
gen, dass bei laminaren Strémungen die maximalen Scherraten im Fluid in der Nahe der Rihr-
scheibe und an der Mahlraumwand auftreten.’#® Dieses Verhalten konnte auch durch eine
Stromungssimulation des konzeptionellen Mahlwerks mit COMSOL™ gezeigt werden (Abbil-
dung 31).

Abbildung 31:Qualitative Darstellung der relativen Scherkréfte (1/s) zwischen den Mahlzdhnen und der
Mahlraumwand bei einer laminaren Anstrémung (1m/s).Simulation wurde mittels COMSOL Multiphysics
® Software erstellt. Gelbrot stellen Bereiche mit erhbhten Scherkréften dar.

Die Zerkleinerung von Partikeln erfolgt durch mechanische Beanspruchungen zwischen den
Mahlkérpern, sowie zwischen Mahlkérpern und Mahlraumwand. '’ Dieser raumliche Abschnitt
in einem Stator-Rotor System wir als zerkleinerungsaktives Volumen bezeichnet. Um eine
Zelle zu beanspruchen, muss sie zwischen zwei Mahlkdrpern bzw. einem Mahlkérper und der

Wand eingefangen werden (Abbildung 32).
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‘ dyl2

zerkleinerungsaktives Volumen V., ux

Abbildung 32: Darstellung des zerkleinerungsaktiven Volumens zwischen zwei Mahlkérpern.50

Zwischen den Oberflachen der Mahlkérper kdnnen mehrere Zellen oder Zellagglomerate ein-
gefangen werden, wobei jede dieser Zellen am Ende des Beanspruchungsprozesses Kontakt
zu beiden Mahlkorpern hatte. Bei der Annaherung der Mahlkorper werden alle Zellverblinde
eingefangen und mit der gesamten zur Verfligung stehenden Energie (volumenbezogene
Energie) beansprucht. Bei einem Mahlkérper-Gewebe-Mahlkdrper-Kontakt kommt es also zu

mehreren Einzelpartikelbeanspruchungen mit unterschiedlichen Beanspruchungsenergien.

Wie viele Zellverblinde pro Mahlkérperkontakt eingefangen werden, hangt unter anderem von
der Beladung des Mahlwerks und der GréRe der Zielzellen, sowie der Grofte und Anzahl der
Mahlkérper im Mahlwerk ab. Eine Zielzelle mit dem Durchmesser xp kann ausschlief3lich in
einem aktiven Volumen zwischen zwei Mahlkdrpern des Durchmessers duk beansprucht wer-
den, in dem der Abstand zwischen den Mahlkérperoberflachen kleiner ist als der Partikeldurch-
messer xp. Fur die Berechnung des zerkleinerungsaktiven Volumens zwischen zwei Mahlkor-
pern Vagwmk lasst sich folgende Gleichung (Herleitung der Gleichung siehe Abbildung 73 im
Anhang) verwenden:

x3 4
Vakemg =T 7 (dMK + 3 XP)

Formel 4: Formel zur Berechnung des zerkleinerungsaktiven Volumens.

Hinzu kommen noch Einflisse durch die Anzahl der Zahnkranze und deren geometrischer
Ausbildung. Das aktive Volumen des gesamten Mahlraums Vaumr ist proportional dem Produkt

aus aktivem Volumen Vamk und der Mahlkérperanzahl nux.

Vakemr & Mvk * Vake,mk

Formel 5: Berechnung des gesamten zerkleinerungsaktiven Volumens des Mahlraums.#8

Ein weiterer bedeutender Faktor zur Beschreibung der Effizienz einer Gewebedissoziation un-

ter Verwendung einer bestimmten Mahl- und Schneidwerksgeometrie ist der zerkleinerungs-

61



Lésungskonzept flir eine mechanische und enzymfreie Gewebedissoziation

aktive Durchmesser. Der Durchmesser des zerkleinerungsaktiven Volumens hangt vom Mahl-
kugeldurchmesser dwk, der ZielzellgroRe x und vom Abstand der Mahlkdrper bzw. von Mahl-

korper und Mahlwerkswand a ab.

Abbildung 33: Darstellung des zerkleinerungsaktiven Durchmessers zwischen zwei Mahlkérpern.

In erster Linie bezieht sich diese Formel auf einen kugelférmigen Mahlkdrper. Nach Abbildung
33 ergibt sich der Durchmesser des zerkleinerungsaktiven Volumens flir zwei Mahlkdrper nach
Formel 6.

Aokt = JZ ' dMK-(x—a)+x2—a2

Formel 6: Berechnung des Durchmessers des zerkleinerungsaktiven Volumens zwischen zwei Mahl-
k6rpern.’49

In dem der duk graduell vergrélRert wird, kbnnen auch unterschiedliche Geometrien von Mahl-
kérpern mit dieser Formel abgebildet werden und damit den zerkleinerungsaktiven Durchmes-

ser naherungsweise fur eine flossenformige Geometrie berechnet werden (Abbildung 34).

62



Lésungskonzept flir eine mechanische und enzymfreie Gewebedissoziation

A) B)

350
300
250

200

[

150

100

Kugelférmige Mahlwerke

oo ¢

50

0 500 1000 1500 2000 2500

Flossenférmige Mahlwerke

Abbildung 34: Berechnung des zerkleinerungsaktiven Durchmessers fiir verschiedene Schneid- und
Mahizahngeometrien am Beispiel von kugelférmigen und flossenférmigen Mahlwerksgeometrien.
A) Schematische Darstellung der dux Verdnderung bei unterschiedlichen Mahlwerksgeometrien. B)
Graphische Auswertung der Verénderung des zerkleinerungsaktiven Durchmessers bei gradueller An-
derung des Mahlkérperdurchmessers.

Die Kennwerte, die auf das zerkleinerungsaktive Volumen und den Durchmesser Bezug neh-
men, definieren den verfligbaren Raum, der fiir die Ubertragung der Energie in das Proben-
material zur Verfigung steht. Diese Kennwerte kdnnten als Parameter fir die Gestaltung und
Optimierung eines Dissoziationsprozesses genutzt werden. Die zu erzielende ZielzellgrofRe
l&sst sich somit naherungsweise Uber eine Einstellung der aktiven Volumina und Durchmes-
ser, sowie Mahlkdrperabstand und -grofRe variieren. Die Anzahl der Zahnkranze wirken sich

dabei auf das Mahlergebnis aus.

5.3 Auslegung der Mahlwerksdimensionen im Rotor-Stator-System

Ausgehend von den ausgewahlten flossenférmigen Mahlzadhnen sind unterschiedliche Mahl-
grélRendurchmesser in Bezug auf das zur Verfiigung stehende Mahlraumvolumen denkbar.
Das zur Verfugung stehende Mahlraumvolumen soll mit mehreren Mahl-Schneid-Werkzeugen
bestuckt werden, die freilaufend -auch in gegenlaufiger Richtung- aneinander vorbei gleiten
koénnen. Infolgedessen ergeben sich in Verbindung mit den gegenlaufig rotierenden Schneid-
und Mahlwerkszahnen gunstige Probeneinzugsbedingungen der Gewebeproben in die zer-
kleinerungsaktiven Zonen. Die Auslegung der Dimensionen fir das Mahl- und Schneidwerk
sind direkt abhangig von den Dimensionen des 50 ml Zentrifugenréhrchens. Daraus ergeben
sich fur den Innendurchmesser des Mahlwerks ein zur Verfligung stehender Durchmesser von
21,0 mm und ein Gesamtvolumen, ohne Bericksichtigung der flossenférmigen Schneid- und

Mahlwerkszahnen von 1175,9 mm3. Zur Dimensionsauslegung des Mahlwerks wurden fol-
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gende Annahmen getroffen und festgelegt. Zwischen den gegenlaufigen Zahnreihen entste-
hen Mahlzonen, in welchen die Gewebedissoziation vorwiegend stattfindet. Diese Mahlzonen
haben einen definierten Abstand, den sogenannten Mahlspalt, von 100 um zwischen den
Schneid- und Mahlzédhnen und den Schneid- und Mahlzahnen zu den Strombrechern am in-
neren und aufieren Rand des Mahlwerks. Die 100 um Abstand ergeben sich daraus, dass
innerhalb dieser GréRenordnung theoretisch alle bekannten Zelltypen in Abhangigkeit ihres in
der Literatur beschrieben Zelldurchmessers (Tabelle 7) durch den Mahlspalt hindurchgleiten
kdnnen -unter Berucksichtigung der Elastizitat von eukaryotischen Zellen- ohne in ihrer zellu-

laren Integritat geschadigt zu werden.

Stator

4
:100pm
A

Rotor

5200pm

Innendurchmesser Mahlwerk: 21mm

Volumen Mahlwerk: 1175,9mm?3
Aktive Mahlzonen (MZ): 12 pro Umdrehung

Abbildung 35: Dimensionsauslegung des Mahlwerks, Mahlspalts und der Mahlzéhne.

Zusatzlich ist die Dimension des Mahlspalts noch mit einem Sicherheitsfaktor von 20% beauf-
schlagt, da mit einer geringfliigigen Abweichung von den Sollmal3en bei dem Herstellungspro-
zess zu rechnen ist. Nachdem die Abmalie des Mahlispalts definiert wurden, kénnen die Di-
mensionen der Mahlkérper (MK) festgelegt werden. An der breitesten Stelle haben die flos-
senformigen Mahlkérper einen Mahlkdrperdurchmesse (Duk) von 1600 pm. In dem gesamten
Mahlkérpervolumen kénnen insgesamt 6 Mahl- und Schneidzéhne im Rotor und 9 Mahl- und
Schneidzahne im Stator angeordnet werden. Dadurch ergeben sich pro vollstandiger Umdre-
hung des Rotors 12 Mahlzonen (Formel 5). Aus dieser Dimensionsauslegung des Mahlraums
kénnen im nachsten Schritt die Kennwerte des zerkleinerungsaktiven Volumens und des zer-

kleinerungsaktiven Durchmessers berechnet werden.
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5.4 Berechnung des zerkleinerungsaktiven Volumens und Durchmessers

im Rotor-Stator-System
Das Volumen, in dem Zellverblinde von Gewebeproben eingefangen und beansprucht werden
koénnen, wird als zerkleinerungsaktives Volumen bezeichnet. Wie in Abschnitt 5.2 kann das
zerkleinerungsaktive Volumen durch Formel 4 berechnet werden. Auf Basis dieser Formel
kann das zerkleinerungsaktive Volumen in Abhangigkeit des Zielzelldurchmessers x; in einer
Mahlzone berechnet werden. In Abbildung 36 wurden bespielhaft die zerkleinierungsaktiven
Volumen einer Mahlzone fiir die Mahlkérperdurchmesser von 800 um, 1600 um und 2400 um

fur einen Zielzelldurchmesser von 0-120 um berechnet.

2,00E+07

1,50E+07

1,00E+07

Aktives Volumen V,,, [um?]

5,00E+06

0,00E+00
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Zielzelldurchmesser x, [pm]

—@—300pm 1600pm —@—2400pm

Abbildung 36: Berechnung des aktiven Volumens in Abhéngigkeit vom Zielzelldurchmesser xp.

Die Auslegung der Dimensionen in Abhangigkeit des Mahlspaltes von 100 ym hat einen opti-
malen Mahlkérperdurchmesser von 1600 um ergeben. In Tabelle 7 ist eine Ubersicht tber die
aktiven Volumina fiir einen Mahlkérperdurchmesser von 1600 um, die flir die Beanspruchung
von spezifischen ZielzellgroRen theoretisch zur Verfligung steht. Aus diesen aktiven Volumina
kann im nachsten Schritt berechnet werden, wie viele Zellen von einem bestimmten Zelltyp im
Mahlspalt beansprucht werden kénnten. Tabelle 7 verdeutlicht, dass das aktive Volumen bei
einem Duk von 1600 um ausreichend ist, um fur jeden Zelltyp im Bereich von 1-100 ym min-
destens eine Zielzelle beanspruchen zu kénnen. Diese theoretischen Annahmen basieren auf

einem vereinfachten Gewebemodell, das lediglich einen einzigen Zelltyp umfasst.
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Tabelle 7: Ubersicht der Zellvolumina und ZellgréRen der zu beanspruchten Zelltypen im Bereich bis zu
100 um Zelldurchmesser.?%

Zelltyp Zell Zielﬂzell- Aktives Volumen Anz?hl bez.:mspruchte Zellen
volumen groRe dmk=1600 pm im aktiven Volumen
[um?] [um] [um?] [-]

rote Blutkdrperchen 100 6,0 45442,1 454,4
Lymphozyt 130 11,0 153369,1 1179,8
Neutrophile 300 8,4 89243,7 297,5
Betazelle 1000 9,1 105492,8 105,5
Enterozyt 1400 12,0 182672,6 130,5
Fibroblast 2000 18,0 413048,2 206,5
Hela 3000 17,0 368126,3 122,7
Har-Zelle (Ohr) 4000 19,0 460595,1 115,1
Osteoblast 4000 20,0 510773,3 127,7
Alveolarmakrophage 5000 21,2 574469,4 114,9
Hepatozyt 7000 40,0 2076586,7 296,7
Kardiomyozyt 15000 25,0 801354,2 53,4

Megakaryozyt 30000 50,0 3270833,3 109,0
Fettzelle 600000 100,0 13606666,7 22,7

Auf Grundlage dieser Daten kann berechnet werden, wie viele Durchgange der Gewebeprobe
notwendig sind, um jede Zielzelle in der Probe zu beanspruchen und damit aus der umliegen-
den Gewebematrix zu I6sen. In einer Lebergewebeprobe von 150 mg ist theoretisch eine Ge-
samtzellzahl von 1,50E+06 enthalten (unter der Annahme von einer Gesamtzellkonzentration
laut Literatur von 1,0E+07 Zellen/g)."®" Ausgehend von einer Hepatozytenanzahl in der Leber
von 60-70 %, ergeben sich eine Anzahl von 9,0E+05 Hepatozyten in der betrachteten Leber-
gewebeprobe. Bei einer Beanspruchung von 296 Hepatozyten pro zerkleinerungsaktivem Vo-
lumen und bei 12 vorhanden Mahlzonen (siehe Abschnitt 5.3) wirde es ca. 253 Mahlzonen-
durchgange bendtigen, um theoretisch jeden Hepatozyten zu beanspruchen. Diese 253 Mahl-
zonendurchgange wirde, bei einer angenommenen Umdrehungsgeschwindigkeit von 10 rpm
und einer Prozessdauer von 96 s, nach insgesamt 20 Umdrehungen des Rotors pro Dissozi-
ationsprotokoll erfolgt sein. Dieses Protokoll wurde in einem Vorversuch durchgefihrt. Es
konnten mit dem oben beschriebenen Protokoll eine Dissoziationseffizienz von >90 % erreicht
und eine Gesamtzahl von 6,65E+06 Zellen/mg mit einer Hepatozyten Ausbeute von 1,73E+06
Zellen/mg erzielt werden. Daher kdnnen die theoretische Auslegung als valide und sinnvoll fur
die weitere Dissoziationsprotokollauslegung angesehen werden. Eine ausfiihrliche Versuchs-

beschreibung ist in Abschnitt 6.1.4 zu finden.
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Die Anzahl der beanspruchten Zellen im zerkleinerungsaktiven Volumen kénnen als Grund-
lage fir weitere Prozessparameter, wie Beanspruchungsdauer der Gewebeprobe und der Dis-
soziationseffizienz, dienen. Gerade wenn es sich um die Etablierung eines neuen Dissoziati-
onsprotokolls fiir ein nicht getestetes Gewebe handelt. Jedoch gibt es hierbei einige Limita-
tionen zu beachten. Gewebeproben sind sehr komplexe Gebilde, welche sehr selten aus nur
einem Zelltyp aufgebaut sind und besitzen unterschiedliche mechanische Eigenschaften. Des
Weiteren wird in diesem Modell die dynamische Gewebedissoziation wahrend des Prozesses
nicht berlcksichtigt. Die Kapazitat des Rotor-Stators sollte auf die Viskositat und das Volumen
des Mediums sowie auf die Art und Menge des zu verarbeitenden Gewebes abgestimmt sein.
Die GroRRe der Probe muss vor der Verarbeitung mit dem Rotor-Stator-System klein genug
sein, um in den Stator gezogen zu werden. Daher missen die Proben oft vorzerkleinert, ge-

schnitten oder vorfragmentiert werden.

Neben der Berechnung des zerkleinerungsaktiven Volumens, kann die Berechnung des zer-
kleinerungsaktiven Durchmessers durchgefuhrt werden. Der Durchmesser des zerkleine-
rungsaktiven Volumens hangt vom Mahlwerksdurchmesser dwk, der Zellgréf3e x und vom Ab-
stand der Mahlwerke voneinander ab. Dieser Zusammenhang wird mittels Formel 6 ausge-
drickt.

Mit dieser Formel konnte das Mahlwerk theoretisch auf einen zerkleinerungsaktiven Durch-
messer d« von 365,51 um ausgelegte werden. Dieser entspricht weitestgehend dem real ge-
messen Wert von 360 um mit einer Abweichung von 5,51 ym an dem gefertigten Mahlwerk-
prototyp. Die geringe Abweichung spricht dafir, dass anhand dieses Parameters eine Opti-
mierung und Kennzahl fur den Vergleich von verschiedenen Geometrien von Mahlwerkskop-
ern vorliegt. Da in der vorliegenden Arbeit nur eine Geometrie (weitere Mahlwerksgeometrien
konnten aufgrund der Herstellungskosten nicht realisiert werden) untersucht wird, findet dieser
Kennwert fUr die weitere Beurteilung des enzymfreien und teilautomatisierten Dissoziations-

prozesses keine weitere Anwendung.

5.5 Schneiden und Mahlen im Rotor-Stator-System mittels Rotationsrich-

tungswechsel
Zur weiteren Charakterisierung des Dissoziationsprozesses, insbesondere der Bewertung der
Annahme, dass durch die Anderung der Rotationsrichtung verschiedene Kréfte in die Gewe-
beprobe eingebracht werden kénnen, wurde das auf die Motorwelle aufgebrachte Drehmo-
ment gemessen. Die Drehmomentdaten geben Aufschluss Uber die Reibungs- und Scher-
krafte, die wahrend der Verarbeitung auf das Material einwirken sowie Uber die Energie, die

zum Drehen des Rotors im Mahlwerk bendtigt wird. Wahrend dem Prozess wird dem Proben-
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material Energie zugefihrt, die fir die Gewebedissoziation erforderlich ist. Aufgrund des ho-
hen Anteils am Gesamtenergieeintrag wird daher die spezifisch mechanische Energie (SME)
als Mal fur den Energiebedarf der Dissoziation angesetzt. Die spezifische mechanische Ener-
gie ist ein Rechenwert, der aussagt wie viel mechanische Energie in die Gewebeprobe einge-
tragen wird und somit die Produktcharakteristik und den Dissoziationsprozess beeinflusst. Der
SME lasst sich aus der Leistungsaufnahme und dem bendétigten Drehmoment des Motors be-
rechnen. Zur Berechnung der spezifischen mechanischen Energie, einem skalenunabhangi-
gen Mal fur die wahrend des Dissoziationsprozesses in das System eingebrachte Energie,

wurde die folgende Formel verwendet:

UPMye, )

MLy X Motorauslastung X E; X (W
Maximal

SME =
Beladung

Formel 7: Berechnung der spezifischen mechanischen Energie (SME) in [kWh/kg]; Getriebeeffizienz
Es; Maximale Motorleistung MLuax in [kW]; verwendete Drehzahl in [min']; maximal mégliche Drehzahl
UPMaximat in jmin”'] Beladung in [kg]; Motorauslastung in [%].7%2

Aus der Gleichung wird ersichtlich, dass die spezifische mechanische Energie, die in das Ma-
terial eingebracht wird, hauptsachlich von zwei Grofden abhangt: zum einen von der Drehzahl
und zum anderen von der Beladung des Mahlwerks pro Dissoziation. Langsame Drehzahlen
bei hohem Durchsatz bedeuten bei gleichbleibender Motorauslastung einen niedrigeren Ener-
gieeintrag in das Probenmaterial als hohe Drehzahlen mit geringer Beladung. Zusammenfas-
send lasst sich feststellen, dass eine Erhdhung der Drehzahl bei gleicher Beladung die Auf-
schlussrate steigert. Jedoch flhrt dies zu intensiveren Scherbeanspruchungen und einer er-
hohten thermischen Belastung der Gewebeprobe. Eine Erhdhung der Drehzahl kann daher
nicht unbegrenzt erfolgen. In einem realen Dissoziationsprozess werden die Gewebeproben
unterschiedlich oft mit verschieden gro3en Energien beansprucht. Bei der Zerkleinerung in
Ruhrwerkskugelmuihlen wird nur ein Teil der in den Mahlraum eingetragenen Energie zur Be-
anspruchung der Mahlgutpartikeln genutzt. Ein Grofteil dieser Energie wird z. B. durch Rei-
bungsvorgange an der Mahlraumwand, durch die Fluidverdrangung zwischen sich annahern-
den Mahlkdrpern, durch Verformung und Verschleifs von Mahlkérpern oder durch Mahlkdrper-
kontakte ohne Beanspruchung von Mahlgutpartikeln dissipiert. Die tatsachliche Energie, mit
der eine Gewebeprobe wahrend eines Zerkleinerungsprozesses beansprucht wird, ist mess-
technisch nicht erfassbar. Sie hangt unter anderem von den in verschiedenen Zonen der
Muhle vorherrschenden Beanspruchungsmechanismen ab. Daher wurde eine Methode zur

indirekten Erfassung der eingbrachten Energie wahrend des Dissoziationsprozesses getestet.

Diese Methode basiert auf einem integrierten Drehmomentsensor, der wahrend des Dissozia-
tionsprozesses kontinuierlich Informationen Uber die Integritdt der Gewebestruktur liefert.

Hierzu wurden die relevanten Komponenten des Gewebedissoziators auf einem optischen
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Steckbrett befestigt. Der Motor sitzt am Boden. Zwischen dem Lager des Motors und dem
Lager des Drehmomentsensors ist eine Kupplung installiert. Der Drehmomentsensor ist an
einer Kunststoffplatte angeschraubt, die als Stitzwand dienen soll, um mdgliche Aufschub-
bewegung zu vermeiden. Eine zweite Kupplung sorgt fir die Verbindung zwischen dem Lager
des Drehmomentsensors und einem Adapter, worauf das Dissoziationsrohrchen aufgesteckt
wird. Der Testaufbau in Abbildung 37 mit integriertem Drehmomentsensor soll helfen, die Gro-
Renverhaltnisse der auftretenden Krafte zu bestimmen, die bei den verschiedene Mahl- und

Schneidvorgangen wahrend dem Dissoziationsprozess auftreten.

Drehmomentsensor
(ETH, DRBK-1)

Stepper motor
NEMA 17

Abbildung 37: Versuchsaufbau zur Bestimmung des Drehmoments wéhrend des Dissoziationsprozes-
ses.

Zunachst wurden Referenzmessungen durchgefihrt, um eventuelle Abweichungen der bela-
denen Dissoziationsrohrchen festzustellen und um somit einen konkreten Vergleich zu darauf-
folgenden Messungen zu erhalten. Das Mahlwerk weist eine Vielzahl von Mahlzonen auf
(siehe Abschnitt 5.3). Jede von ihnen hat die Méglichkeit, mit jeder Umdrehung das Gewebe
zu dissoziieren. Dieser Vorgang wiederholt sich fortwahrend. Mit fortschreitender Dissoziation
sinkt die strukturelle Integritat der Gewebeprobe und damit einhergehend ist eine Reduktion
der Widerstandskraft messbar. Diese Anderung der Kraft wird anhand des Drehmoments-
ensors wiedergeben und aufgezeichnet. Zur systematischen Untersuchung dieser Vorgange
wahrend des Mahlprozesses wurde ein Versuchsplan erstellt, um das Drehmoment bzw. den
SME mit unterschiedlichen Prozessparametern (in Abhangigkeit von Umdrehungsgeschwin-
digkeit und Beladungszustand der Mahlwerke) zu ermitteln (Abbildung 38). Fur die Durchfih-
rung der Experimente wurde ballistische Gelatine (Clear Ballistics LLC, 608729261421) ein-
gesetzt, um die mechanischen Eigenschaften des menschlichen Gewebes annaherungsweise
zu simulieren und um reproduzierbare Versuchsbedingungen fir die sensitive Messung des

Drehmomentsensors zu gewahrleisten.
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Betriebsmodus:
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Abbildung 38: Arbeitsmatrix der Versuchsanordnung fiir die Drehmomentmessung am Beispiel Be-
triebsmodus: Scheren/Mahlen.Hierbei wurden in Zeitintervallen von 10 s die Rotatationsrichtung ge-
wechselt. Es wurde eine analoge Arbeitsmatrix fiir die Betriebsmodi: Mahlung und Scheren erstellt
(siehe Anhang). Nr. 37-54 stellen jeweils eine Versuchsdurchfiihrung dar. L/S ration stellt das Verhéltnis
von Fliissigkeit (PBS in mg) zur festen Probe (ballistische Gelatine in mg) dar.

In Abbildung 39 sind die Ergebnisse der systematischen Dissoziationsversuche mit den ge-
messenen Drehmomentwerten und den daraus berechneten SME aufgetragen. Negative
Drehmomentwerte sind durch einen Umdrehungswechsel der Rotationsrichtung des Stators
zum Mahl-Modus begrindet. Zu erkennen ist, dass das Drehmoment bei Drehzahlerhdhung
bei allen Versuchsreihen steigt. Bei der Versuchsdurchfuhrung mit einem frequenten Rotati-
onsmodus (Scheren/Mahlen) wurden die groiten Drehmomente bei maximaler Beladung des
Mahlwerks (300/500 L/S) erzeugt. Ein hoher Beladungszustand erhdhte die Belastung der
Mahlzahne, aber eine niedrige Umdrehungszahl flhrte zu einer geringen Dissoziationsleis-
tung. Bei niedrigen Umdrehungszahlen war der Einfluss der verschiedenen Parameter auf das
Drehmoment deutlicher zu erkennen. Wurde hingegen die Umdrehungszahl erhoht oder das
L/S-Verhaltnis verringert, sank das Drehmomentniveau. Mit der Formel 7 kdnnen die gemes-
sen Drehmomentwerte in einen spezifischen mechanischen Energieeintrag Uberfihrt werden.
Hierdurch wird ein Kennwert fur den Energieeintrag in eine Gewebedissoziation erzeugt, der

auch fur unterschiedlich verwendete Motoren herangezogen werden kann.
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Rotationsmodus Drehmomentmessung Spezifischer mechanischer Energieeintrag (SME)
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Abbildung 39: Bestimmung des Drehmoments und der spezifischen mechanischen Energie bei unter-
schiedlichen Rotationsmodi und in Abhédngigkeit unterschiedlicher Rotationsgeschwindigkeiten und Be-
ladungszustédnden im Zeitfenster von 0-60 s.

Bei Voraussetzung eines konstanten spezifischen Energieeintrags muss bei einer Erhéhung
der Drehzahl die Beanspruchungszahl sinken. Da durch die Erhdhung der Drehzahl auch die
Anzahl der Beanspruchungsvorgange pro Zeiteinheit zunimmt, ist dies nur durch eine Verkur-
zung der Versuchsdauer moglich.'® Als Annadherung kann angenommen werden: Je hoher
die Wahrscheinlichkeit ist, dass ein Zellverbund auf eine Mahlzone trifft, umso besser ist das
Dissoziationsergebnis. Unter diesem Aspekt ist es nachvollziehbar, dass sich bei Zellsuspen-
sionen mit zusatzlichen Produktdurchgangen, zum Beispiel in Zellhomogenisatoren, das Auf-
chlussergebnis merklich verbessern lasst. Die Fortschritte pro Passage und bei Drehrichtungs-
anderungen zwischen Schneiden und Mahlen sind deutlich messbar. Sie werden jedoch beim
jeweils nachfolgenden Durchgang immer kleiner und nahern sich asymptotisch einem Grenz-
wert an. Hierbei liegt es am ausfiihrenden Nutzer, festzulegen, welche Anzahl von Passagen
unter wirtschaftlichem bzw. produktspezifischem Aspekt vertretbar sind. Durch die geschlos-
sene Konfiguration des Gewebedissoziators und sequentiellen Drehrichtungsanderungen des
Rotors, wird das Produkt wiederholt umgewalzt und effizient dissoziiert. Das Verfahren ist
schnell, und je nach Elastizitat der Gewebeprobe werden die gewiinschten Ergebnisse in der
Regel in 60-180 Sekunden erzielt (vollstdndige Messkurven des Drehmoments und SME im
Anhang unter Abbildung 74 zu finden). Flr die Gewinnung von Einzelzellen aus verschiedenen
Gewebetypen mit unterschiedlichen strukturellen Eigenschaften werden anpassbare Zeitinter-
valle und Geschwindigkeiten des Rotors verwendet und die Rotordrehzahl und Rotordrehrich-
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tung entsprechend angepasst. Fur Versuche mit klinischen Gewebeproben konnte der vorlie-
gende Drehmomentsensor nicht eingesetzt werden, da die Messsensitivitat des Sensors flr
die relevanten Gewebeproben nicht ausreichend war, um den Dissoziationsfortschritt iber der
Zeit zu erfassen. Nichtdestotrotz stellt die Bestimmung des SME einen wichtigen Parameter

dar, um die Basis fiir eine gewebespezifische Protokollentwicklung zu legen.

5.6 Materialauswahl

Das Material der Einwegkomponenten, die bei der Probenverarbeitung fur die Einzelzellana-
lyse, insbesondere in der Einzelzellsequenzierung, verwendet werden, ist ein wichtiger Aspekt,
der oft vernachlassigt wird. Bedingt durch mechanische Grenzen wie Festigkeit und stro-
mungstechnische Restriktionen, wie Kavitation kdnnen in einem Dissoziationsgerat nicht un-
endlich viele Dissoziationszonen mit unendlich hoher Umfangsgeschwindigkeit untergebracht
werden. Hinzu kommen zusatzliche unerwiinschte Nebeneffekte wie z.B. Materialabrieb, die
fur den Einsatz in einer hochregulierten GMP-Produktion nicht vernachlassigbar sind. Durch
diese Einschrankungen sind die mit Rotor-Stator-Systemen einsetzbare Materialen nicht be-
liebig wahlbar. Die Rotor- und Statoreinsatze wurden aus Polycarbonat (PC) hergestellt, um
die Anforderungen an die chemische und mechanische Stabilitat sowie die Kostenanforderun-
gen fur ein Einwegprodukt zu erfillen. Des Weiteren kommt hinzu, dass bei dem Durchlauf
durch den Mahlspalt ein grofRer Teil der eingetragenen Energie in Form von Warme freigesetzt
wird. Somit kann auch eine Temperaturobergrenze die Anzahl der mdglichen Passagen be-

schranken.

5.7 Temperaturentwicklung

Um eine mdgliche Schadigung der Zellsuspension durch Temperaturerhéhung zu betrachten,
kann diese naherungsweise berechnet verwendet werden. Hierzu wird die Formel fur die spe-
zifische Warmekapazitat verwendet, um die Erwarmung der Suspension durch den Energie-
eintrag des Gewebedissoziators zu berechnen.

J
kg K

8Q ] = mlieg] - ¢ |-=—] - ATIK]

Formel 8: Formel fiir die spezifische Wérmekapazitét. AQ = Anderung der Warmeenergie, m=Masse
des zu erwdrmenden Materials; ¢ = spezifische Wérmekapazitdt, AT = Temperaturdnderung.

Die Berechnung erfolgt mittels einiger vereinfachender Annahmen. Die an der Spannungs-
quelle gemessene Leistungsaufnahme des Motors betragt P=1,7 Watt bei 120 U/min. Diese
Leistung wird dem Warmeenergieeintrag gleichgesetzt, obwohl in Wirklichkeit der Warmeein-
trag niedriger anzusiedeln ist. Zudem wird vereinfachend fir die Zellsuspension die von War-
mekapazitat und Dichte von reinem Wasser angenommen. Die Masse wird fur 500 L Zellsu-

spension somit mit 0,5 g angegeben.
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Bei einer Aufschlussdauer von 2 min ergibt sich AQ zu:

AQ=P-t=1,7W-2min=1,7£-1205=204]

Es ergibt sich mit m=0,0005 kg; AQ=204 J; c= 4190 J-kg'K™" :
AQ []] 204 ]

mlkg]-c [kg]—K] 0,0005 kg - 4190 kg]—_K

AT [K] = = 2,095 K = 2,095 °C

Selbst unter der idealistischen Annahme einer vollstandigen Umwandlung der aufgenomme-
nen Leistung des Gewebedissoziators in eine Erwarmung der Zellsuspension, ergibt sich eine
maximale Temperaturerhéhung von etwa 2 °C innerhalb der Dissoziationsdauer. Eine Scha-
digung durch eine stark steigende Temperatur bei zunehmenden Umdrehungszahlen er-
scheint somit unwahrscheinlich. Diese theoretischen Annahmen, konnte experimentell durch
einen Versuchsaufbau mit einer Warmebildkamera (Warmebildkamera FLIR, Teledyne) be-
statigt werden. Hierbei wurden Gewebeproben mit unterschiedlichen Dissoziationsprotokollen
prozessiert. Die Temperaturentwicklung wurde wahrend der Dissoziation mit einer Warmebild-
kamera aufgezeichnet. Die Temperaturentwicklung nach 10 s, 60 s und 100 s sind in Abbil-
dung 40 dargestellte. Es konnte bei keinem Dissoziationsprotokoll eine Temperaturerhéhung
von Uber 2 °C festgestellt werden.

60s Temperaturverlauf ROI

soft

medium

harsh

Abbildung 40:Temperaturmessung mittels Wérmebildkamera (Wérmebildkamera FLIR IR 320x256 px,
60Hz) fiir unterschiedliche Dissoziationsprotokolle. Flir die Messung des Temperaturverlaufs wurde
eine Region of Interest (ROI) im Mahlwerk definiert.
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Generell sollte der Zellaufschluss nicht langer als notwendig durchgeflihrt werden, da die ein-
getragene Energie in Warme dissipiert und so bei unzureichender Kiihlung die Suspension bis
zu einem Punkt erwarmt werden kann, an dem potentiell temperaturinstabile Proteine denatu-
rieren oder Zellschadigungen auftreten kénnen. Ferner kdnnen Proteine und Zellen durch
Ubermafige mechanische Beanspruchung ihre Funktion verlieren oder genetische und/oder

metabolische Reaktionskaskaden auslésen, die die Zellintegritat verandern.

5.8 Losungskonzept fiir die Antriebseinheit

Nach der konzeptionellen Entwicklung des mechanischen Wirkorgans und der Einbettung in
ein standardisiertes Laborformat, wird die Frage der Parallelisierung von Proben in diesem
Abschnitt behandelt. Es wurde ein teilautomatisierter Teststand fir die Dissoziation von Biop-
sien konzeptioniert, der wahrend der Dissoziation die Umdrehungsgeschwindigkeit, Dauer und
Rotationsrichtung steuert. Die Geschwindigkeit des Motors ist stufenlos regelbar, so dass die
auf die Gewebeprobe wirkenden Mahl- und Scherkréafte optimal eingestellt werden kdnnen.
Die als Tischgerat ausgeflihrte Antriebseinheit ist vollstandig gekapselt, um den hygienischen
Anforderungen im Labor zu entsprechen. An der Oberseite des Gerats sind vier Stutzen vor-
handen. In jede dieser Offnungen kann ein Zentrifugenréhrchen mit einer komplett montierten
Mahleinheit eingesetzt werden. Die Mahleinheit (Rotor) wird von jeweils einem Schrittmotor
(NEMA17 Stepper Motor) angetrieben. Der Zapfen des Rotors wird auf die Motorantriebswelle
gesetzt und der Deckel des Zentrifugenréhrchens wird durch eine umlaufende Gummilippe
gegriffen und fixiert. Aseptische O-Ring-Abdichtungen schlieRen samtliche verschraubten Ma-
schinenteile zur Produktseite hin ab und verhindern somit versteckte Ablagerungen. Jedes
Zentrifugenréhrchen kann separat gesteuert und betrieben werden. Das Rotationsprofil des
Rotors wird computergesteuert ausgefuhrt, was komplexe und wiederholbare Protokolle er-
moglicht. Die Komponenten dieser Testplattform sind in einer detaillierten Darstellung in Ab-
bildung 41 dargestellt. Das System besteht aus den folgenden Komponenten: Dissoziations-
réhrchen, Antriebs- und Steuereinheit, Externe Stromversorgung, 24V DC / 5A, USB-Kabel
(USB A auf USB B) und Steuerungssoftware.
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Abbildung 41: Gewebedissoziator Benchtop und Software mit Protokoll. Die Steuerung des Gerétes
erfolgt liber eine Software, wobei die Prozessparameter Zeit (Duration), die Drehrichtung und Drehge-
schwindigkeit (+/- Rpm) die Beschleunigung (AccelerationTime) und die Anzahl an Prozessschritten
individuell gestaltet und an diverse Gewebetypen angepasst und optimiert werden kénnen.

Fir den Betrieb wird ein PC mit einem Windows 10 (Microsoft .NET Framework 4.7.1 oder

hoher) Betriebssystem und einer USB-Schnittstelle bendtigt, die mit einem Embedded Con-

troller kommuniziert. Die Steuerungssoftware ist in der C++ geschrieben und unterstitzt vom

Benutzer wahlbare Parameter fir Steuerung der Dissoziation, der Anzahl der Rotorumdrehun-

gen und der Rotationsgeschwindigkeit. Die Dimensionen und das Gewicht der Antriebseinheit

sind in folgender Tabelle 8 dargestellit:

Tabelle 8: Dimensionen und Gewicht der Antriebseinheit.

Hohe Breite Tiefe

Gewicht

Gewebedissoziator 225 mm 225 mm 225 mm

6,5 kg
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5.9 Integration in den diagnostischen Gesamtprozess

Der diagnostische Gesamtprozess umfasst drei Hauptschritte. Praanalytik, Analytik und
Postanalytik. In der Praanalytik werde alle Prozesse erfasst, die im Zusammenhang mit der
Probenvorbereitung stehen. Die Prozesse sind sehr umfangreich, komplex aber gleichzeitig
wenig standardisiert, vor allem im Bereich der Gewebedissoziation. Dies wird verdeutlicht
durch die hohe Fehleranfalligkeit von bis zu 60 %'** in der Praanalytik im Vergleich zu der
Analyse und Postanalyse. Dadurch hat die Praanalytik einen sehr gro3en Einfluss auf den
diagnostischen Gesamtprozess und ist entscheidend fiir die Qualitat des Analyseergebnisses.
An diesem Punkt setzt der in dieser Arbeit entwickelte Lésungsansatz fur die mechanische
und enzymfreie Gewebedissoziation an. In Abbildung 42 ist ein Loésungsansatz fir die enzym-
freie und mechanische Gewebedissoziation im Kontext des diagnostischen Gesamtprozesses
skizziert. Zur Vereinfachung wird der entwickelte Losungsansatz im Folgenden als Gewebe-
dissoziator bezeichnet. Der Gewebedissoziator ist ein Verfahren zur effizienten und enzym-
freien Dissoziation von verschiedenen Gewebeproben. Der Gewebedissoziator basiert auf ei-
nem Zentrifugenréhrchen und Zellfilter, in welchen ein Mahl- und Schneidwerk zur mechani-
schen Dissoziation von Gewebeproben integriert wurde. Durch die Kombination von Zentrifu-
genrdhrchen, Zellfilter und Mahl-und Schneidwerk in einem Gefal3, kdnnen verschieden Ope-
ration (Gewebedissoziation, Waschen und Filtration durch Zentrifugation) in einem geschlos-
senen System ausgefuhrt werden. Dadurch wird der Prozess einfach integrierbar in beste-
hende Laborprotokolle und das Risiko von Kontamination wird durch eine Minimierung der
Nutzer-Gewebeproben-Interaktion verringert. In aktuellen Laborprotokollen werden durch-
schnittlich 2-4 grofde Ausristungen (z. B. Schuttler, Zentrifuge, Vortex-Mixer, automatischer
Zellzahler), 5-8 verschiedene Instrumente (z. B. Scheren, Klingen, Zellsiebe, Schalen, Réhr-
chen), sowie ~10-15 Pipettierschritte haufig fur die konventionelle Verarbeitung von Gewebe
zu Einzelzellen verwendet "° (siehe Abschnitt 3.3.3 und 3.3.5). Diese Abfolge von Prozessen
mit unterschiedlichen Hilfsmitteln bietet eine Kette von Mdglichkeiten fur Zellverlust, Bescha-
digung und Exposition gegenuber externen Kontaminationen. Im Gegensatz dazu wird in die-
ser Arbeit eine geschlossene sterile Plattform entwickelt, die die Ausristung auf ein Minimum
verringert und die Pipettierschritte deutlich reduziert und sich fur eine Vielzahl an Gewebety-
pen eignet (Abbildung 42).
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Praanalytik Prozessbeschreibung
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Abbildung 42: Schaubild eines idealen Workflows fiir ein mechanisches und enzymfreies Gewebedis-
soziationsverfahren mit dem Gewebedissoziator -System.

Im Folgenden wird der Aufbau und die Verwendung des Gewebedissoziators schematisch er-
klart (Abbildung 43). Das zu untersuchende Gewebe wird in die Mahlkammer eingeflihrt. Die
Beladung hangt von der Art des untersuchten Gewebes ab. Der optimale Arbeitsbereich er-
streckt sich von 5 bis 400 mg. Nachdem die Gewebeprobe platziert wurde, wird eine geeignete
Pufferldsung oder Zellkulturmedium von bis zu 800 pL zugegeben. Im nachsten Vorbereitungs-
schritt wird das Zentrifugenréhrchen auf den Deckel gesetzt und verschraubt. Das Réhrchen
mit dem integrierten Mahlwerk und die Antriebseinheit sind durch eine formschliissige Verbin-
dung miteinander verbunden. Der Zapfen des Rotors ragt aus dem Deckel heraus und muss
auf die Antriebswelle der Antriebseinheit aufgesteckt werden. Der Befestigungsstutzen fur das
Dissoziationsréhrchen ist so gestaltet, dass das Zentrifugenréhrchen fest positioniert und fi-

xiert ist.
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Abbildung 43: Arbeitsablauf des Gewebedissoziators.’# (a) Der Rotoreinsatz wird in den Deckel des
Zentrifugenréhrchens eingesetzt. (b) Die Gewebeprobe wird in den freien Raum zwischen den Rotor-
zdhnen eingebracht und mit Zellkulturmedium versetzt. (c) Der Statoreinsatz wird in ein Standard-Ny-
lonzellensieb eingesetzt. (d) Im ndchsten Vorbereitungsschritt, wird das Zentrifugenréhrchen auf den
Deckel gesetzt und mit diesem verschraubt. (e) Dissoziationsréhrchen und Tischgerdt werden durch
eine formschliissige Verbindung verbunden.

In Abbildung 44 wird die Prozessubersicht mit dem Gewebedissoziator -System noch detail-
lierter in Bezug auf die bendtigten Materialien und Pipettierschritte, beschrieben. Die Prozess-
schritte der Probenvorbereitung, der Transfer der Proben in das Probenréhrchen, die Dissozi-

ation und Zentrifugation umfassen insgesamt funf Pipettierschritte.

Selektion und Isolation des
Organs

l

Dissektion und Entfernung
von nekrotischem Gewebe
und Feut

Gewebe in kleine
Stiicke schneiden:
2-4 mm

Senin.

Prozessschritt

Beschreibung
Auswahl + Isolierung des Organs
Entfernung von nekrotischem

Gewebestiicke in das Uberstand entfernen

Réhrchen geben und Zellen
l resuspendieren
Puffer hinzufiigen
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resuspend cells -Resuspendierung
Total 5

Abbildung 44: Prozessanalyse des enzymfreien und mechanischen Gewebedissoziators.
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Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber die Prozessparameter und Geratespezifikationen des Ge-

webedissoziators.

Tabelle 9: Gesamtsystem Spezifikationen des Gewebedissoziators.

Spezifikationen

Beladung 4 Réhren parallel, individuelle und unabhangige Bearbeitung mdglich
Zellsieb 40, 70, 100 ym Maschenweite

Plattform Standard 50 ml konische Zentrifugenrdhrchen

Probenvolumen 5-400 mg Gewebe plus 500-700 pl Puffer / Zellkulturmedium
Drehzahl Mahlwerk Arbeitsbereich 1-30 U/min; max. 110 U/min

Modus der Rotation Scheren, Mahlen und Scheren/Mahlen

Wahrend sich das bisherige Losungskonzept mit der Integration in ein Laborformat, der Aus-
legung der Mahlwerksdimensionen und des zerkleinerungsaktiven Volumens beschaftigt, ist
es im nachsten Schritt essentiell das System im Kontext eines Laborprozesses zu untersuchen
und zu bewerten. Die wichtigsten quantitativen Parameter, die untersucht werden, sind: Pipet-
tierschritte pro Prozessschritt und das damit einhergehende Kontaminationsrisiko, Gesamtver-
arbeitungszeit aufgeschlisselt in Zeitaufwand pro Prozessschritt und die Kosten pro Probe flir

eine bestimmte Dissoziationsmethode.

5.9.1 Pipettierschritte pro Prozessschritt im Kontext des Kontaminationsrisikos

Eine Kontamination liegt vor, wenn eine unerwunschte Substanz vorhanden ist. In der Biologie
kann es sich dabei zum Beispiel um unerwlinschte Bakterien, DNA, RNA und Proteine han-
deln. Eine Mdglichkeit, eine Kontamination von Laborproben zu vermeiden, besteht darin, be-
stimmte Aspekte des Prozesses zu automatisieren. Durch erhdhte Automatisierung und In-
tegration von Prozessschritten kann auch die Anzahl der bendétigten Pipettierschritte deutlich
reduziert werden. Wie bereits in Abschnitt 3.2.1 gezeigt, steht die Anzahl der Pipettierschritte
in direktem Verhaltnis mit dem Kontaminationsrisiko. In Abbildung 45 ist eine Ubersicht Uber
die Anzahl der bendtigen Pipettierschritte fur verschiedene Gewebedissoziationsmethoden
dargestellt. Die enzymatischen Verfahren bendtigen mit der Explantmethode die hdchste An-
zahl an Pipettierschritten (12 bzw. 13 Pipetttierschritte). Im Vergleich dazu benétigen die ma-
nuelle Methode und der Gewebedissoziator nur 5 Pipettierschritte. Als Grundlage fur die Ana-

lyse der Prozesse wurden reprasentative Dissoziationsprotokolle ausgewahit.
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Abbildung 45: Anzahl der Pipettierschritte pro Gewebedissoziationsmethode. Als Datengrundlage der
Prozessanalyse wurden reprdsentative Dissoziationsprotokolle der verschiedenen Methoden verwen-
det.

5.9.2 Zeit pro Prozessschritt

Neben dem Kontaminationsrisiko spielt der Zeitbedarf bei der Dissoziation von Gewebeproben
eine essentielle Rolle. Ein wichtiges Ziel der Laborautomatisierung ist die Verringerung des
Zeitaufwands. Wie in Abschnitt 3.2.1 bereits beschrieben, sollte die Gewebeprobe mdglichst
schnell nach der Entnahme verarbeitetet werden. Die manuelle Verarbeitung durch einen er-
fahrenen Techniker dauert etwa 20-25 Minuten pro Biopsie. Eine maschinelle Verarbeitungs-
zeit von 15 Minuten oder weniger pro Biopsie wird als akzeptabel angesehen. Eine ange-
strebte Verarbeitungszeit von 10-12 Minuten wird angestrebt. In Abbildung 46 ist der Zeitauf-
wand pro Gewebedissoziationsmethode dargestellt. Die enzymatische Methode stellen in die-
sem Vergleich den hochsten Zeitaufwand mit 28 und 39 Minuten. Dies entspricht einer ca. 4-
fach langeren Prozesszeit im Vergleich zu den nicht-enzymatischen Methoden. Bei diesen
Methoden liegt der Zeitaufwand kleiner gleich 10 Minuten. Es stellt sich heraus, dass vor allem
die Prozessierung der zeitaufwandigste Schritt bei den enzymatischen Methoden ist. Diese
kann bei anderen Enzymzusammensetzungen auch mehrere Stunden betragen. Durch die

direkte Zentrifugation der Dissoziationsrohrchen im Gewebedissoziator wurde festgestellt,
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dass die erzeugte Einzelzellsuspension weitgehend frei von Ablagerungen und Verunreinigun-

gen ist. Dies fuhrte zu einer erheblichen Verkirzung der Verarbeitungszeit.

45

0_I-.I-.I-.ll

Manuell mechanisch Gewebedissoziator Manuelle Enzymatisch Primare Explantat-
enzymatische GentleMACS Methode
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Dissozitaionsmethode

B Vorbereitung Prozessierung M Aufreinigung B Gesamt
Dissoziationsmethode Vorbereitung Prozessierung Aufreinigung Gesamt
Manuell mechanisch 1 5 0,5 6.5
Gewebedissoziator 2 3 5 10
Manuelle enzymatische 2 20 6 28
Enzymatisch GentleMACS 3 30 6 39
Primére Explantat-Methode 4% 0,2

*3x Waschschritt

“inklusive Kultivierung mit Wechsel des Mediums
"Aufreinigung mit empfohlenem Smartstrainer
"Annahme: Verwendung von 3 Enzymen

Abbildung 46: Zeitaufwand pro Gewebeaufarbeitung. Als Datengrundlage der Prozessanalyse wurden
représentative Dissoziationsprotokolle der verschiedenen Methoden verwendet.

5.9.3 Kosten pro Dissoziationsmethode

Die Kostenanalyse der Dissoziationsverfahren wurde durchgefihrt, indem die Gesamtkosten
fur die Durchfuhrung der verschiedenen Methoden summiert wurden. Diese Kosten setzten
sich aus den handelsiblichen Materialkosten fur samtliche Verfahren zusammen, einschlief3-
lich Objekttragern und Pipettenspitzen. Ebenso wurden die geschatzten Personalkosten unter
Berlcksichtigung eines angenommenen Stundensatzes von 18 € pro Stunde (netto) sowie der
Anschaffungspreis fur das teilautomatisierte Gewebedissoziationssystem einbezogen. Diese
Kosten wurden dann auf ein einzelnes Experiment gerechnet und in Abbildung 47 dargestellt.
Bei dem Vergleich stellte sich das teilautomatisierte enzymatische Verfahren als kosteninten-
sivste Variante pro Experiment mit 25,46 € heraus. Die manuell-mechanische und manuell-
enzymatische Dissoziationsmethode liegen bei 19,80 € und bei 18,49 €. Die teilautomatisierte

nicht-enzymatische Dissoziationsmethode mittels Gewebedissoziator verursacht Kosten von
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18,57 € und liegt damit 27 % unter den Kosten des teilautomatisierten enzymatischen Verfah-
rens. Damit ist das Dissoziationsrohrchen auch bei moderatem Probendurchsatz kosteneffi-

zient, zeichnet sich durch einfache und sichere Handhabung aus und erfordert kein geschultes
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Dissoziationsmethode Geratekosten [€] Materialkosten/Experiment [€] Mitarbeiterkosten [€]* Gesamtkosten/Experiment [€]
Manuell mechanisch 0 18,3 1,5 19,8
Gewebedissoziator 10000 17,37 1,2 18,57
Manuelle enzymatische 0 15,94 2,55 18,49
Enzymatisch GentleMACS 20944 24,26 1,2 25,46
Primére Explantat-Methode 0 9,44 4,5 13,94

*3x Waschschritt

“nkiusive Kultiierung mit Wechsel des Mediums
"Aufreinigung mit emprohlenem Smartstrainer
"Annahme: Verwendung von 3 Enzymen

Abbildung 47: Kostenaufwand pro Dissoziationsmethode. Als Datengrundlage wurden repréasentative
Protokolle verwendet.

Im nachsten Kapitel soll das prototypische System des Gewebedissoziators mit Hilfe eines
zweistufigen Testplans validiert werden. Die erste Stufe besteht aus Funktionstests, die zum
einen aus mechanischen Tests und zum anderen aus ersten biologischen Tests mit unter-
schiedlichen Gewebetypen bestehen, bevor in definierten klinisch-relevanten Einsatzfallen der
entwickelte Gewebedissoziator validiert wird.

82



Validierung

6 Validierung

Das konkrete Ziel der Validierung des Gewebedissoziators ist die Abgrenzung zum manuellen
und enzymatischen Dissoziationsprozess bezogen auf Funktionalitat, Effizienz und Interope-
rabilitat zwischen bestehenden Laborprozessen. Der manuelle und enzymatische Prozess zur
Gewinnung von Einzelzellen ist immer noch Stand der Technik. Teilautomatisierte und en-
zymatische Prozesse zur Gewebedissoziation sind zwar vorhanden, die Ergebnisse jedoch
nicht zufriedenstellend. Ebenso kann der Einsatz von Enzymen zur Dissoziation die Proben-
qualitat verringern. Erste Ergebnisse mit dem in dieser Arbeit entwickelten System haben ge-
zeigt, dass mit dieser Methode viable Einzelzellen aus Gewebeproben gewonnen werden kén-
nen.' Ziel dieses Vorhabens ist daher die Durchfiihrung von Testreihen mit definierten Ge-
webetypen, die eine reprasentative Auswahl an klinischen Proben darstellen. Mit diesem De-
monstrator sollen dann im Rahmen der Validierung vor allem folgende Prozessparameter be-
stimmt werden: Dissoziationseffizienz, Viabilitdt und Zellausbeute. In Abbildung 48 ist der ge-
fertigte Prototyp des Dissoziationsréhrchen und der Antriebseinheit, die fur die Validierung

verwendet wurden, dargestellt.

Abbildung 48: Gewebedissoziator Prototyp und Dissoziationsréhrchen A) Komponenten des Dissozia-
tionsréhrchens in folgender Anordnung. V.I.: Deckel mit Lochbohrung, Mahlwerk bestehend aus Rotor
und Stator, Zellsiebe unterschiedlicher Maschenweite und Zentrifugenréhrchen B) Antriebseinheit des
Gewebedissoziators mit aufgesetztem Dissoziationsréhrchen.

Die Validierung des Demonstrators mit klinischen Proben erfolgt in mehreren Stufen. So wer-
den einerseits die jeweiligen Teilsysteme hinsichtlich ihrer Leistungsfahigkeit (z.B. Zellviabilitat

und Zellausbeute) charakterisiert und getestet. Im Rahmen der Integration werden anderer-
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seits Trockentests der Systemablaufe durchgeflihrt und schlussendlich soll das integrierte Ge-
samtsystem mit klinischen Proben, unter méglichst praxisnahen Bedingungen getestet und die

Leistungsfahigkeit demonstriert werden.

Aufgrund der extremen Vielfalt an in der Praxis eingesetzten Probenarten und Probenmerk-
malen sowie den vielfaltigen analytischen Fragestellungen und ihrer Zielmolekile werden flr
die Entwicklung im Rahmen dieser Arbeit folgende reprasentativen Zell- und Gewebeproben

gewahilt:

Tabelle 10: Ubersicht verwendetes Probenmaterial fiir die Validierung.

Probenmaterial Gewebe-/Zelltyp Art Hersteller/Herkunft
Thermo Fisher Scientific
CHO-K1 Zelllinie Hamster
(514448)
Milz Primarmaterial Maus Tierhaus* UMM
Leber Primarmaterial Maus Tierhaus* UMM
Sinovialhaut Primamaterial Schwein Schlachter
Tumor Primarmaterial Mensch Chirurgie** UMM

* Interne Anzeige (1-17/12); **Ethikantrag (UMM 2012-293N-MA)

Diese Gewebearten unterscheiden sich in Struktur und mechanischen Eigenschaften und stel-
len somit eine reprasentative Bandbreit fur den klinischen Anwendungsbereich fur das zu ent-
wickelnde mechanische Aufschlussverfahren dar. Die Ergebnisse der Untersuchung in diesem
Kapitel bilden die Grundlage fur die finale Konfiguration des Probentragersystems und fur die
Auswahl der Aufschlussparameter in Abhangigkeit der Proben und Zielzellen der jeweiligen

angestrebten Anwendung und Analyse.

6.1 Zellqualitat

Der erste Schritt zur Einzelzellanalyse ist die Gewinnung von Zellen aus einer Gewebeprobe.
Um anhand von Einzelzelldaten Rickschlisse auf die Funktion eines Organs oder sogar eines
ganzen Organismus ziehen zu kdnnen, ist es von entscheidender Bedeutung, dass die Zellen
reprasentativ flr dieses spezifische Organ oder diesen Organismus sind. Hierzu wurden ver-
schiedene Gewebeproben getestet und mittels Gewebedissoziator verarbeitet. Nach der er-
folgten Dissoziation wird die Zellsuspensionen resuspendiert und zur weiteren Verarbeitung
aus dem Zentrifugenréhrchen entnommen. Um Uber die Qualitat der Gewebedissoziation zu
entscheiden, werden an den generierten Einzelzellproben weitere Untersuchungen durchge-

fuhrt, unter anderem mikroskopische und molekularbiologische Analyseverfahren. Vor den
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nachfolgenden Untersuchungen mussen die Einzelzellsuspensionen in den meisten Fallen ge-
waschen und verdinnt werden, um einzelne Zellen sichtbar zu machen und Zelldebris zu ent-
fernen. Eine Auswertungsmethode ist die Viabilitats- und die Gesamtzellzahlbestimmung mit-
tels Neubauer Zahlkammer. Zusatzlich wurde zu Beginn der Versuchsreihe noch eine Aus-
wertung mittels Massenausbeutenbestimmung durchgefihrt. Hierbei werden Gewebe und
Puffer einmal vor Beginn der Dissoziation gewogen. Eine zweite Massenbestimmung erfolgt
nach der Dissoziation und Entnahme der Suspension aus dem Reaktionsgefald (siehe Ab-
schnitt 3.1.1).

Ziel dieser Studie ist eine detaillierte Untersuchung der verschiedenen Dissoziationsmecha-
nismen, die das entwickelte Mahlwerk und Filtrationsmodul bietet, in Abhangigkeit von ver-
schiedenen Betriebsbedingungen, Zielzelltypen und Applikation durchzuflhren. Dies ermég-
licht es, eine Gesamtibersicht Uber die Leistungsfahigkeit, Leistungspotentiale und Limitatio-
nen des entwickelten Gesamtsystems zu erfassen. Ein entscheidendes Ziel eines jeden Ge-
webedissoziationsprotokolls ist es, mdglichst viele lebensfahige Zellen fur die nachfolgende
Bearbeitung und Analyse zu gewinnen. Mehrere Protokollparameter kdnnen das Ergebnis der
Gewebedissoziation beeinflussen, z. B. die Tierart, der Gewebetyp, Temperatur, usw. (siehe
Abschnitt 3.2.1). Parameter, die beeinflusst werden kénnen, werden empirisch bestimmt und
optimiert, um die Ausbeute und Lebensfahigkeit der Zellen zu maximieren. Aufgrund der spe-
zifischen Leistungseintragsberechnungen mit dem entwickelten Mahlwerk, unter zur Hilfe-
nahme der theoretischen Betrachtung, wurden folgenden Protokolle ausgewahlt, die den kom-
pletten Leistungsbereich des Systems abdecken. Dadurch wird eine vollstandige Leistungs-
betrachtung des entwickelten Gewebedissoziators moglich. In Abbildung 49 werden die ge-
testeten Protokolle dargestellt und mit soft, medium und harsh gekennzeichnet. Diese Proto-
kolle decken den Parameterraum, des entwickelten Systems, welches fur die Gewebedissozi-

ation bereitsteht, ab.

85



Validierung

80

)
o v
P - 6
'
i 0
i |
40 QP o> o e a» e e e ' ' '
B : ) ] !
© i { | 0
w 20 | 0 ! |
° ) (] [}
< ) | 0 !
2 - (- | ! [
[ l l
g 0 1 E - ! | | 1
(%)
5 q 20 40 6} 80 : 1 12p | 140 160
=] [
- ] . : |
= 1 | | !
20 § : ( " | :
] : f ] | S |
| I | |
| | |
40 | oo a» o> a» o> @ o ‘ ' '
| |
o e e en em e -9
-60
Zeit [s]
m@um 5Oft rpm medium rpm @ @ e harsh rpm
soft medium harsh
Prozessschritt Rotation Dauer Modus Rotation Dauer Modus Rotation Dauer Modus
[-1 [rpm] [s] schneiden/mahlen [rpm] [s] schneiden/mahlen [rpm] [s] schneiden/mahlen
1 8 15 s -20 30 m -41 30 s
2 -8 15 m 25 30 s a0 30 m
3 15 20 s -25 25 m -50 30 s
4 -15 20 m 25 25 s 57 30 m
5 10 15 s -28 15 s
5] -10 15 m 25 15 m

Abbildung 49: Ubersicht iiber die verwendeten Dissoziationsprotokolle zur Demonstration der Leis-
tungsféhigkeit des entwickelten Systems.

6.1.1 Uberpriifung der Dissoziationsleistung unterschiedlicher Mahlwerksvarianten

Im ersten Schritt wird die Auswirkung von unterschiedlich hergestellten Mahlwerken (Frasteil
oder Spritzgussteil) auf die Dissoziationsleistung getestet, um die Zellintegritat fur die folgen-
den Versuche zu gewahrleisten. Getestet wurden ein Mahlwerk, welches mittels Frase herge-
stellt wurde und ein Mahlwerk, welches mittels Spritzgussverfahren hergestellt wurde. Das
Frasverfahren ist sehr prazise zur Herstellung von feinen Strukturen, eignet sich jedoch nicht
fur die Massenproduktion, daher wurden die beiden Mahlwerksvarianten getestet, um sicher-
zustellen, dass keine unerwarteten Effekte in Bezug auf die Zellqualitat verursacht werden,
wenn die Mahlwerke in grolRerer Stickzahl im Spritzgussverfahren gefertigt werden. Hierzu
wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Modellsystem mit CHO-K1-Zellen etabliert, um die Bedin-
gungen fiur die Viabilitdts-, Zellintegritatstest und die Auswirkung auf die Dissoziationergeb-

nisse zu ermitteln, bevor das Verfahren an primarem Gewebe getestet wird.
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Die verwendeten Mahlwerke unterscheiden sich zunachst einmal in ihrer Fertigungsweise,
wodurch zwischen Frasteilen und Spritzguss differenziert werden kann. Spritzgussmahlwerke
werden hergestellt, indem Maschinen flissigen Kunststoff in ein speziell angefertigtes Spritz-
gusswerkzeug, eine Negativform des Bauteils, spritzen. Der Vorteil liegt darin, dass sie kos-
tenglinstig, in grolRen Stickzahlen, gefertigt werden kénnen. Frasteile dagegen werden als
Prazisionsteile angesehen, deren Toleranzen sich bei der Herstellung sehr genau kontrollieren
lassen. Sie werden Uber ein spanendes Verfahren hergestellt, wobei Vollmaterial mittels un-
terschiedlicher Werkzeuge abgetragen wird. In Abbildung 50 wird deutlich, dass sich Abwei-

chungen in der Maf3haltigkeit vom Frasteil zum Spritzgussprozess ergeben.

Frasteile Spritzgussteile
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Abbildung 50: CT-Scan von Frés- und Spritzgussmahlwerk. Eine Auflésung von 0.1 Millimeter wurde
mit ein Werth TomoScope HV500 erzielt. Abweichung zum Sollmass des Frésteils sind in rot dargestellt.

Diese Abweichungen kénnen die Leistungsfahigkeit, aber auch die Handhabung der im Spritz-
gussverfahren hergestellten Mahlwerke, negativ beeinflussen. Da es jedoch keine Alternative
fur den Spritzgussprozess in Bezug auf Herstellungskosten gibt, wurde das Spritzgussmahl-
werk nachgearbeitet, um sich dem Frasteilmal3en in Bezug auf die Toleranzen wieder anzu-
nahern. Im ersten Schritt wurde nun die Vergleichbarkeit von Fras-, Spritzgussteil und nach-

gearbeitetes Spritzgussteil mit einer etablierten CHO-K1-Zelllinie getestet.

Zunachst wurde eine Gesamtbestimmung der Zellzahl durchgefihrt. Fir die Bestimmung der
Zellkonzentration und Viabilitdt wurde das automatisierte Zellzahlgerat (Countess 3 Thermo
Fisher) verwendet, welches sich flr etablierten Zellkulturen, wie bei einer CHO-K1 Suspensi-
onskultur, eignet. 800 ul der CHO-K1-Suspension mit einer Zellkonzentration von 7,8E+06 Zel-
len/ml wurden in ein Mahlwerk gegeben, um die Kultur im Anschluss mit verschieden Dissozi-

ationsprotokollen des Gewebedissoziators zu beanspruchen. Nach dem Prozess wurde die
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Probe abzentrifugiert und das Zellpellet resuspendiert. Es wurde eine Bestimmung der Zellvi-
abilitat und Zellausbeute vor und nach dem Dissoziationsprotokoll durchgefiihrt. Das Ziel die-
ses Versuches bestand darin, den Einfluss auf die Zellviabilitat, Zellausbeute und Zellintegritat
von Suspensionskulturen hinsichtlich unterschiedlicher Mahlwerke in Bezug auf Herstellungs-
verfahren und Nacharbeiten (handisches entgraten der Spitzgussmahlwerke), zu untersuchen.
Hierbei kam das gefraste Mahlwerk, das unbearbeitete Spritzgussmahlwerk, das nachgear-
beitete Spritzgussmahlwerke zum Einsatz, welche jeweils mit dem soft, medium und harsh
Dissoziationsprotokoll (siehe Abschnitt 6.1) beansprucht wurden. Zunachst wurde die Zellkon-
zentration hinsichtlich der einzelnen Protokolle separat betrachtet. Hierbei ergibt sich fir das
Soft-Protokoll eine durchschnittliche Zellkonzentration von 7,86E+06 Zellen/ml. Fiur das Me-
dium Protokoll eine Konzentration von 7,45E+06 Zellen/ml und fir das harsh Protokoll eine
Zellkonzentration von 7,21E+06 Zellen/ml. Neben der Zellkonzentration wurde ebenfalls eine
Gesamtbestimmung der Zellviabilitat hinsichtlich der einzelnen Mahlwerke durchgefuhrt. Um
einen Referenzwert fur die Zellausbeute und Zellviabilitat zu erhalten, wurde ebenfalls eine
Gesamtzellzahlbestimmung und eine Viabilitdts-Bestimmung bei der zuvor entnommenen
Zellsuspension aus der Stammldsung durchgefiihrt. Diese Suspensionsprobe wurde als Kon-
trolle nicht mit einem Dissoziationsprotokoll beansprucht. Bei dieser Versuchsreihe wurde
ebenfalls Uberprift, ob sich bei unterschiedlichen Mahlwerken eine unterscheidbare Zellgro-
Ren-Verteilung bestimmen lasst. In der Abbildung 51 ist erkennbar, dass sich die Durch-
schnittsgroRe der lebenden Zellen kaum zwischen den unterschiedlichen Protokollen unter-
scheidet. Die GroRRe der lebenden CHO-Zellen belauft sich gemittelt auf einen Wert von 12,92
pm, wohingegen die GréRRe der toten Zellen 9,64 pm betrifft. Wie dem Diagramm der Gesamt-
bestimmung der Zellviabilitat zu entnehmen ist, kdnnen keine Unterschiede hinsichtlich der
verschiedenen Mahlwerke erkannt werden. Die Zellviabilitat wurde bei allen Proben mithilfe
des Zellzahlers bestimmt. Es wurde eine Viabilitat der Zellen von ca. 98 % gemessen. Zusam-
menfassend ist festzustellen, dass sich keine negativen Effekte der Spritzgusshergestellten
Mahlwerke in Bezug auf Zellausbeute, Zellviabilitat und ZellgréRenverteilung eingestellt ha-

ben.
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Abbildung 51: Bestimmung des Einflusses von Frdsmahlwerk, Spritzgussmahlwerk und modifiziertes
Spritzgussmahlwerk auf die Dissoziation. A) Mikroskopische Aufnahmen der untersuchten Mahlwerks-
varianten. Einfluss der unterschiedlichen Mahlwerke auf die B) Zellgré3e, C) Zellausbeute und D) Via-
bilitdt von CHO-K1Suspensionszellen wurde mit unterschiedlichen Dissoziationsprotokollen getestet.
Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler
von mindestens drei unabhéngigen Experimenten dar.
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Nachdem eine Schadigung der Zellen durch die nachgearbeiteten Mahlwerke ausgeschlossen
worden ist, wurden diese Mahlwerke auch fiir die weiteren Versuche verwendet. Im nachsten
Abschnitt folgen erste Versuch der Mahlwerksvarianten mit Primarmaterial, um den Auf-
schlussgrad von Leberproben in Abhangigkeit von unterschiedlichen Gewebemengen zu be-

stimmten.

6.1.2 Bestimmung der Dissoziationseffizienz

Eine effiziente Gewebedissoziation bedeutet, dass das Gewebe zligig und vollstandig getrennt
werden kann, ohne dabei unerwlinschte Schaden zu verursachen. Dies ermoglicht es, Ge-
webe schnell und genau zu analysieren oder zu isolieren. Zunachst wurde der Einfluss drei
unterschiedlicher Gewebemengen von 50mg, 150mg und 300mg, verglichen. Wie in Abbildung
52 verdeutlicht wird, liegen alle drei Protokolle bei einem Aufschlussgrad von >90%. Zur Kon-
trolle wurden Dissoziationsversuche unter Verwendung des gefrasten Mahlwerks durchge-
fuhrt. Dabei wurde eine Gewebemenge von 100 mg verwendet und sowohl das soft als auch
das harsh Protokoll angewandt. Eine Variation der Dissoziationsprotokolle flhrt zu keiner Ver-
anderung des Aufschlussgrads bezogen auf die unterschiedlichen Mahlwerke und die Aus-
gangsprobe. Dies wird bestatigt durch die qualitative Auswertung des Restgewebes nach der
Dissoziation in den beiden Mahlwerksvarianten und mittels unterschiedlicher Dissoziations-
protokolle. Hierbei konnten nur noch sehr geringe Mengen an Restgewebe festgestellt werden.
Bei der mikroskopischen Betrachtung der erzeugten Einzelzellsuspensionen des Frasmahl-
werks und des Spritzgussmahlwerks sind die Zellpopulationen der Hepatozyten mit einer cha-

rakteristischen Zellgrée von ca. 25-40 uym klar erkennbar.

91



Validierung

A)
100
X
> 95
e
& 90
(%]
=
i
I 80
soft medium harsh soft harsh
Spritzguss mod Frasteil
H Beladung 100mg  m Beladung 200mg  H Beladung 300mg
B)
Probe Spritzgus mod. Frasteil
soft medium soft harsh
C)

Spritzguss mod_.

Frasteil

Abbildung 52: Vergleich Frés- und modifiziertes Spritzgussmahlwerke mit Primdrmaterial. A) Dissozia-
tionseffizienz in Abhédngigkeit unterschiedlicher Protokolle, Beladungsmengen und Mahlwerkstypen. B)
Qualitative Auswertung des Restgewebes im Mahlwerk und Filter nach der Gewebedissoziation. C)
Einzelzellsuspension nach der enzymfreien mechanischen Gewebedissoziation. Klar erkennbar ist die
Population der Hepatozyten mit ihrer charakteristischen Gréf8e von 25-40 um in beiden Mahlwerksvari-
anten.Schwarzer Messbalken = 100 um.
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Nach der Feststellung, dass das im Spritzgussverfahren hergestellte Mahlwerk weder die Le-
bensfahigkeit noch die Integritat der Zellen in Suspensionskulturen oder bei Verwendung von
Primarmaterial beeintrachtigt, wurde das modifizierte Spritzgussmahlwerk flir die folgenden
Experimente verwendet. Des Weiteren wurde mit den Zellfiltern der Porengréfie 70 um wei-
tergearbeitet, um eine bessere Vergleichbarkeit flir weitere Versuche mit dem Benchmark-
Gerat gentleMACS® zu gewahrleisten, welches ebenfalls Zellfilter mit einer Porengrofle von

70 um verwendet.

6.1.3 Dissoziation von Milzgewebe

Die Milz ist ein wichtiges Organ im Immunsystem, das an der Produktion und Aufrechterhal-
tung von Blutzellen und der Abwehr von Infektionen beteiligt ist. Daher wird Milzgewebe in der
klinischen Forschung untersucht, um besser zu verstehen, wie es bei verschiedenen Erkran-
kungen und Zustanden beeinflusst wird. Durch die Untersuchung von Milzgewebe kénnen
Wissenschaftler mehr Uber die Entstehung und den Verlauf von Erkrankungen wie Blutkrebs,
Autoimmunerkrankungen, Infektionskrankheiten und anderen Erkrankungen des Immunsys-
tems erfahren. In diesem Abschnitt wird eine angepasste Methode flur die Dissoziation von
Milzgewebe beschrieben. Bei diesem Ansatz wurde Milzgewebe durch ein angepasstes Pro-
tokoll dissoziiert, um eine méglichst schonende Gewebedissoziation zu erreichen. Bei diesem
Protokollansatz wurde das murine Milzgewebe im Ganzen in das Mahlwerk eingebracht, um
den Verlust von Probenvolumen bei der Probenvorbereitung zu vermeiden. Die Milzprobe
wurde zweimal mit PBS gewaschen, um die zelluldren Verunreinigungen zu entfernen. An-
schlielend erfolgte die mechanische Dissoziation, gefolgt von der Zentrifugation. Daraufhin
wurden die Zellausbeute und die Zellviabilitat bestimmt sowie eine qualitative Bewertung des
Grads der Einzelzellbildung durchgefiihrt. Die manuelle Vergleichsmethode'® bestand -in ei-
nem weit verbreiteten Ansatz- darin, eine vorzerkleinerte Milz mit minimaler Kraftanwendung
mittels einem weichen Gummispritzenkolben durch ein 70 um Zellsieb zu dricken. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass die Dissoziation mit dem Gewebedissoziator eine héhere Viabilitat und
Zellausbeute als der manuelle Prozess aufweist. Nach der qualitativen Betrachtung des Ver-
einzelungsgrads konnte eine Vereinzelung der Gewebeproben mit einigen Zellaggregaten bei

beiden Methoden festgestellt werden.
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Abbildung 53: Gewebedissoziation von Milz. A) Milz-spezifisches Profil des Gewebedissoziationsproto-
kolls. B) Darstellung der Viabilitdt und Zellausbeute zwischen der manuellen Methode und dem Gewe-
bedissoziator. C) Mikroskopische Darstellung mittels Acridine Orange-DAPI-Férbung der generierten
Einzelzellsuspension mittels manueller Methode und Gewebedissoziator.
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6.1.4 Dissoziation von Lebergewebe

Primare menschliche Leberzellen kénnen die vollstandige Leberfunktionalitat in vivo wider-
spiegeln, weshalb sie fir die pharmakologische und toxikologische in vitro-Forschung von gro-
Rer Bedeutung und zu einem wichtigen Modellsystem fir die klinische Forschung macht. Da
der Zugang zu menschlichen Leberproben begrenzt ist, werden haufig Leberproben von Mau-
sen als Alternative verwendet, die gleichzeitig die Mdglichkeit bietet, Arzneimittel in vitro zu
testen. Hinzu kommt, dass die Leber ein relativ weiches Material ist, was sie zu einem geeig-
neten Gewebe flr die Prifung des schonenden Gewebeaufschlusses mit dem Gewebedisso-
ziator macht. Fur die Herstellung einer primaren Zellkultur wurde eine teilautomatisierte me-
chanische Dissoziation mit dem Gewebedissoziator und eine enzymatische Dissoziation mit
dem gentleMACS® durchgefiihrt. Daher wurden die generierten primaren Zellen auf ihre Le-
bensfahigkeit und Zellausbeute analysiert. Fur die Analyse wurden die beiden unterschiedli-
chen Zellzahimethoden Neubauer-Zahlkammer und Nucleocounter verwendet. Da die Unter-
scheidung zwischen Zelltrimmern und echten Zellen in einer primaren Zellkultur schwierig ist,
wurde die manuelle Neubauer-Zahimethode zusatzlich mit dem automatischen Nucleocounter
verglichen. Das verwendete experimentelle Dissoziationsprotokoll fiir den Gewebedissoziator,
in Bezug auf die Gewebeinputmenge und Zentrifugationsparameter, wurde durch Vorversuche
mit variierenden Prozessparametern ermittelt.'® Parallel wird der enzymatische Dissoziations-
verlauf mittels gentleMACS® als Benchmark mitgeflhrt. In Abbildung 54 ist erkennbar, dass
das Gewicht von 150 mg mit einer Zellausbeute von 2,66E+08 Zellen mg™' und einer Viabilitat
von 96,59 % das beste Ergebnis der Zellausbeute und Zellviabilitat lieferte. Ein geringeres
Probengewicht von 50 mg liegt mit einer Zellausbeute von 2,48E+08 Zellen mg™' vor. Dagegen
ist bei einem erhéhten Probengewicht von 300mg eine deutlich geringere Zellausbeute fest-
stellbar. Nach der Bewertung der zellularen Lebensfahigkeit und Ausbeute wurde die Einzel-
zellsuspension auf die Dissoziationseffizienz untersucht, der durch die Differenz zwischen dem
Eingangsgewicht und dem nach der Verarbeitung in den Rdéhrchen verbleibenden Gewebe

definiert ist.
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Abbildung 54: Ergebnisiibersicht der Gewebedissoziation mit Lebergewebe. A) Leber-spezifisches Pro-
fil des Gewebedissoziationsprotokolls. B) Darstellung der Beladung des Mahlwerks mit Leberproben.
C) Darstellung des Aufschlussgrads. Zellausbeute und Viabilitét der Leberprobe nach der Dissoziation.
Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Fehlerbalken stellen den Standardfehler aus
mindestens drei unabhéngigen Experimenten dar.
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6.1.5 Dissoziation von Sinovialgewebe

In diesem Abschnitt wird, im Gegensatz zu Milzproben und Leberproben, eine Gewebeprobe
verarbeitet, welche sich am oberen Ende der beschriebenen Elastizitatsskala (Absatz 2.2) be-
findet. Die Sinovialis ist von Gefaflten, Nerven und elastischen Fasern durchsetzt. Charakte-
ristisch fur die Morphologie der Sinoviozyten sind lange zytoplasmatische Auslaufer, mit denen
sie sich untereinander verbinden. So kénnen Zellen aus der obersten Schicht mit entfernteren

Zellen in Verbindung treten.

Um Sinovialiszelle aus den Gewebeproben (Schwein) zu gewinnen, wurden diese zunachst
grof¥flachig mit 70-prozentigem Isopropanol abgespriht und unter der Sicherheitswerkbank
seziert. Dazu wurde die Sinovialis freiprapariert, indem die noch anhdngenden Fett- und
Fremdgewebeschichten auf der Gelenkkapsel weitestgehend entfernt wurden, ohne dabei die
Sinovialis zu beschneiden. Die anschlieRend flachig abgetragenen Sinovialmembran wurde
zweifach in PBS -/- gewaschen und fir die weitere Verarbeitung in wenige Millimeter grof3e
Stucke zerteilt. Diese Stucke wurden in das Mahlwerk des Gewebedissoziators Uberfuhrt und
verarbeitet. Fur die enzymatische Gewebedissoziation ist zunachst das Gewicht der zerklei-
nerte Sinovialisstlicke pro Ansatz auf ein Gramm gemessen worden. Anschlieend wurden
diese Gewebeproben mit einer enzymatischen Mixtur bestehend aus 10ml einer 0,2%igen
Kollagenase-I-Lésung (bei 200 U/mg) aus RPMI 1640 (Rosell Park Memorial Institute) + HE-
PES (Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsauren) + L-Glutamin mit 10%igem fetalem Bovinse-
rum und einem Prozent Penicillin/Streptomycin versetzt. Dieser Ansatz wurde iber Nacht bei
37° C und 60 Umdrehungen pro Minute auf einem Schuttler inkubiert. Nach 24 Stunden konnte
die Suspension durch einen Zellfilter mit einer Porengréf3e von 70 uym abzentrifugiert werden
und mit einer Zellkonzentration von 5,0E+05 Zellen ml! in einer Gelatine-beschichteten T25-
Zellkulturflasche und 5ml RPMI 1640 + HEPES + L-Glutamin mit 10% fetalem Bovinserum und

einem 1% Penicillin/Streptomycin ausgesat werden.

In Abbildung 55 sind unter anderem der Gewebeinput und die Gewebereste nach der Disso-
ziation und der Zentrifugation dargestellt. Beim Mahlwerk des Gewebedissoziators ist deulich
zu erkennen, dass noch Gewebereste im Zellsieb und am Mahlwerk anhaften. In einer quan-
titativen Bestimmung der Gewebereste wurde deutlich, dass im Schnitt 72,4 % der eingebrach-
ten Gewebemenge im Mahlwerk verbleiben. Beim enzymatischen Aufschluss wird nahezu die
komplette Gewebeprobe dissoziiert. Dieses Verhaltnis spiegelt sich ebenfalls in der gemesse-

nen Zellausbeute wider.
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Abbildung 55: Ergebnisiibersicht der Gewebedissoziation mit Sinovialgewebe. A) Sinovial-spezifisches
Profil des Gewebedissoziationsprotokolls 1%7. B) Darstellung der Beladung des Mahlwerks mit Sinovial-
proben vor und nach der Dissoziation. C) Darstellung des Aufschlussgrads. Zellausbeute und Viabilitat
nach der Dissoziation.

In der Abbildung 56 sind jeweils Sofortkulturen (24 Stunden nach Dissoziation) und zweiwé-

chige fibroblast like synoviocytes (FLS)-Kulturen zu sehen. Die Zellen sind in beiden Kulturen

sehr langlich adhariert und gehen viele Zell-Zell-Kontakte ein. Anders als auf den Bildern der
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Sofortkulturen sind nun alle Zellen entlang ihrer Langsachse ausgerichtet und bilden einen

homogenen Verband mit langen zytoplasmatischen Auslaufern.

Um die Identitat der Zellen nachzuweisen, wurde der spezifische Oberflachenmarker Cadhe-
rin-11 der FLS mittels AlexaFluor™ 488 konjugiertem Anti-CDH11 griin angefarbt. Zusatzlich
wurde die DNS mit Hoechst® 33342 FITC blau markiert, um einen Kontrast zu bilden und

Zellen von Fragmenten sowie Artefakten unterscheiden zu kénnen.

In Abbildung 56 ist die griine Fluoreszenzfarbung der Cadherin-11 Oberflachenmolekule deut-
lich zu erkennen. Die Analyse der Zellen in allen durchgefiihrten Versuchen lasst darauf schlie-
Ren, dass es sich um Synoviozyten handelt. Hierzu wurden Zellen aus enzymatisch und me-
chanisch dissoziierten Kulturansatzen angefarbt. Zweiwdchige Kulturen wurden ebenfalls an-

gefarbt.

FLS-Sofortkultur Zweiwochige FLS-Kultur

FLS aus TG Sofortkultur in 40-facher VergréBerung mit
CDH11 in griin (AlexaFluor) und DNS in blau (FITC)

Gewebedissoziator

FLS aus EM-Sofortkultur in 100-facher VergréBerung mit
CDH11 in griin (AlexaFluor) und DNS in blau (FITC)

Enzymatisch

Abbildung 56: Fluoreszenzfédrbung der Cadherin-11 Oberflaichenmolekiile der generierten Einzelzellen.

Fir die Bestimmung der Viabilitdt wurden jeweils enzymatisch sowie mechanisch dissoziierte
Sofortkulturen, als auch solche, die sich zwei Wochen in Kultur befanden untersucht. Dazu
wurden je 20.000 Zellen in eine Spalte einer 96-Well-Platte mit einer Multipipette pipettiert, das
Inokulum mit Medium auf je 100 pL pro Well aufgefullt und bei 37 °C Gber Nacht inkubiert. Am
folgenden Tag wurden in jedes Well 10 uL Resazurin zugegeben und der Startwert der Extink-
tion mit einem Plattenphotometer aufgenommen. AnschlieRend wurden die Platten nochmals
fur vier Stunden bei gleicher Einstellung inkubiert und der Schlusswert ermittelt. Die Differenz

aus Schluss- und Startwert ergibt die Fluoreszenz des durch den Zellstoffwechsel zu Resorufin
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umgesetzten Resazurins in RFU (relative fluorescence units) wieder und steht in einem direk-
ten Verhaltnis zur Stoffwechselaktivitat der Zellen. Fur die Positivkontrollen der Sofortkulturen
wurden FLS aus einer zweiwdchigen Kultur, die enzymatisch aufgeschlossen wurden, verwen-
det. Fur die Positivkontrollen der zweiwdchigen Kulturen wurden ebenfalls enzymatisch auf-
geschlossene zweiwdchige Kulturen verwendet, welche aber in Medium mit doppeltem FBS-
Anteil (20 %) kultiviert wurden. Die Negativkontrollen bestanden jeweils aus zweiwochigen,
enzymatisch aufgeschlossen Kulturen, zu denen je funf Mikroliter Staurosporin pro Well zuge-

geben wurden, um die Zelle abzutdten.

Abbildung 57 zeigt die Viabilitat der Sinoviozyten nach 24 Stunden. Bei der Betrachtung der
Balkendiagramme zeigten sich bei den enzymatisch dissoziierten Proben marginal gro3ere
Viabilitdtswerte. In den Untersuchungen der zweiwdchigen Kulturen zeigt sich ein ahnliches
Gesamtbild wie in denen der Sofortkulturen. Fir die quantitative Analyse der Stressantwort
der Zellen, wurde die Verteilung der MAP-Kinase p38, sowie deren phosphoryliertes Pendant
mittels SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) und Western
Blot aufgenommen. In der quantitativen Auswertung zeigt sich kein Unterschied zwischen der
enzymatischen und enzymfreien Dissoziation im prozentualen Anteil der phosphoryliertes

Kinase p38.
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Abbildung 57: Bestimmung der Viabilitdt und Stessantwort mittels Resazurin Assay und Western Blot
des phosphorylierten Kinase p38-Anteils. A) Resazurin Viabilitds Assay. B) Auswertung des Western
Blot zur Bestimmung der MAP-Kinase p38, sowie deren phosphoryliertes Pendant.
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6.1.6 Viabilitat und Zellausbeute von verschiedenen Gewebeproben von der Maus

Das nachste Ziel war es, die Leistung des Spritzgussmahlwerks mit verschiedenen Gewebe-
proben von Mausen zu testen (Interne Anzeige Universitats Medizin Mannheim, Aktenzeichen
[-17/12). Zur Bewertung der Leistungsfahigkeit des Systems wurden neben einem manuellen
mechanischen Verfahren, auch enzymatische Verfahren als Referenzsysteme verwendet.
Probematerial aus verschiedenen Gewebetypen wurden in das Spritzgussmahlwerk geladen
und mit gewebespezifischen Protokollen dissoziiert, die in verschieden Vorarbeiten etabliert
wurden.'®%1%8 F{ir die mechanische Dissoziation mit dem Gewebedissoziator wurden die Or-
gane grundlich mit PBS gewaschen, bevor sie in DMEM mit 2 % FBS eingelegt und bis zur
weiteren Verarbeitung auf Eis gelegt wurden. Die enzymatischen Protokolle wurden der Lite-
ratur entnommen und sind in Tabelle 11 im Anhang zusammengefasst. Die einzelnen Schritte
fur die Verwendung der spezifischen Gewebedissoziationsprotokolle sind im Anhang in Ta-
belle 12 zusammengefasst und basieren auf Vorversuchen. Die Dissoziation des Gewebes
wurde mit dem Gewebedissoziator durchgefiihrt, wie in'#>1%° beschrieben. Die Gewebeprobe
wurde in kleine Stlicke von etwa 1-2mm geschnitten und mit 800 yl DMEM, erganzt mit 2 %
FBS, in die Rotoreinheit des Gewebedissoziators gegeben. Die Rotoreinheit wurde im Deckel
eines 50-ml-Falcon-Rdéhrchens positioniert. Der Statoreinsatz mit einem 70-um-Zellsieb wurde
auf die Rotoreinheit gesetzt. Ein 50-ml-Falcon-Roéhrchen wurde auf den Deckel gesetzt, ver-
schraubt und auf die Gewebedissoziator-Antriebseinheit aufgesetzt (Abbildung 43). Nach dem
Mahlvorgang wurde das Falcon-Réhrchen auf ein Gestell umgedreht, gedffnet und das Zell-
sieb mit 5 ml DMEM, 2 % FBS, gewaschen. Der Durchfluss wurde in ein 15-ml-Falcon-Roéhr-
chen Uberfiihrt und 8 Minuten lang bei 300 x g zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgesaugt und das Zellpellet mit 2 ml PBS, 2 % FBS gewaschen, durch ein FACS-Rdéhrchen

mit einer Zellsiebkappe geleitet und 5 Minuten lang bei 300 x g zentrifugiert'°.
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Abbildung 58: Vergleich der Viabilitdt bei mechanischer und enzymatischer Dissoziation. Die Lebensfa-
higkeit der Zellen wurde mit Propidiumiodid bestimmt (fiir Gewebedissoziator-Daten Niere und Magen:
n=3, Pankreas n=2; fiir enzymatische Dissoziation Niere, Pankreas und Magen: n=1; alle anderen Or-
gane n=2).

Insgesamt wurden 10 verschiedene murine Gewebe verarbeitet. Die Lebensfahigkeit betrug
in den gewonnen Einzelzellen 70-90 % (Abbildung 58). Die Zellausbeute war vergleichbar zur
enzymatischen Dissoziation und gewebeabhangig. Es wurde festgestellt das gerade die Zell-
ausbeute bei der enzymatischen Methode teilweise héher ausgefallen ist. Dies liegt an der
Varianz in den Gewebeproben an sich, was durch die unterschiedlichen Ergebnisse bei der
Betrachtung der biologischen Replikate deutlich wird. Die enzymatischen Protokolle sind je-
doch deutlich zeit- und materialaufwandiger. In Abbildung 59 sind die Zellausbeuten fir die

prozessierten Mausgewebeproben dargestellt.
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Abbildung 59: Vergleich der Zellausbeute bei mechanischer und enzymatischer Dissoziation. Anzahl
der Zellen pro mg verarbeitetes Gewebe, bestimmt durch Zellzédhlung mittels Neubauerzdhlkammer (fir
Gewebedissoziator -Daten Niere und Magen: n=3, Pankreas n=2; fiir enzymatische Dissoziation Niere,
Pankreas und Magen: n=1; alle anderen Organe n=2).

Die erste Stufe des Validierungsplans bestehend aus Funktionstests, die zum einen aus me-
chanischen Tests und zum anderen aus ersten biologischen Tests mit unterschiedlichen Ge-
webetypen bestehen, wurde erfolgreich abgeschlossen. Hier wurden insbesondere die tech-
nische Integration der Komponenten, sowie die biologische Robustheit und Machbarkeit des
Systems in Bezug auf unterschiedliche Gewebeproben getestet, bevor im folgenden Abschnitt
der entwickelte Gewebedissoziator in klinischen Anwednungsfallen valdiert wird. Unter Real-
bedingungen soll damit die Tauglichkeit des Systems und die Vorteile gegenuber dem Stand
der Technik gezeigt werden. Durch den Test des aufgebauten Demonstrators und dessen Er-
probung in klinisch relevanten Einsatzfallen mit reprasentativen Gewebeproben, wird der
Nachweis der technischen Machbarkeit erbracht und eine Uberpriifung und Bewertung der

Forschungsarbeit ermoglicht.
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6.2 Anwendungsspezifische Validierung

Die Zukunft der personalisierten Diagnostik beginnt auf der Ebene der einzelnen Zelle. Selbst
High-End-Technologien wie Next Generation Sequencing kdnnen verbessert werden, wenn
sie auf reine Einzelzellpopulationen (z. B. Tumorzellen ohne kontaminierende Stromazellen)
oder auf Einzelzellebene (DNA/RNA-Sequenzierung) angewendet werden. Die Uberwiegende
Mehrheit dieser Technologien bendtigt einzelne und maoglichst unversehrte Zellen fur den Ana-
lyseprozess. Entscheidende Voraussetzung fur die High-End-Analytik ist daher, die Zellen
moglichst schonend aus ihrer Gewebematrix zu entfernen. Dies kann durch einen enzym-
freien, schnellen und reproduzierbaren Ansatz der Gewinnung von reinen und individuellen
Einzelzellen aus Gewebeproben erreicht werden. In diesem Kapitel wird die Anwendbarkeit
des entwickelten Gewebedissoziators flir die mechanische, nicht-enzymatische und parallele

Verarbeitung von Gewebeproben an klinisch-relevanten Anwendungsbeispielen demonstriert.

6.2.1 Ein Schritt zur enzymfreien Gewebedissoziation

Nach der erfolgreichen Optimierung eines mechanischen Dissoziationsprotokolls fur Leberge-
webe, soll der Gewebedissoziator mit dem enzymatischen Verfahren des gentleMACS®, als
Benchmark-Gerat, verglichen werden. Um die Anwendbarkeit des Demonstrators zu zeigen,
wurde die Viabilitat, die Zellausbeute und der Dissoziationsgrad von murinen Leberproben
Uberwacht. Frisch isoliertes murines Lebergewebe wurde in RPMI-Medien ins Labor transpor-
tiert und fur den Versuch auf Eis gelegt. Die Proben wurden innerhalb von 2 h nach der Ent-
nahme verarbeitet, um eine maximale Zellviabilitat zu gewahrleisten. In Abbildung 60 ist der
Versuchsverlauf dargestellt. Fur diesen Versuch wurde der entwickelte Gewebedissoziator
und der gentleMACS® Dissociator von Milteny Biotec eingesetzt. Fur den gentleMACS® wur-
den C-Roéhrchen verwendet. Die Probenvorbereitung und -aufbereitung mittels gentleMACS®
erfolgte entsprechend dem kommerziell erhaltlichen Leberenzym-Kit (Best.-Nr.:130 105 807)
von Miltenyi Biotec. Gewebeproben fur den Gewebedissoziator wurden ohne Enzymzusatz
verarbeitet. Nach der Erzeugung der Einzelzellen und der Qualitatsbestimmung der Suspen-
sion wurden im nachsten Schritt die Zellen zu dreidimensionalen Spharoiden kultiviert. Hierzu
wurde die generierte Zellsuspension der beiden Verfahren in speziell beschichteten Biofloat-

Platten, so genannten non-attachment-Platten, der Firma FaCellitate kultiviert.
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Abbildung 60: Darstellung des Arbeitsablaufs zur Dissoziation von Leberproben mittels Gewebedisso-
ziator und gentleMACS® bis zur Kultivierung als Sphéroide.

Um eine Einzelzellsuspension aus einer Gewebeprobe mit dem enzymatischen Verfahren mit-
tels gentleMACS® isolieren zu kdnnen, missen zunachst die im Kit enthaltenen Enzyme vor-
bereitet werden. Hierfir wird den einzelnen Vials, abhangig vom Enzym, mit 1ml an DMEM
und stabilem Glutamin versetzt. Die Enzyme miussen sich vollstandig I6sen und anschliel’end
aliquotiert werden. AnschlielRend kann mit der eigentlichen enzymatischen Gewebedissozia-
tion fortgefahren werden. Hierfur wird das steril verpackte GentleMACS C-Tube unter der Ste-
rilwerkbank gedffnet und darin der Dissoziationsmix vorbereitet. Im nachsten Schritt wird das
gewunschte Probengewicht abgewogen, uUblicherweise 750-1200 mg, mit DMEM abgespult
und mit Hilfe einer Pinzette in das C-Tube mit dem vorbereiteten Dissoziationsmix Uberfuhrt.
Das C-Tube wird fest verschlossen und umgekehrt auf die Portstelle des gentleMACS® auf-
gesetzt. Zusatzlich wird das Heizsystem aufgesetzt und das gewilnschte, an das Gewebe und
Kit angepasste, Programm durchgeflihrt. Nach Beendigung des Aufschlusses wird das C-Tube
vom Gerat abgenommen und muss vor der Zentrifugation separat gefiltert werden. Nach der
Zentrifugation bei 300 g fiir 10 Minuten wird der Uberstand verworfen und das Zellpellet in der
gewulnschten Volumen Medium resuspendiert. Fur einen ersten Test wurde das Dissoziations-
rohrchen des Gewebedissoziators mit frisch resezierten murinen Leberproben getestet. Die
Dissoziationsexperimente wurden wie in 6.1.3 beschrieben durchgefiihrt. Um Ergebnisse der
nicht-enzymatischen Zelldissoziation durch des Gewebedissoziators im Vergleich zur enzyma-
tischen Standardbehandlung durch den gentleMACS® zu ermitteln, wurde eine Zellzdhlung,
die Bestimmung der Zellviabilitat und eine qualitative mikroskopische Analyse der Zellsuspen-
sionen durchgefiihrt. Die Ergebnisse der verschiedenen Zellzahimethoden, Neubauer Zahl-
kammer, Countess3 und Nucleocounter, wurden verglichen. Abbildung 61 zeigt die Zellaus-

beute in Zellen pro mg nach Auszahlung mit den verschiedenen Zellzdhimethoden. Die Ergeb-
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nisse der Neubauer-Methode und der Countess-Messung wiesen eine grof3e Bandbreite zwi-
schen 1,05E+08 und 6,95E+08 Zellen pro mg Gewebeprobe auf. Im Vergleich dazu waren die
Zellzahlen des Nucleocounters niedriger, aber mit deutlich geringer Standardabweichung. Die
Ergebnisse lagen zwischen 1,13E+08 und 2,97E+08 Zellen pro mg Gewebeprobe. In Abbil-
dung 61 wurden die mit der Neubauer-Zahlkammer und dem Nucleocounter ermittelten Viabi-
litdswerte verglichen. Die mit der Neubauer-Zahlkammer und Countess ermittelten Viabilitaten
waren bei jedem Lauf zwischen 80 % und 90 %. Mit dem Nucleocounter reichten die Viabilita-
ten von 53 % bis 95 %. Bei der Betrachtung der erzeugten Einzelzellsuspensionen der beiden
Verfahren unter dem Mikroskop, so fallen bereits morphologische Unterschiede der Zellen in
den Zellsuspensionen auf. Um Kontaminationen der Probe zu vermeiden, wurde der Auf-
schlussgrad nicht separat berechnet und nur rein optisch nach erfolgter Dissoziation bewertet.
Im C-Tube des gentleMACS® waren keine Gewebereste mehr nachzuweisen. Im Gewebedis-
soziator wurde, wie bereits in der Protokolloptimierung (Abschnitt 6.1.4) erlautert, ein hoher

Aufschluss von 90-95 % erzielt.
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Abbildung 61: Zellausbeute und Viabilitdtsbestimmung nach Dissoziation von Lebergewebe mittels Ge-
webedissoziator und gentleMACS®. A) Die Zellausbeute und Viabilitdtsbestimmung nach der Dissozi-
ation von Lebergewebe wurde mittels manueller Zellzdhimethode, Countess und Nucleocounter be-
stimmt B) Mikroskopisches Bild der generierten Zellsuspensionen aus Gewebedissoziator und Gentle-

MACS®.
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In der Zellsuspension des Gewebedissoziators, Abbildung 61 , ist vor allem eine Zellpopulation
mit auffallender GroRRe von 25-40 um erkennbar. In der Zellsuspension des gentleMACS® da-
gegen, finden sich keine Zellen in diesem GréfRenbereich. Um die Eigenschaften dieser cha-
rakteristischen Zellen genauer zu untersuchen, wurde die Echtzeit-Verformbarkeitszytometrie
(RT-DC) angewendet. Die Echtzeit-Verformbarkeitszytometrie (RT-DC) ist eine Hochdurch-
satzmethode zur mechanischen Charakterisierung einzelner Zellen in Suspension.'®! Die RT-
DC-Analyse ermdglichte es markierungsfrei zwischen Subpopulationen von Zellen zu unter-
scheiden und weitere Informationen aus Einzelzellbildern zu extrahieren, wie z. B. die Ver-
formbarkeit. Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode ist, dass sie nicht zerstérerisch ist und
die Zellen weiterverwendet werden kdnnen. Aulierdem kann eine Zellpopulation von Interesse
ohne Markierung nach bildbasierten Parametern sortiert werden. Daruber hinaus ergab die
RT-DC-Untersuchung einzelner Zellsuspensionen, die durch enzymatische und mechanische
Dissoziation entstanden waren, unterschiedliche Populationsverteilungen fir bestimmte Ge-
webetypen ', Die mechanische Dissoziation von Lebergewebe fiihrte im Vergleich zu en-
zymatisch behandelten Proben zu einer Anreicherung von gréfieren Zellen. Hepatozyten wur-
den als Zellen in der Leber identifiziert, deren Zellquerschnittsflache zwischen 150 ym? und
800 um? lag.'®°
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Abbildung 62: Schematische Darstellung des Analyseverfahrens?®. Die Gewebeprobe wird in kleine
Stiicke zerlegt und in den inneren Rotor des Gewebedissoziators mit Kulturmedium gegeben. Die dis-
soziierten Zellen werden zentrifugiert und in Messpuffer resuspendiert. B) Die Probe wird auf einen
mikrofluidischen Chip geladen und mit RT-DC analysiert. Von jeder einzelnen Zelle wird ein Hellfeldbild
aufgenommen. Aus den Bildern werden verschiedene Merkmale extrahiert, die fiir die multidimensio-
nale Analyse verwendet werden. Insgesamt dauert das Verfahren weniger als 30 Minuten.
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Nach der Optimierung eines geeigneten Protokolls fir den Gewebedissoziator und der Zell-
charakterisierung steht eine weiterfihrende Kultivierung der erzeugten Einzelzellsuspension
aus Lebergewebe im Vordergrund. Hierfir wurde die Kultivierung zu dreidimensionalen Zella-
ggregaten, den sogenannten Spharoiden, unter Zuhilfenahme von low-attachment Platten der
Firma FaCellitate, durchgefiihrt. Fur die 3D-Kultivierung der Einzelzellsuspension aus Leber-
proben mittels Gewebedissoziator, wird auch die enzymatisch gewonnene Einzelzellsuspen-
sion mittels gentleMACS® als Referenz mitgeflhrt. Fir die genauere Charakterisierung der

generierten Spharoide werden diese liber das Programm Fiji ImageJ untersucht.®2

Die mit dem Gewebedissoziator und gentleMACS® erzeugten Zellsuspensionen wurden zu-
nachst in 96-Multiwellplatten kultiviert mit einer Einsaat von ca. 2,5E04 Zellen pro Well (Abbil-
dung 63).

Gewebedissoziator gentleMACS

Oh

24h

Abbildung 63:Gewebedissoziator und gentleMACS® Einzelzellsuspension nach Dissoziation

Die Kultivierung erfolgte Uber eine Zeitdauer von acht Tagen, mit t=0 bis t=7, wobei t=0 den
Zeitpunkt direkt nach der Zellaussaat definiert. Als Negativkontrolle wurden Zellen in umge-
schichteten 96-Multiwellplatten ausgesat. In diesen Kulturschalen waren Zellen sichtbar, die
von der Kunststoffoberflache abgeldst wurden, was zu einem nicht-konfluenten Wachstum
fuhrte. Daher wurde fiir die weiteren Versuche lediglich mit der Biofloat 96-Wellplatte gearbei-
tet (Abbildung 64). Fir eine bessere Vergleichbarkeit wurden die generierten Spharoide be-
ziuglich ihrer Flache, ihrer Dichte und ihrer Zirkularitat mit der Software ImagedJ analysiert. Die
Einstellungen flr die Helligkeit und Belichtungszeit wurden konstant gehalten, damit aussage-

kraftige und vergleichbare Daten erhoben werden konnten.
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Dissoziator
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Abbildung 64: 3D-Kultivierung der enzymfreien und enzymatischen Zellsuspensionen aus Lebergewebe
tiber einen Zeitraum von 168h (8 Tage).

Zunachst wird die Spharoidbildung in Bezug auf ihre Flache, Dichte und Zirkularitat untersucht.
Die Flache der erzeugten Spharoide hangt mit der nachfolgenden Formel proportional vom

Radius und damit vom gemessenen Durchmesser ab.
Flache (A)=m x r2

Formel 9: Bestimmung der Sphéroidflache

Die Dichte wird Uber den sogenannten ,Mean grey value® ermittelt, wobei die Summe der
Grauwerte aller Pixel in der Auswahl in den Bezug zu Gesamtanzahl der Pixel gesetzt wird.
Zusatzlich erfolgt die Ermittlung der Zirkularitat, die auch als Kreisform bekannt ist. Sie ver-
gleicht den Umfang einer Form mit der Flache, die sie enthalt und wird nachfolgender Formel

ermittelt, wobei A die Flache und U den Umfang angibt.
Zirkularitat (C)= 4m x AU2

Formel 10: Bestimmung der Sphéroid Zirkularitat

Bereits bei der optischen Beurteilung der Spharoide kénnen klare Unterschiede festgestellt
werden. Die Spharoide aus der Gewebedissoziator erzeugten Zellsuspension zeigen einen
deutlich hoheren Durchmesser und damit verbunden eine hdhere Zunahme in ihrer Flache, im
Vergleich zur gentleMACS® erzeugten Suspension. Die generierten Spharoide weisen nach
einer Kultivierungsdauer von sieben Tagen eine vergleichbare Dichte auf. Hierbei wurden bei
den Gewebedissoziator-Spharoiden (Abbildung 65) Daten ab Tag eins ermittelt, wohingegen
das Spharoid des gentleMACS®, erst ab Tag zwei auswertbar war. Um ein aussagekraftiges
Ergebnis vorlegen zu kénnen, wurden jeweils funf Spharoide vermessen, der Mittelwert gebil-
det und mit ihrer Standardabweichung dargestellt. Gleichzeitig ist die Hepatozytenpopulation
zentriert zu finden, die, wie bereits im Vergleich in Abschnitt 6.2.1 festgestellt, nicht in der

gentleMACS® erzeugten Suspension vorhanden ist.
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D)
Dissoziator GentleMACS
Zeit Flache Grey Mean Value Zirkularitat Fliche Grey Mean Value Zirkularitat
[h] [Pixel] [] [] [Pixel] [] []
0 - 139,1 0,80 - - -
24 3766173,8 129,8 1,00 - - -
48 3417934,0 113,8 0,98 1843870 158,7 1,00
72 3451848,5 64,3 0,86 1847837 108,4 0,96
96 3470913,6 53,5 0,88 1875424 63,1 0,88
120 3496350,8 54,7 0,88 1855990 53,7 0,90
144 3498018,7 41,7 0,88 1866776 38,3 0,90
168 3522363,3 33,9 0,88 1882847 30,9 0,90

Abbildung 65: Sphéroid-Analyse Gewebedissoziator (Diss.) und gentleMACS® (GM) (iber eine Kultivie-
rungsdauer von 8 Tagen. A) Darstellung der Zirkularitdten der einzelnen Sphéroide. B) Darstellung der
Fldche und der Wachstumsrate C) Darstellung des Verlaufes des Mean grey Values. D) Tabellarische
Ubersicht der gemessenen Parameter.

Nachdem die Spharoide 168 Stunden kultiviert worden waren, wurden die Lebensfahigkeits-
tests durchgefiihrt. Die Ergebnisse des CellTiterGlo® 3D Cell Viability Assay sind in Abbildung
66 dargestellt. Der Lebensfahigkeitstest zeigt bei beiden Varianten lebende Zellen, auch der

charakteristische nekrotische Spharoidkern ist zu erkennen.

BOBO™-3 Calcein AM

Abbildung 66: Bestimmung der Viabilitdt von den generierten Sphéroiden mittels CellTiterGlo® 3D Cell
Viability Assay nach 168 Stunden Kultivierungsdauer.Calcein AM wurde als Lebendfarbstoff und BOBO-
3 als Todfarbstoff eingesetzt.

Dissoziator

Brightfield

168h

gentleMACS

6.2.2 Enzymfreie Gewebedissoziation von Tumorproben

In diesem Abschnitt wird ein kompletter Arbeitsablauf fir die enzymfreie Prozessierung von
primaren humanen Krebsgewebeproben in Einzelzellen demonstriert.'#? Fiir diesen Arbeitsab-
lauf war es entscheidend, trotz struktureller Unterschiede in den Eigenschaften der prozes-
sierten Gewebeproben, lebensfahige Einzelzellen fur die weitere Kultivierung bereitzustellen.
Zur Bewertung des Stressfaktors, der durch die mechanische Gewebedissoziation verursacht

wird, wurden die erzeugten Einzelzellen zusatzlich auf Anzeichen von Apoptose untersucht.
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Der angewandte Ablauf wurde im Vergleich zur Standard-Explantationsmethode analysiert.
Die Gewebedissoziationsmethode und die Explantationsmethode wurden anhand folgender
Kriterien bewertet: Zeit fir die Probenpraparation, Effizienz der Zellisolation, Zeitspanne bis
zum Beginn des Zellwachstums und das Ausmalf} des Stressniveaus. Diese Studie wurde von
2019 bis 2021 durchgeflhrt. In dieser Zeit wurden 33 chirurgisch resezierte Tumorproben mit
dem Gewebedissoziator bearbeitet, um seine Fahigkeit zu bewerten, lebende Zellen aus ver-
schiedenen Tumorgeweben zu isolieren. Diese bearbeiteten Tumorproben stammten haupt-
sachlich aus dem Pankreas, der Leber und dem Dickdarm-Rektal-Bereich. Einige seltene Tu-
morentitadten wie Gallengangkrebs, Dickdarmkrebs, Analkrebs, Gebarmutterkrebs-Metasta-
sen, Magenkrebs und eine Metastase von Karzinom unbekannter Herkunft (CUP) wurden

ebenfalls verarbeitet.

Chirurgisch resezierte Tumorgewebe wurden entnommen und innerhalb einer Stunde mit zwei
verschiedenen Techniken zur Isolierung der Zellen verarbeitet - Explantatmethode und unter
Verwendung des Gewebedissoziators. Diese Studie wurde von der lokalen Ethikkommission
der Universitatsmedizin Mannheim genehmigt (2012-293N-MA), und alle Spender gaben ihre

schriftliche, informierte Zustimmung.

Primares Tumorgewebe wurde mit PBS gewaschen, das mit 1 % Penicillin-Streptomycin-L6-
sung (Penicillin 10.000 Einheiten/mL/Streptomycin (10.000 pg/mL)-Lésung, Gibco, Life Tech-
nologies Limited, USA) erganzt wurde. Blutgetrankte Gewebeproben wurden mit Ammonium-
chloridlésung (Stemcell Technologies, Kanada) gewaschen, um die Erythrozyten zu lysieren.
AnschlieRend wurde das Gewebe in kleine Stiicke mit einem Durchmesser bzw. einer Kanten-
lange von 1-2 mm geschnitten. AnschlieRend wurden die Gewebestlicke gewogen und eine
gleiche Menge des Gewebes wurde fur die Zellisolation mittels Explantatmethode und Gewe-
bedissoziator aufbereitet. FUr die Explantatkulturen wurde das gewogene, gewdurfelte Tumor-
gewebe in Sechs-Well-Platten mit 3 ml Dresden-Medium flr mindestens sechs Wochen kulti-
viert, um das Auswachsen der Zellen zu ermoglichen. Alle Zellen erhielten Dresden-Medium,
eine Mischung aus zwei Dritteln des Ublichen DMEM (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, Deutschland), erganzt mit 10% FBS (Gibco, Life Technologies Limited, USA) und 1 %
Penicillin (10, 000 Einheiten/mL)/Streptomycin (10.000 pg/mL)-Lésung (Gibco, Life Technolo-
gies Limited, USA) und einem Drittel Wachstumsmedium fur Keratinozyten (Gibco, Life Tech-
nologies Limited, USA), erganzt mit Bovinem Hypophysenextrakt (25 mg) und EGF Human
Recombinant (2. 5 yg) (Gibco, Life Technologies Limited, USA). Dieses Medium wurde bei
friheren erfolgreichen Versuchen bei der Gewinnung von Zelllinien aus Primargewebe etab-
liert. Das Kulturmedium wurde mindestens zweimal pro Woche gewechselt. Die Zellen wurden

in einer Verdiinnung von 1:6 passagiert, sobald sie konfluent wurden.
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Die Kultur wurde bei 37 °C mit 5 % CO: in einer befeuchteten Atmosphare gehalten. Das
Medium wurde jeden dritten Tag gewechselt. Wenn nach sechs Wochen Kulturzeit kein Zell-

wachstum beobachtet wurde, wurden die Kulturplatten verworfen.

Die sterilen Einweg-Rdhrchensets fir den Gewebedissoziator wurden gedffnet und durch Ein-
rasten des Stators in das Zellsieb zusammengesetzt. Stator und Rotor mit Zellsieb wurden mit
1 ml Dresden-Medium gespult. 100-200 mg der vorbereiteten Gewebestlicke wurden in den
Rotor transferiert (mit einer 1 ml Pipette). In Abbildung 67 ist das verwendet Protokoll fur die

Versuchsreihe dargestellt, welches bereits in Vorarbeiten erarbeitet wurde.®®
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Abbildung 67: Schritte des Gewebedissoziator -Programmes, die fiir die Verarbeitung des Gewebes ver-
wendet werden . Es werden sechs unterschiedliche Schritte dargestellt, jeweils mit dem darin ablaufen-
den Prozess, der Geschwindigkeit und der Zeitspanne. Die Gesamtdauer des Programmes betréagt folg-
lich 2 Minuten und 45 Sekunden.

Nach der 2:45-minltigen Dissoziation wurde das Rohrchen in der Laminar-Flow-Arbeitwerk-
bank wieder gedffnet. Zell- und Gewebereste wurden mit 1 ml Dresden-Medium in das Zellsieb
und das Rohrchen gespult, um sicherzustellen, dass alle Zellen im Réhrchen gesammelt wer-
den. Das Zellsieb, einschlie3lich des Stators, wurde aus dem Rohrchen entfernt und fiir 5 Mi-
nuten bei 350 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 3 ml Dresden-Medium resuspendiert
und in einer separaten Vertiefung einer Sechs-Well-Platte fir jeden Lauf kultiviert. Der kom-
plette Arbeitsablauf ist in Abbildung 68 dargestellt.
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Abbildung 68: Der komplette Workflow der Tumorgewebeaufbereitung. Das Gewebe wurde unmittelbar
nach der Tumorresektion so rasch wie méglich aus dem Operationssaal entnommen. Die Vorbereitung
der Proben begann innerhalb von einer Stunde nach der Tumorresektion. Die Zeit fiir die Probenprdpa-
ration war sowohl fiir den Gewebedissoziator als auch fiir die als Kontrolle verwendete Explantations-
methode gleich. Dies umfasste das Waschen, Schneiden und Wiegen des Tumorgewebes. Das Disso-
ziationsréhrchen des Gewebedissoziators wurde mit einer Gewebemenge von 100-200 mg beladen.
Nach dem VerschlieBen des Réhrchens wurde es am Gewebedissoziator befestigt, und das Dissozia-
tionsprogramm wurde ausgefiihrt. Nachfolgend wurde das Réhrchen zentrifugiert, der Uberstand abge-
trennt, das Zellpellet resuspendiert und auf derselben Sechs-Well-Platte wie bei der Explantationsme-
thode kultiviert. Wéhrend der Zellkultivierung wurde das Kulturmedium alle drei Tage gewechselt, und
das Wachstum der Zellen wurde (iberwacht und mikroskopisch festgehalten. Adaptiert von'42,

Die gewonnenen Zellen wurden in einem 2D-Monolayer auf Sechs-Well-Platten, T25- und
T75-Flaschen kultiviert. Wachstumsmuster und Zellmorphologie wurden durch Phasenkon-
trastbilder mit einem Zeiss Phasenkontrastmikroskop Axio, Vert.A1 inkl. Axiocam 105 Color
(Zeiss, Jena, Deutschland) bestimmt. Die Zellen wurden in einem Puffer lysiert, der 20 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0,5 % Natriumdeoxycholat, 1 yM
Dithiothreitol (DTT) sowie Proteinase- und Phosphataseinhibitoren enthalt. Die Proteinkon-
zentrationen wurden mit Coomassie-Reagenzien (Thermo Scientific, Rockford, USA) gemaf

den Anweisungen des Herstellers gemessen.
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Der Western Blot wurde wie in'®? beschrieben durchgefiihrt. Es wurden 15 ug des Gesamtpro-
teins pro Probe auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel geladen und eine Elektrophorese
durchgefihrt. Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-Membran Ubertragen
(1 mA pro cm? bei Raumtemperatur per Semidry-Blot fur 1 Stunde). AnschlieRend wurden die
Blots in TBS mit 0,1 % Tween 20 und 5 % BSA fur 1 Stunde bei Raumtemperatur geblockt.
Die Membranen wurden tUber Nacht bei 4 °C mit dem entsprechenden Antikérper inkubiert,

wobei die Verdinnung gemaf Tabelle 13 im Anhang vorgenommen wurde.

Eine gleichmaRige Proteinbeladung wurde durch Immobilisieren der Membran mit einem mo-
noklonalen anti-human-p-Actin-Antikdrper bestatigt. Zur Bestimmung des Ausmalles des me-
chanischen Stresses auf die Zellen wurde der Apoptose-Westernblot-Cocktail (Abcam, USA)
mit pro/p17-Caspase-3, gespaltenem PARP1 und Muskel-Actin entsprechend der Hersteller-
anleitung verwendet. Die Detektion der immunreaktiven Banden wurde mit einem ECL-System

(PerkinElmer, Inc., Niederlande) durchgefuhrt.

Je nach Menge der erhaltenen Gewebeprobe aus dem chirurgisch resezierten Tumor wurden
pro Dissoziation zwischen 100 mg und 200 mg des Gewebes verarbeitet. Die kleinste verar-
beitete Gewebemenge betrug 20 mg Tumor aus der Bauchspeicheldriise, wahrend die grofte
Menge an Tumorgewebe von Leberkrebs 305 mg betrug. Der Bereich der verwendeten Pro-
benmenge fiir jeden Tumortyp ist in Abbildung 69 dargestellt. Verschiedene Tumorarten be-
sitzen unterschiedliche physikalische Probeneigenschaften. Die physischen Merkmale des in
dieser Untersuchung verwendeten Gewebes werden mittels einer Skala definiert. Dabei wer-
den zwei Eigenschaften - die Schneidbarkeit und die Konsistenz des verarbeiteten Gewebes
- auf einer Skala von 0 bis 10 bewertet. Proben, die leicht zu schneiden sind, erhalten auf
dieser Skala eine hohere Bewertung, wobei 10 fur die leichteste Schneidbarkeit steht, wahrend
Proben, die schwer zu schneiden sind, eine niedrigere Bewertung erhalten. In diesem Fall
steht O fur das schwierigste zu schneidende Gewebe. Im Vergleich zu nicht-fibrotischem Tu-
morgewebe gestaltete sich das Schneiden von Gewebe mit fibrotischer Struktur beispiels-
weise schwieriger. Die Konsistenz der erhaltenen Probe wurde anhand der Festigkeit/Textur
der Probe beschrieben, die beim Schneiden des Gewebes makroskopisch beobachtet wurde.
Proben, die gelartige oder klebrige Eigenschaften aufwiesen, wurden an das héhere Ende der
Skala (in Richtung 10) und feste Proben an das niedrigere Ende der Skala (in Richtung 0)
eingeordnet. Einige der Tumorproben, wie die meisten Leberkarzinome waren schleimig, wah-
rend die meisten Tumorproben von Pankreaskarzinomen eher fest waren. Abbildung 69 zeigt

diesen Ansatz zur Kategorisierung der Vielfalt des in dieser Studie verarbeiteten Gewebes.
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Abbildung 69: Ubersicht der bearbeiteten Tumorproben mit dem Gewebedissoziator. A) 33 mit dem
Gewebedissoziator verarbeitete Tumorproben und deren Kategorisierung. B) Die Gewichtsverteilung
der verarbeiteten Tumorproben in jedem separaten Lauf fiir jede der vier Hauptkategorien von Tumor-
gewebe mit dem Median, der minimalen und maximalen Menge, die pro Lauf verarbeitet wurde. C) Die
physikalischen/materiellen Eigenschaften der verarbeiteten Gewebe, basierend auf Schneidfestigkeit
und Konsistenz. Fiir die Schneidfestigkeit bedeutet "0" schwer zu schneiden, wéhrend "10" fiir leicht zu
schneidendes Gewebe steht. Die Konsistenz definierte die Textur des verarbeiteten Gewebes, wobei
"10" weiches, gelartiges Gewebe bedeutet, wahrend "0" festes Gewebe bedeutet. Adaptiert von?42,

Nach einem Zeitraum von einem Monat Kultivierung konnte festgestellt werden, dass die Er-
folgsrate angewachsener Zellen aus den verarbeiteten Proben bei mit dem Gewebedissoziator
bearbeiteten Kulturen bei 75 % lag. Im Vergleich dazu wurde bei Kulturen, die mit der Explan-
tationsmethode behandelt wurden, eine Erfolgsrate von 45 % erzielt. Ein konkretes Beispiel
fur diese Beobachtung wurde in den Fallen von viszeralem Sarkom, Pankreaskrebs und Anal-
krebs nach 8, 20 bzw. 47 Tagen dargestellt (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Vergleich zwischen drei verschiedenen Tumorgeweben, die sowohl mit dem Gewebedis-
soziator als auch mit der Explant-Methode verarbeitet wurden. Gezeigt werden Hellfeldbilder der Tu-
morproben von Sarkom, Pankreaskrebs und Analkrebs, die mit dem Gewebedissoziator und der Ex-
plantationsmethode am 8., 20. und 47 Kultivierungstag. Die Bilder wurden mit einem 4x Zeiss Objektiv
NA- aufgenommen. Der weilRe Skalenbalken stellt 200 um dar. Adaptiert von'#2,

Obwohl Zellen im Gewebe Ublicherweise einer Vielzahl von mechanischen Beanspruchungen
wahrend der Entwicklung, der Gewebehomodostase und bei Krankheiten ausgesetzt sind, kann
Ubermalige mechanische Belastung zu Zelltod fihren. Daher wurde weiter untersucht, ob Zel-
len, die durch den Gewebedissoziator dissoziiert wurden, Anzeichen von Apoptose aufweisen.
Hierfur wurde Immunoblotting verwendet. Bei den Zellen, die aus Gewebeproben von Pankre-
askarzinomen (PC) mithilfe des Gewebedissoziators isoliert wurden, zeigte sich im Gesamt-
protein nur eine geringfligige Spaltung von Caspase-3. Dies war sowohl direkt nach der Ver-
arbeitung als auch 24 und 48 Stunden danach der Fall (Abbildung 71). Eine leichte Expression
des Apoptose-spezifischen 89 kDa PARP-Fragments wurde jedoch in der PC-Tumor 1-Probe
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zu allen Zeitpunkten beobachtet, wahrend sie in PC-Tumor 2 nur geringfligig bei 48 Stunden

beobachtet wurde.
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Abbildung 71: Nachweis der Wirkung von mechanischem Stress auf die Apoptose. A) Western Blots
wurden mit dem Gesamtprotein durchgefiihrt, das aus Zellen isoliert wurde, die nach der Verarbeitung
von Gewebeproben des Pankreaskarzinoms (PC) von zwei verschiedenen Spendern mit dem Gewe-
bedissoziator gewonnen wurden. Die Zellen wurden sofort, 24 h und 48 h nach der Aufbereitung des
Gewebes gesammelt. Die Expression von PARP (cleaved-PARP), Caspase3 und cleaved Caspase3
wurde untersucht. 20ug Gesamtprotein wurden in jede Spur geladen und die gleiche Proteinladung
wurde mit 3-Actin bestétigt. B) Nachweis der Expression von Pankreaskrebs-Markern in drei bearbeite-
ten Pankreaskrebs-Proben (MaPaC 181 - MaPaC 183). Western Blots wurden mit dem Gesamtprotein
durchgefiihrt, das aus den Zellen isoliert wurde, die nach der Verarbeitung von drei Bauchspeicheldrti-
senkrebs-Proben mit dem Gewebedissoziator und der Explantationsmethode sechs Wochen nach der
Verarbeitung gewonnen wurden. Die Expression der Proteine SMAD 4, p53 und CK19 wurde ausge-
wertet. 20ug des Gesamtproteins wurden in jede Lane geladen und -Actin diente als Kontrolle. Adap-
tiert von#2,
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Um die Identifizierung von Krebszellen aus dem Tumorgewebe sicherzustellen, wurde das
Gesamtprotein aus drei aufeinanderfolgenden Pankreaskrebs-Proben isoliert. Diese Proben
wurden sowohl mit der Explantationsmethode als auch mit dem Gewebedissoziator bearbeitet
und Uber einen Zeitraum von sechs Wochen kultiviert. Im Anschluss daran erfolgte die Unter-
suchung der Expression von Bauchspeicheldrisenkrebs-Markern mittels Western Blot. Zu die-
sem Zweck wurde die Expression von SMAD4, p53 und CK19 ausgewertet. SMAD4 wurde in
allen Zellen beobachtet, unabhangig davon, wie die Tumorprobe bearbeitet wurde. Eine star-
kere Expression von SMAD4 wurde in den per Explantat isolierten Zellen von MaPaC-181 und
MaPaC-182 beobachtet, wahrend die mit dem Gewebedissoziator isolierten Zellen von
MaPac-183 einen umgekehrten Trend zeigten. Das Vorhandensein von p53 wurde in allen
untersuchten Proben unabhangig von der Isolierungsmethode beobachtet. CK19 scheint nur
in der Explantatprobe von MaPaC-181 und der Gewebedissoziator -Probe von MaPaC-182
exprimiert zu werden. In den Zellen von MaPaC-183 wurde keine Expression von CK19 beo-
bachtet.

6.2.3 Zusammenfassung anwendungsspezifischer Validierung

Ziel der Arbeiten in diesem Kapitel war es, anhand praktischer Versuche mit klinisch-relevan-
ten Gewebeproben die wesentlichen Einflussfaktoren bei der enzymfreien und mechanischen
Gewebedissoziation zu beschreiben und zu quantifizieren. Es wurde ein Gewebedissoziati-
onssystem angestrebt, das robust genug ist, um das Gewebe effektiv zu dissoziieren und
gleichzeitig die Lebensfahigkeit der Zellen aufrechtzuerhalten. Des Weiteren ist das System
mit handelsublichen Zentrifugenréhrchen kompatibel, wodurch es eine geeignete Schnittstelle
fur Fluid-Handling-Roboter bietet und sich nahtlos in bestehende Laborablaufe integrieren

|asst.

Um die Nutzlichkeit und Leistungsfahigkeit des Gewebedissoziators zu demonstrieren, wurde-
die Lebensfahigkeit von Zellen nach der Dissoziation von Milz (Maus), Leber (Maus), Sinovi-
algewebe (Schwein) getestet. Das Sinovialgewebe wurde als besonders zahes Gewebe und
die Milz- und Lebergewebe als Beispiel fir eine extrem kleine und weiche Gewebeprobe aus-
gewahlt. Eine genaue Analyse der enzymfrei generierten Zellsuspensionen ergab eine Anrei-
chung von spezifischen Zellpopulationen (Hepatozyten, die beim enzymatischen Verfahren
zerstdrt worden sind). Daruber hinaus konnte gezeigt werde, dass die enzymfreie Dissoziation
menschlicher Tumorproben eine reichhaltige Quelle fur die Etablierung patientennaher Zell-
kulturen darstellt - ideal flr eine Reihe nachgelagerter Forschungs- und Therapieanwendun-
gen. In Abbildung 72 ist in einer Ubersicht dargestellt welche gewebespezifischen Protokolle

und Dissoziation mit dem entwickelten System abgedeckt wurden.
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Abbildung 72: Arbeitsbereich des Gewebedissoziators in Bezug auf unterschiedliche mechanische Ei-
genschaften von klinisch-relevanten Gewebeproben.
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Darlber hinaus wurde erfolgreich nachgewiesen, dass die entwickelten Dissoziationsproto-
kolle fur verschiedene Gewebetypen hinsichtlich struktureller Gewebeeigenschaften wie Elas-
tizitat und Konsistenz geeignet sind. Die definierten Anforderungen an ein mechanisches und
enzymfreies Verfahren zur teilautomatisierten Gewinnung von Einzelzellen aus Gewebepro-

ben (Abschnitt 3.5) konnten im Rahmen der Validierung bestatigt und erfullt werden.
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7 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die Entwicklung und Verwendung eines neuartigen Gewebedissoziati-
onsgerats zur enzymfreien und teilautomatisierten Dissoziation von Primarmaterial aus einer
Vielzahl von klinisch-relevanten Gewebeproben beschrieben. Der erste Schritt bei der Isolie-
rung einzelner Zellen aus Primarproben besteht darin, eine Suspension lebensfahiger Einzel-
zellen herzustellen. Dies ist bei komplexen festen Geweben nicht trivial - die extrazellulare
Matrix, die die verschiedenen Zelltypen zusammenhalt, variiert in ihrer Zusammensetzung
drastisch von Gewebetyp zu Gewebetyp. Durch ihre stark adhasiven Eigenschaften sorgt sie
dafur, dass die Zellen zusammengehalten werden und so als geschlossenes Netzwerk funkti-
onieren konnen. Daruber hinaus konnen erkrankte Gewebe im Vergleich zu ihren normalen
Gegenstlcken eine unterschiedliche Dissoziationskinetik aufweisen, ebenso wie eine unter-
schiedliche Dissoziation zwischen Proben derselben Krankheit. Zum Beispiel sind Fibrose und
Verkalkung zwei haufige Prozesse, die in verschiedenen Arten von Tumoren zu finden sind
und die mechanische Dissoziation von Gewebe, die ein empfindliches Gleichgewicht zwischen
Dissoziation des Gewebes und Erhaltung der Zellen erfordert, zu einer Herausforderung ma-
chen. Mit der Mdglichkeit, die Zerkleinerungs- und Schneidprozesse im Gewebedissoziator zu
programmieren, wurden individuelle Verarbeitungsprofile fir bestimmte Gewebe erstellt und

Zellen aus verschiedenen Gewebeproben gewonnen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Ausbeute an lebensfahigen Einzelzellen ohne enzymati-
sche Behandlung mit enzymatischen Referenzmethoden Ubereinstimmt oder diese Ubertrifft,
wahrend die Verarbeitungszeit um mindestens 80 % reduziert wird. Fur die vorliegende Studie
war die Dissoziation durch den Gewebedissoziator in weniger als zwei Minuten abgeschlossen
und bot eine erhebliche Zeitersparnis gegeniiber dem gentleMACS® -Verfahren (ca. 60 min),
insbesondere wenn die parallele Verarbeitung mehrerer Proben berlcksichtigt wird. Die en-
zymatische Vorbehandlung zeigte jedoch Vorteile im Aufschlussgrad, insbesondre fur hartere
Gewebeproben wie Sinovialgewebe. Offensichtlich bewirkte die enzymatische Behandlung

eine Auflockerung der Gewebestruktur und damit eine vollstandigere Verarbeitung.

Weiterhin wurde untersucht, ob die enzymfreien und enzymatisch dissoziierten Zellen kultiviert
werden kdnnen. Neben der Standard-zweidimensionalen-Zellkultur wurde zusatzlich die Kul-
tivierung als dreidimensionale Spharoide unter Verwendung von low-attachment Platten ge-
testet. Die 3D-Zellkulturmodelle werden zur klinischen Anwendung verwendet, um als Ersatz
fur fehlendes oder beschadigtes Gewebe zu fungieren. Die Primarzellkultur wurden durch en-
zymfreie und mechanische Dissoziation von Leberproben von der Maus mittels Gewebedisso-
ziator erzeugt. Nach der Dissoziation wurden die Zellen mit einer Neubauer-Zahlkammer und
dem Nucleocounter gezahlt. Die verwendeten Zellzahimethoden zeigen unterschiedliche Er-

gebnisse. Die Unterschiede lassen sich durch die unterschiedlichen Zahimethoden erklaren.
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Der Nucleocounter zahlt ausschlieRlich Zellen mit Zellkernen, wodurch Erythrozyten ausge-
schlossen werden. Bei der Verwendung der Neubauer-Kammer wurden alle Zelltypen erfasst,
doch die Unterscheidung zwischen tatsachlichen Zellen und Zelltrimmern stellt eine betracht-
liche Fehlerquelle dar. Dies wird auch durch die hohen Standardabweichungen deutlich. Der
Nucleocounter ermdglicht prazisere Messungen, allerdings war es mit dieser Methode nicht
mdglich, Hepatozyten separat zu zahlen. Zusatzlich bericksichtigt der Nucleocounter bei den

Messungen nicht, dass Hepatozyten mehr als einen Zellkern enthalten kdnnen.'%*

Die Kombination vom Gewebedissoziator mit der RT-DC-Analyse hat das Potenzial, ein
schnelles diagnostisches Verfahren mit hohem Durchsatz zu sein. Es kann dazu dienen, pa-
thologische Veranderungen in Gewebebiopsien zu erkennen und Zellpopulationen aufzude-
cken, die fur markerbasierte Ansatze nicht sichtbar waren. Als wichtigster parenchymaler Zell-
typ der Leber machen Hepatozyten 70 % der Leberzellpopulation aus und nehmen fast 80 %
des Lebervolumens ein.'®® In der mit dem Gewebedissoziator gewonnenen Zellsuspension lag
der Anteil der Hepatozyten an den Gesamtzellen zwischen 40 % und 80 %, was zeigt, dass
die Ausbeute an Hepatozyten nahezu reprasentativ fur ihr bekanntes Vorkommen im Gewebe
war. Es liegt auf der Hand, dass eine mechanische Dissoziation flr empfindliche Zellen wie
Hepatozyten, die extrem anfallig fir den Zelltod sind und bei Standardisolierungsverfahren
haufig lysiert werden, weniger storend sein kann."” Die Zeit, die fir die Bearbeitung jeder Probe
bei der mechanischen Dissoziation benétigt wurde, belief sich auf weniger als 5 Minuten. Im
Vergleich dazu dauerten enzymatische Dissoziationsverfahren oft Dutzende von Minuten oder
sogar viele Stunden. Darlber hinaus erfordern enzymatische Verfahren oft kostspielige che-
mische Substanzen, die spezifisch fur die jeweilige Probe sind und besondere Lagerbedingun-
gen erfordern. Im Gegensatz dazu kann die mechanische Dissoziation in herkémmlichen Kul-
turmedien durchgefihrt werden. Durch eine schnelle Dissoziation kénnen die metabolischen
und biophysikalischen Eigenschaften der Zellen in einem Zustand bewahrt werden, der dem
in-situ Zustand nahekommt. Im Gegensatz dazu ist es wahrscheinlich, dass diese Eigenschaf-

ten bei anderen Methoden mit ldngeren Verarbeitungszeiten abnehmen.

Ein Tumor ist eine komplexe Struktur, die aus vielfaltigen Zellen besteht und untereinander
interagiert. Zum Beispiel sind Tumorfibroblasten und Tumorzellen an der Resistenz gegenuber
Medikamenten beteiligt. Daher ist es von Bedeutung, die Heterogenitat der Zellen, die aus
dem Tumorgewebe isoliert werden, zu bewahren, um beispielsweise die Effektivitat von
Chemotherapeutika zu beurteilen. Zellen, die durch die Verwendung des Gewebedissoziators
isoliert wurden, zeigten haufig eine hohere Heterogenitat im Vergleich zu Zellen, die durch die
Explantationsmethode gewonnen wurden. Bei der Explantationsmethode wachsen die Zellen
in der Regel aus dem Gewebe heraus in die Kulturschale. Trotz des Zuschneidens des Gewe-

bes in winzige Stucke von 1 mm? besteht ein Nahrstoffgradient, bei dem nur geringe Mengen
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die Zellen im Kern des geschnittenen Gewebestlicks erreichen. Dies flhrt dazu, dass nur spe-
zifische Zellen aus dem Gewebe herauswachsen kénnen. Im Gegensatz zur Explantations-
methode wird das Gewebe im Gewebedissoziator nahezu vollstandig in Einzelzellen dissozi-
iert. Daher sollten die mit dem Gewebedissoziator isolierten Zellen die Heterogenitat des Tu-
mors besser reprasentieren als das Gewebe im Explantationsverfahren. Die Lebensfahigkeit
und Heterogenitat der erzeugten Einzelzellen wurde indirekt durch Uberwachung der Zellpro-
filierung in der Kultur bestimmt. Eine direkte Messung wurde nicht durchgeflihrt, um das Risiko
einer Kreuzkontamination zu minimieren und einen einheitlichen und effizienten klinischen
Prozess zu demonstrieren. Viabilitdtsergebnisse mit dem Gewebedissoziator konnten bereits
in den Studien™°1%° mit Nachweisen an verschiedenen Gewebeproben (Milz, Thymus, Lymph-
knoten, Leber, Niere, Dinndarm, Dickdarm, Lunge, Magen und Bauchspeicheldriise) nachge-
wiesen werden. Die Gewebedissoziation vor der eigentlichen Analyse sind nach wie vor zeit-
aufwendige Prozesse. Aufgrund der haufig manuellen Durchfilhrung ist jedoch ihre Reprodu-
zierbarkeit oft nicht vollstandig gegeben.'®® Die Gewebedissoziation mittels des Gewebedis-
soziators erfordert im Vergleich zur herkdmmlichen Explant-Methode etwa 15 bis 30 Minuten
zusatzliche Zeit. Jedoch wurden in den Kulturen, die mit dem Gewebedissoziator bearbeitet
wurden, Zellen bereits friiher beobachtet (nach 4-7 Tagen), im Vergleich zu den Explantat-

Kulturen, bei denen Zellen erst nach 10-12 Tagen sichtbar wurden.

Jede Methode der Probenvorbereitung kann einen unterschiedlichen Grad an Beeintrachti-
gung der Zellintegritat nach der Dissoziation verursachen. Typische Stressfaktoren sind - sub-
optimale Temperatur, suboptimale Pufferbedingungen, Stress durch lange enzymatische Dis-
soziation oder hohe mechanische Belastung beim Mahlen oder Schadigung durch Zentrifuga-
tion, Resuspension oder Vortexen der Zellen. Die Auswirkungen auf die Zellen hangen oft von
der Dauer der Einwirkung dieser Faktoren ab. Beim Gewebedissoziator eroffnet die Moglich-
keit, gewebespezifische Dissoziationsprotokolle zu programmieren, inbesondere den Faktor
der mechanischen Belastung so weit wie méglich zu minimieren, um ein schonendes Dissozi-
ationsverfahren zu erreichen. Dies wird offensichtlich, wenn das Gewebe, das durch den Ge-
webedissoziator verarbeitet wird, lediglich einem geringen mechanischen Stress ausgesetzt
ist. Dieser Stress fuhrt zwar zu einer leichten Expression von gespaltenem PARP-1, jedoch

nicht zu Apoptose, da kein gespaltenes Caspase-3 vorhanden ist.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die neuartige Gewebedissoziator-Plattform erfolg-
reich als System flir die Teilautomatisierung fur klinische-relevante Gewebedissoziationen de-
monstriert wurde und die Anforderungen fir ein enzymfreies Dissoziationsverfahren erfiillt
sind. Basierend auf dem geschlossenen Einwegdissoziationsréhrchen fiir den Betrieb in Stan-
dard-Laborzentrifugen erfordert diese neuartige Gewebedissoziationsplattform minimale Infra-
strukturstandards, da Kontaminationsrisiken minimiert werden. Im Gegensatz zu herkdmmli-
chen mikrofluidischen Systemen ist der Gewebedissoziator in der Lage, Probenvolumina bis
in den Milligramm- bis Grammbereich zu verarbeiten, wie sie in vielen diagnostischen und
analytischen Anwendungen benétigt werden. Damit stellt der der Gewebedissoziator eine kos-
teneffiziente Alternative fiir die Automatisierung in Laboren mit geringem bis mittlerem Pro-
bendurchsatz dar, wie z.B. in Forschungs- oder kleinen Krankenhauslaboren. Diese Techno-
logie ist auch bei geringem Probendurchsatz kosteneffizient, zeichnet sich durch einfache und

sichere Handhabung aus und erfordert kein geschultes Personal.

Die entwickelte Technologie bietet entscheidende Vorteile im Vergleich zur manuellen und
enzymatischen Gewebedissoziation sowie zu bereits auf dem Markt etablierten teilautomati-

sierten Geraten:

o Die Gewebedissoziation wird kosteneffizienter gestaltet, da weniger Aufarbeitungs-
schritte erforderlich sind.

e Durch eine optimierte Geometrie der Schneid- und Mahlwerkzeuge wird eine schonen-
dere Aufschlussmethode fir das Gewebe erreicht.

e Der Verzicht auf enzymatische Verdauungsldsungen tragt zur Erhaltung der molekula-
ren Integritat bei und erweitert dadurch das Spektrum potenzieller Diagnoseverfahren.

o Der gesamte Prozess ist flexibel einsetzbar. Ein modularer Aufbau ermdglicht die In-

tegration mit vorhandenen manuellen Schritten, wie beispielsweise Zentrifugation.

Durch den Einsatz von teilautomatisierter Verfahren flir den enzymfreien und mechanischen
Gewebeaufschluss eréffnen sich vielfaltige Perspektiven. Besonders angesichts des zuneh-
menden Fokus auf personalisierte Medizin in den kommenden Jahren, ist die Entwicklung un-
terstutzender Verfahren von groer Bedeutung. Im Hinblick darauf, Patienten eine Therapie
anzubieten, die spezifisch auf die individuelle Auspragung ihrer Krankheitsbilder zugeschnitten
ist, gewinnt die optimale Untersuchung des Gewebes an Bedeutung. Ein vielversprechender
Ansatz hierfur ist die Analyse von Einzelzellsuspensionen. Diese ermdglichen eine prazise

Charakterisierung von Geweben, wie beispielsweise Tumorgewebe.

Um die praktische und klinische Routineanwendung zu erméglichen, missen die Gewebever-

arbeitung und die Analyse der Einzelzellphanotypen in eine einzige automatisierte Abfolge
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integriert werden. Wahrend die mechanische und enzymfreie Dissoziation mit dem Gewebe-
dissoziator eine effiziente Methode darstellt, um einzelne Zellen aus Gewebe flr diagnostische
Zwecke zu gewinnen, besteht weiterhin die Notwendigkeit, nachgelagerte manuelle Arbeits-
schritte wie die Zellfiltration und -aufkonzentrierung zu minimieren. Dennoch ist der Gewebe-
dissoziator selbst in seinem aktuellen Zustand schneller und kostenglinstiger als die enzyma-
tische Aufbereitung von Gewebeproben. Wahrend verschiedene enzymatische Protokolle oft
nur zu einer Anreicherung bestimmter Zelltypen fuhren, gibt es Hinweise darauf, dass die nach
der mechanischen und enzymfreien Dissoziation entstandene Einzelzellsuspension reprasen-
tativer fur die tatsachlichen Zellpopulationen im Gewebe sein kdnnte. Daher eignet sie sich
besser fur eine unverzerrte Analyse der zellularen Landschaft. AuRerdem kénnten die Zellen
aufgrund der Geschwindigkeit der mechanischen Dissoziation weniger proteomische oder
transkriptionelle Veranderungen erfahren, die bekanntermafien bei der deutlich langeren en-
zymatischen Verarbeitung auftreten. Umfangreiche vergleichende und molekulare Studien
sind erforderlich, um diese Annahmen zu bewerten und um festzustellen, ob eine enzymfreie
kurze Verarbeitungszeit die physischen Phanotypveranderungen und transkriptionelle Veran-
derungen verringert, die nach langer Exposition gegenliber enzymatischen Reagenzien auf-
treten kénnen. Hierfir stellt das entwickelte System eine vielversprechende technologische

Plattform zur Verfigung.

129



Literaturverzeichnis

9

Literaturverzeichnis

. Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram I, Jemal A, Bray F: Global

Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide for
36 Cancers in 185 Countries. CA: a cancer journal for clinicians 71(3): 209-49, 2021,
doi:10.3322/caac.21660

Aboulkheyr Es H, Montazeri L, Aref AR, Vosough M, Baharvand H: Personalized Cancer
Medicine: An Organoid Approach. Trends in biotechnology 36(4): 358—71, 2018,
doi:10.1016/j.tibtech.2017.12.005

La Thangue NB, Kerr DJ: Predictive biomarkers: a paradigm shift towards personalized
cancer medicine. Nature reviews. Clinical oncology 8(10): 587-96, 2011,
doi:10.1038/nrclinonc.2011.121

Kamel Boulos MN, Zhang P: Digital Twins: From Personalised Medicine to Precision
Public Health. Journal of personalized medicine 11(8), 2021, doi:10.3390/jpm11080745
Kinkorova J: Biobanks in the era of personalized medicine: Objectives, challenges, and
innovation: Overview. The EPMA journal 7: 4, 2015, doi:10.1186/s13167-016-0053-7
Ascierto PA, Bifulco C, Palmieri G, Peters S, Sidiropoulos N: Preanalytic Variables and
Tissue Stewardship for Reliable Next-Generation Sequencing (NGS) Clinical Analysis.
The Journal of molecular diagnostics JMD, 2019, doi:10.1016/j.jmoldx.2019.05.004
Aberle MR, Burkhart RA, Tiriac H, Olde Damink SWM, Dejong CHC, Tuveson DA, van
Dam RM: Patient-derived organoid models help define personalized management of gas-
trointestinal cancer. The British journal of surgery 105(2): e48-e60, 2018,
doi:10.1002/bjs.10726

Regev A, Teichmann S, Lander ES, Amit |, Benoist C, Birney E, Bodenmiller B, Campbell
P, Carninci P, Clatworthy M, Clevers H, Deplancke B, Dunham |, Eberwine J, Eils R,
Enard W, Farmer A, Fugger L, Gottgens B, Hacohen N, Haniffa M, Hemberg M, Kim SK,
Klenerman P, Kriegstein A, Lein E, Linnarsson S, Lundeberg J, Majumder P, Marioni J,
Merad M, Mhlanga M, Nawijn M, Netea M, Nolan G, Pe'er D, Philipakis A, Ponting CP,
Quake SR, Reik W, Rozenblatt-Rosen O, Sanes JR, Satija R, Shumacher T, Shalek AK,
Shapiro E, Sharma P, Shin J, Stegle O, Stratton M, Stubbington MJT, van Oudenaarden
A, Wagner A, Watt FM, Weissman JS, Wold B, Xavier RJ, Yosef N: The Human Cell At-
las. eLife.(6): 1-30, 2017, doi:10.7554/eL ife.27041

Turner W: The cell theory, past and present. J. Anat.Physiol.(24): 253-87, 1890

.Bianconi E, Piovesan A, Facchin F, Beraudi A, Casadei R, Frabetti F, Vitale L, Pelleri

MC, Tassani S, Piva F, Perez-Amodio S, Strippoli P, Canaider S: An estimation of the

130



Literaturverzeichnis

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17

18.

number of cells in the human body. Annals of human biology 40(6): 463—71, 2013,
doi:10.3109/03014460.2013.807878

Sender R, Milo R: The distribution of cellular turnover in the human body. Nature medi-
cine 27(1): 45-8, 2021, doi:10.1038/s41591-020-01182-9

Gawad C, Koh W, Quake SR: Single-cell genome sequencing: current state of the sci-
ence. Nature reviews. Genetics 17(3): 175-88, 2016, doi:10.1038/nrg.2015.16

McBeth C, Gutermuth A, Ochs J, Sharon A, Sauer-Budge AF: Automated Tissue Dissoci-
ation for Rapid Extraction of Viable Cells. Procedia CIRP 65: 88-92, 2017,
doi:10.1016/j.procir.2017.04.007

Altschuler SJ, Wu LF: Cellular heterogeneity: do differences make a difference? Cell
141(4): 559-63, 2010, doi:10.1016/j.cell.2010.04.033

Quy H. Nguyen, Nicholas Pervolarakis, Kerrigan Blake, Dennis Ma, Ryan Tevia Davis,
Nathan James, Anh T. Phung, Elizabeth Willey, Raj Kuma, Eric Jabart, lan Driver, Jason
Rock, Andrei Goga, Seema A. Khan, Devon A. Lawson, Zena Werb Kai Kessenbrock:
Profiling human breast epithelial cells using single cell RNA sequencing identifies cell di-
versity. Nature communications(9), 2018, doi:10.1038/s41467-018-04334-1

Park J, Shrestha R, Qiu C, Kondo A, Huang S, Werth M, Li M, Barasch J, Susztak K: Sin-
gle-cell transcriptomics of the mouse kidney reveals potential cellular targets of kidney
disease. Science (New York, N.Y.) 360(6390): 758-63, 2018, doi:10.1126/sci-

ence.aar2131

.MacParland SA, Liu JC, Ma X-Z, Innes BT, Bartczak AM, Gage BK, Manuel J, Khuu N,

Echeverri J, Linares |, Gupta R, Cheng ML, Liu LY, Camat D, Chung SW, Seliga RK,
Shao Z, Lee E, Ogawa S, Ogawa M, Wilson MD, Fish JE, Selzner M, Ghanekar A, Grant
D, Greig P, Sapisochin G, Selzner N, Winegarden N, Adeyi O, Keller G, Bader GD,
McGilvray ID: Single cell RNA sequencing of human liver reveals distinct intrahepatic
macrophage populations. Nature communications 9(1): 4383, 2018, do0i:10.1038/s41467-
018-06318-7

Reyfman PA, Walter JM, Joshi N, Anekalla KR, McQuattie-Pimentel AC, Chiu S, Fernan-
dez R, Akbarpour M, Chen C-l, Ren Z, Verma R, Abdala-Valencia H, Nam K, Chi M, Han
S, Gonzalez-Gonzalez FJ, Soberanes S, Watanabe S, Williams KJN, Flozak AS, Nichol-
son TT, Morgan VK, Winter DR, Hinchcliff M, Hrusch CL, Guzy RD, Bonham CA, Sperling
Al, Bag R, Hamanaka RB, Mutlu GM, Yeldandi AV, Marshall SA, Shilatifard A, Amaral
LAN, Perlman H, Sznajder JI, Argento AC, Gillespie CT, Dematte J, Jain M, Singer BD,
Ridge KM, Lam AP, Bharat A, Bhorade SM, Gottardi CJ, Budinger GRS, Misharin AV:
Single-Cell Transcriptomic Analysis of Human Lung Provides Insights into the Pathobiol-
ogy of Pulmonary Fibrosis. American journal of respiratory and critical care medicine
199(12): 1517-36, 2019, doi:10.1164/rccm.201712-24100C

131



Literaturverzeichnis

19. Hinohara K, Polyak K: Intratumoral Heterogeneity: More Than Just Mutations. Trends in
cell biology 29(7): 569-79, 2019, doi:10.1016/j.tcb.2019.03.003

20.Burrell RA, McGranahan N, Bartek J, Swanton C: The causes and consequences of ge-
netic heterogeneity in cancer evolution. Nature 501(7467): 338—45, 2013, doi:10.1038/na-
ture12625

21.Bendall SC, Nolan GP: From single cells to deep phenotypes in cancer. Nature biotech-
nology 30(7): 639—-47, 2012, doi:10.1038/nbt.2283

22.Wang Y, Navin NE: Advances and applications of single-cell sequencing technologies.
Molecular cell 58(4): 598-609, 2015, doi:10.1016/j.molcel.2015.05.005

23. Shekhar K, Lapan SW, Whitney IE, Tran NM, Macosko EZ, Kowalczyk M, Adiconis X,
Levin JZ, Nemesh J, Goldman M, McCarroll SA, Cepko CL, Regev A, Sanes JR: Com-
prehensive Classification of Retinal Bipolar Neurons by Single-Cell Transcriptomics. Cell
166(5): 1308-1323.e30, 2016, doi:10.1016/j.cell.2016.07.054

24 Villani A-C, Satija R, Reynolds G, Sarkizova S, Shekhar K, Fletcher J, Griesbeck M, But-
ler A, Zheng S, Lazo S, Jardine L, Dixon D, Stephenson E, Nilsson E, Grundberg |,
McDonald D, Filby A, Li W, Jager PL de, Rozenblatt-Rosen O, Lane AA, Haniffa M, Re-
gev A, Hacohen N: Single-cell RNA-seq reveals new types of human blood dendritic
cells, monocytes, and progenitors. Science (New York, N.Y.) 356(6335), 2017,
doi:10.1126/science.aah4573

25.Lombardo JA, Aliaghaei M, Nguyen QH, Kessenbrock K, Haun JB: Microfluidic platform
accelerates tissue processing into single cells for molecular analysis and primary culture
models. Nature communications 12(1): 2858, 2021, doi:10.1038/s41467-021-23238-1

26.Wu H, Kirita Y, Donnelly EL, Humphreys BD: Advantages of Single-Nucleus over Single-
Cell RNA Sequencing of Adult Kidney: Rare Cell Types and Novel Cell States Revealed
in Fibrosis. Journal of the American Society of Nephrology JASN 30(1): 23-32, 2019,
doi:10.1681/ASN.2018090912

27.Nguyen QH, Pervolarakis N, Nee K, Kessenbrock K: Experimental Considerations for
Single-Cell RNA Sequencing Approaches. Frontiers in cell and developmental biology 6:
108, 2018, doi:10.3389/fcell.2018.00108

28. Beckwitt CH, Clark AM, Wheeler S, Taylor DL, Stolz DB, Griffith L, Wells A: Liver 'organ
on a chip'. Experimental cell research 363(1): 15-25, 2018,
doi:10.1016/j.yexcr.2017.12.023

29. Howard D, Buttery LD, Shakesheff KM, Roberts SJ: Tissue engineering: strategies, stem
cells and scaffolds. Journal of anatomy 213(1): 66—72, 2008, doi:10.1111/j.1469-
7580.2008.00878.x

30. Mahla RS: Stem Cells Applications in Regenerative Medicine and Disease Therapeutics.
International journal of cell biology 2016: 6940283, 2016, doi:10.1155/2016/6940283

132



Literaturverzeichnis

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42

Esch EW, Bahinski A, Huh D: Organs-on-chips at the frontiers of drug discovery. Nature
reviews. Drug discovery 14(4): 248-60, 2015, doi:10.1038/nrd4539

Aref AR, Campisi M, lvanova E, Portell A, Larios D, Piel BP, Mathur N, Zhou C, Coakley
RV, Bartels A, Bowden M, Herbert Z, Hill S, Gilhooley S, Carter J, Cafadas |, Thai TC,
Kitajima S, Chiono V, Paweletz CP, Barbie DA, Kamm RD, Jenkins RW: 3D microfluidic
ex vivo culture of organotypic tumor spheroids to model immune checkpoint blockade.
Lab on a chip 18(20): 3129-43, 2018, doi:10.1039/c8Ic00322j

Portillo-Lara R, Annabi N: Microengineered cancer-on-a-chip platforms to study the meta-
static microenvironment. Lab on a chip 16(21): 406381, 2016, doi:10.1039/c6Ic007 18]
Low LA, Tagle DA: Tissue chips - innovative tools for drug development and disease
modeling. Lab on a chip 17(18): 3026—-36, 2017, doi:10.1039/c71c00462a

Fong ELS, Toh TB, Yu H, Chow EK-H: 3D Culture as a Clinically Relevant Model for Per-
sonalized Medicine. SLAS technology 22(3): 245-53, 2017,
doi:10.1177/2472630317697251

Aasen T, Raya A, Barrero MJ, Garreta E, Consiglio A, Gonzalez F, Vassena R, Bilic J,
Pekarik V, Tiscornia G, Edel M, Boue S, Izpisua Belmonte JC: Efficient and rapid genera-
tion of induced pluripotent stem cells from human keratinocytes. Nature biotechnology
26(11): 1276-84, 2008, doi:10.1038/nbt.1503

Serra M, Brito C, Correia C, Alves PM: Process engineering of human pluripotent stem
cells for clinical application. Trends in biotechnology 30(6): 350-9, 2012,
doi:10.1016/j.tibtech.2012.03.003

Kasendra M, Tovaglieri A, Sontheimer-Phelps A, Jalili-Firoozinezhad S, Bein A, Chalki-
adaki A, Scholl W, Zhang C, Rickner H, Richmond CA, Li H, Breault DT, Ingber DE: De-
velopment of a primary human Small Intestine-on-a-Chip using biopsy-derived organoids.
Scientific reports 8(1): 2871, 2018, doi:10.1038/s41598-018-21201-7

Mironov V, Visconti RP, Kasyanov V, Forgacs G, Drake CJ, Markwald RR: Organ print-
ing: Tissue spheroids as building blocks. Biomaterials 30(12): 2164—74, 2009,
doi:10.1016/j.biomaterials.2008.12.084

Ivascu A, Kubbies M: Rapid generation of single-tumor spheroids for high-throughput cell
function and toxicity analysis. Journal of biomolecular screening 11(8): 922-32, 2006,
doi:10.1177/1087057106292763

Liu Y, Gill E, Shery Huang YY: Microfluidic on-chip biomimicry for 3D cell culture: A fit-for-
purpose investigation from the end user standpoint. Future science OA 3(2): FSO173,
2017, doi:10.4155/fsoa-2016-0084

.Weiswald L-B, Bellet D, Dangles-Marie V: Spherical cancer models in tumor biology. Ne-

oplasia (New York, N.Y.) 17(1): 1-15, 2015, doi:10.1016/j.ne0.2014.12.004

133



Literaturverzeichnis

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Pokrywczynska M, Balcerczyk D, Jundzill A, Gagat M, Czapiewska M, Kloskowski T,
Nowacki M, Gastecka AM, Bodnar M, Grzanka A, Marszalek A, Drewa T: Isolation, ex-
pansion and characterization of porcine urinary bladder smooth muscle cells for tissue
engineering. Biological procedures online 18: 17, 2016, doi:10.1186/s12575-016-0047-9
Gawad C, Koh W, Quake SR: Single-cell genome sequencing: current state of the sci-
ence. Nature reviews. Genetics 17(3): 175-88, 2016, doi:10.1038/nrg.2015.16

Ulmer A, Dietz K, Hodak I, Polzer B, Scheitler S, Yildiz M, Czyz Z, Lehnert P, Fehm T,
Hafner C, Schanz S, Récken M, Garbe C, Breuninger H, Fierlbeck G, Klein CA: Quantita-
tive measurement of melanoma spread in sentinel lymph nodes and survival. PLoS medi-
cine 11(2): e1001604, 2014, doi:10.1371/journal.pmed.1001604

Dietel M, Johrens K, Laffert MV, Hummel M, Blaker H, Pfitzner BM, Lehmann A, Denkert
C, Darb-Esfahani S, Lenze D, Heppner FL, Koch A, Sers C, Klauschen F, Anagnostopou-
los I: A 2015 update on predictive molecular pathology and its role in targeted cancer
therapy: a review focussing on clinical relevance. Cancer Gene Therapy 22(9): 417-30,
2015, doi:10.1038/cgt.2015.39

Irianto J, Pfeifer CR, Xia Y, Discher DE: SnapShot: Mechanosensing Matrix. Cell 165(7):
1820-1820.e1, 2016, doi:10.1016/j.cell.2016.06.002

Barnes JM, Przybyla L, Weaver VM: Tissue mechanics regulate brain development, ho-
meostasis and disease. Journal of cell science 130(1): 71-82, 2017,

doi:10.1242/jcs. 191742

Smith AE, Zhang Z, Thomas CR: Wall material properties of yeast cells: Part 1. Cell
measurements and compression experiments. Chemical Engineering Science 55(11):
2031-41, 2000, doi:10.1016/S0009-2509(99)00500-X

Kampen |: Einfluss der Zellaufschlussmethode auf die Expanded Bed Chromatographie.
Dissertation, Technischen Universitat Carolo-Wilhelmina, 2005, doi:10.24355/dbbs.084-
200611130100-50

C. Shiu, Z. Zhang & C.R. Thomas: A novel technique for the study of bacterial cell me-
chanical properties. Biotechnology Techniques(13): 707—13, 1999,
doi:10.1023/A:1008919915047

Thomas CR, Zhang Z, Cowen C: Micromanipulation measurements of biological materi-
als. Biotechnology Letters(22): 531-7, 2000, doi:10.1023/A:1005644412588
Mashmoushy H, Zhang Z and Thomas CR: Micromanipulation measurement of the me-
chanical properties of baker’s yeast cells. Biotechnology Techniques(12): 925-9, 1998,
doi:10.1023/A:1008825830928

Wang CX, Wang L, Thomas CR: Modelling the mechanical properties of single suspen-
sion-cultured tomato cells. Annals of botany 93(4): 443-53, 2004,
doi:10.1093/aob/mch062

134



Literaturverzeichnis

55. Guimaraes CF, Gasperini L, Marques AP, Reis RL: The stiffness of living tissues and its
implications for tissue engineering. Nat Rev Mater, 2020, doi:10.1038/s41578-019-0169-1

56. Meacham CE, Morrison SJ: Tumour heterogeneity and cancer cell plasticity. Nature
501(7467): 328-37, 2013, doi:10.1038/nature12624

57.Zeilinger K, Freyer N, Damm G, Seehofer D, Kndspel F: Cell sources for in vitro human
liver cell culture models. Experimental biology and medicine (Maywood, N.J.) 241(15):
1684-98, 2016, doi:10.1177/1535370216657448

58. Mendoza R, Banerjee |, Reghupaty SC, Yetirajam R, Manna D, Sarkar D: Isolation and
Culture of Mouse Hepatocytes and Kupffer Cells (KCs). Methods in molecular biology
(Clifton, N.J.) 2455: 73-84, 2022, doi:10.1007/978-1-0716-2128-8_7

59. Pfeiffer E, Kegel V, Zeilinger K, Hengstler JG, Nissler AK, Seehofer D, Damm G: Fea-
tured Article: Isolation, characterization, and cultivation of human hepatocytes and non-
parenchymal liver cells. Experimental biology and medicine (Maywood, N.J.) 240(5):
645-56, 2015, doi:10.1177/1535370214558025

60. Cabral F, Miller CM, Kudrna KM, Hass BE, Daubendiek JG, Kellar BM, Harris EN: Purifi-
cation of Hepatocytes and Sinusoidal Endothelial Cells from Mouse Liver Perfusion. Jour-
nal of visualized experiments JoVE(132), 2018, doi:10.3791/56993

61. Mattei G, Ahluwalia A: Sample, testing and analysis variables affecting liver mechanical
properties: A review. Acta biomaterialia 45: 60-71, 2016, doi:10.1016/j.act-
bio.2016.08.055

62.Clauss W, Clauss C: Humanbiologie kompakt, 2nd ed., Berlin, Heidelberg, Springer Ber-
lin Heidelberg, 2018, doi:10.1007/978-3-662-55850-8

63. Martini FH: Anatomie Kompaktlehrbuch, 6th ed., Minchen, Pearson Higher Education,
2013

64. Marquort W: Zur Histologie der Synovialmembran. Z.Zellforsch(12): 34-52, 1930,
doi:10.1007/BF00376553

65. Jonietz E: Mechanics: The forces of cancer. Nature(491): 567, 2012,
doi:10.1038/491S56a

66. Alibert C, Goud B, Manneville J-B: Are cancer cells really softer than normal cells? Biol-
ogy of the cell 109(5): 167-89, 2017, doi:10.1111/boc.201600078

67.Ghosh D, Dawson MR: Microenvironment Influences Cancer Cell Mechanics from Tumor
Growth to Metastasis. Advances in experimental medicine and biology 1092: 69-90,
2018, doi:10.1007/978-3-319-95294-9 5

68.Bols NC, Lee LE: Technology and uses of cell cultures from the tissues and organs of
bony fish. Cytotechnology 6(3): 163—87, 1991, doi:10.1007/BF00624756

69. Northcraft RD: A Rapid Method of Single Cell Isolation. Science (New York, N.Y.)
107(2787): 578, 1948, doi:10.1126/science.107.2787.578

135



Literaturverzeichnis

70. Reichard A, Asosingh K: Best Practices for Preparing a Single Cell Suspension from
Solid Tissues for Flow Cytometry. Cytometry. Part A the journal of the International Soci-
ety for Analytical Cytology 95(2): 219-26, 2019, doi:10.1002/cyto.a.23690

71.Kasza KE, Rowat AC, Liu J, Angelini TE, Brangwynne CP, Koenderink GH, Weitz DA:
The cell as a material. Current opinion in cell biology 19(1): 101-7, 2007,
doi:10.1016/j.ceb.2006.12.002

72.Crapo PM, Gilbert TW, Badylak SF: An overview of tissue and whole organ decellulariza-
tion processes. Biomaterials 32(12): 323343, 2011, doi:10.1016/j.biomateri-
als.2011.01.057

73. Mitra A, Mishra L, Li S: Technologies for deriving primary tumor cells for use in personal-
ized cancer therapy. Trends in biotechnology 31(6): 347-54, 2013,
doi:10.1016/j.tibtech.2013.03.006

74. Tomlinson MJ, Tomlinson S, Yang XB, Kirkham J: Cell separation: Terminology and prac-
tical considerations. Journal of tissue engineering(4): 1-14, 2013,
doi:10.1177/2041731412472690

75.Lim CT, Zhou EH, Quek ST: Mechanical models for living cells--a review. Journal of bio-
mechanics 39(2): 195-216, 2006, doi:10.1016/j.jpiomech.2004.12.008

76. Surachai U: Basic Techniques in Animal Cell Culture. Drug Delivery System Workshop:
1-30, 1999, doi:10.1093/wentk/9780199733057.003.0002

77.Motyan JA, Toth F, Tézsér J: Research applications of proteolytic enzymes in molecular
biology. Biomolecules 3(4): 923-42, 2013, doi:10.3390/biom3040923

78.Mark Peakman, Gillian L. McNab, Nigel D. HEaton, Kai C. Tan, Diego Vergani: Develop-
ment of techniques for obtaining monodispersed human islet cells. Transplantation(57):
384-93, 1994

79.Welch EC, Yu H, Tripathi A: Optimization of a Clinically Relevant Chemical-Mechanical
Tissue Dissociation Workflow for Single-Cell Analysis. Cellular and molecular bioengi-
neering 14(3): 241-58, 2021, doi:10.1007/s12195-021-00667-y

80. Qiu X, Lombardo JA, Westerhof TM, Pennell M, Ng A, Alshetaiwi H, Luna BM, Nelson
EL, Kessenbrock K, Hui EE, Haun JB: Microfluidic filter device with nylon mesh mem-
branes efficiently dissociates cell aggregates and digested tissue into single cells. Lab on
a chip 18(18): 2776-86, 2018, doi:10.1039/c8Ic00507a

81. Failli A, Consolini R, Legitimo A, Spisni R, Castagna M, Romanini A, Gaetano Crimaldi,
Miccoli P: The challenge of culturing human colorectal tumor cells: establishment of a cell
culture model by the comparison of different methodological approaches. Tumori(95):
343-7, 2009, doi:10.1177/030089160909500312

136



Literaturverzeichnis

82. Triantafillu UL, Nix JN, Kim Y: Novel fluid shear-based dissociation device for improved
single cell dissociation of spheroids and cell aggregates. Biotechnology progress 34(1):
293-8, 2018, doi:10.1002/btpr.2528

83. Toullec JV: Crustacean primary cell culture: A technical approach. Methods in Cell Sci-
ence(21): 193-8, 1999, doi:10.1023/a:1009833924792

84. Aronowitz JA, Lockhart RA, Hakakian CS: Mechanical versus enzymatic isolation of stro-
mal vascular fraction cells from adipose tissue. SpringerPlus 4: 713, 2015,
doi:10.1186/s40064-015-1509-2

85. Fischer A: Tissue culture studies in experimental morphology and general physiology of
tissue cells in vitro, London, Heinemann, 1925, doi:10.5962/bhl.title.6566

86. Parker, R. C., J.F. Morgan: Methods of tissue culture. New York: Hoeber Medical Divi-
sion-Harper & Row., 1950

87.Ribeiro L and Ahne W.: Fish Cell Culture. In Vitro(5): 419-20, 1982,
doi:10.1007/BF02796467

88. Miserocchi G, Mercatali L, Liverani C, Vita A de, Spadazzi C, Pieri F, Bongiovanni A, Re-
cine F, Amadori D, Ibrahim T: Management and potentialities of primary cancer cultures
in preclinical and translational studies. Journal of translational medicine 15(1): 229, 2017,
doi:10.1186/s12967-017-1328-z

89. Wensink GE, Elias SG, Mullenders J, Koopman M, Boj SF, Kranenburg OW, Roodhart
JML: Patient-derived organoids as a predictive biomarker for treatment response in can-
cer patients. NPJ precision oncology 5(1): 30, 2021, doi:10.1038/s41698-021-00168-1

90. Markin RD and Whalen SA: Laboratory Automation: Trajectory, Technology, and Tactics.
Clinical chemistry(46:5): 764—71, 2000

91. Santangelo C: Worthington Biochemical Online Tissue Dissociation Guide, 2011

92. Tennant JR: Evaluation of the Trypan Blue Technique for Determination of Cell Viability.
Transplantation(2): 685-94, 1964, doi:10.1002/0471142735.ima03bs111

93. Strober W: Monitoring cell growth. Current protocols in immunology: Appendix 3A, 2001,
doi:10.1002/0471142735.ima03as21

94. Hosic S, Murthy SK, Koppes AN: Microfluidic Sample Preparation for Single Cell Analy-
sis. Analytical chemistry 88(1): 354—80, 2016, doi:10.1021/acs.analchem.5b04077

95. Hughes NC, Wong EYK, Fan J, Bajaj N: Determination of carryover and contamination
for mass spectrometry-based chromatographic assays. The AAPS journal 9(3): E353-60,
2007, doi:10.1208/aapsj0903042

96. Leelatian N, Doxie DB, Greenplate AR, Sinnaeve J, lhrie RA, Irish JM: Preparing Viable
Single Cells from Human Tissue and Tumors for Cytomic Analysis. Current protocols in
molecular biology 118: 25C.1.1-25C.1.23, 2017, doi:10.1002/cpmb.37

137



Literaturverzeichnis

97.Riba J, Zimmermann S, Koltay P: Technologies for Automated Single Cell Isolation. In:
Handbook of Single Cell Technologies, edited by Santra TS, Tseng F-G, Singapore,
Springer Singapore, 2018, pp 1-28

98. Srinivasan M, Sedmak D, Jewell S: Effect of Fixatives and Tissue Processing on the Con-
tent and Integrity of Nucleic Acids. The American Journal of Pathology 161(6): 196171,
2002, doi:10.1016/S0002-9440(10)64472-0

99. Apple S, Pucci R, Lowe AC, Shintaku I, Shapourifar-Tehrani S, Moatamed N: The effect
of delay in fixation, different fixatives, and duration of fixation in estrogen and progester-
one receptor results in breast carcinoma. American journal of clinical pathology 135(4):
592-8, 2011, doi:10.1309/AJCPB1RIT5YXMRIS

100. Bell WC, Young ES, Billings PE, Grizzle WE: The efficient operation of the surgical
pathology gross room. Biotechnic & histochemistry official publication of the Biological
Stain Commission 83(2): 71-82, 2008, doi:10.1080/10520290802127610

101. Bykov Y, Kim SH, Zamarin D: Preparation of single cells from tumors for single-cell
RNA sequencing. Methods in enzymology 632: 295-308, 2020,
doi:10.1016/bs.mie.2019.05.057

102. Grizzle WE, Bell WC, Sexton KC: Issues in collecting, processing and storing human
tissues and associated information to support biomedical research. Cancer biomarkers
section A of Disease markers 9(1-6): 531-49, 2010, doi:10.3233/CBM-2011-0183

103. Dressler LG, Visscher D: Handling, storage, and preparation of human tissues. Cur-
rent protocols in cytometry Chapter 5: Unit 5.2, 2001,
doi:10.1002/0471142956.cy0502s01

104. Hanamsagar R, Reizis T, Chamberlain M, Marcus R, Nestle FO, Rinaldis E de,
Savova V: An optimized workflow for single-cell transcriptomics and repertoire profiling of
purified lymphocytes from clinical samples. Scientific reports 10(1): 2219, 2020,
doi:10.1038/s41598-020-58939-y

105. Zilionis R, Nainys J, Veres A, Savova V, Zemmour D, Klein AM, Mazutis L: Single-cell
barcoding and sequencing using droplet microfluidics. Nat Protoc 12(1): 44—73, 2017,
doi:10.1038/nprot.2016.154

106. Kassem S, van der Pan K, Jager AL de, Naber BAE, Laat IF de, Louis A, van Dongen
JJM, Teodosio C, Diez P: Proteomics for Low Cell Numbers: How to Optimize the Sam-
ple Preparation Workflow for Mass Spectrometry Analysis. Journal of proteome research
20(9): 4217-30, 2021, doi:10.1021/acs.jproteome.1c00321

107. Hwang B, Lee JH, Bang D: Single-cell RNA sequencing technologies and bioinfor-
matics pipelines. Experimental & molecular medicine 50(8): 1-14, 2018,
doi:10.1038/s12276-018-0071-8

138



Literaturverzeichnis

108. Shema E, Bernstein BE, Buenrostro JD: Single-cell and single-molecule epigenomics
to uncover genome regulation at unprecedented resolution. Nature genetics 51(1): 19—
25, 2019, doi:10.1038/s41588-018-0290-x

109. Stuart T, Satija R: Integrative single-cell analysis. Nature reviews. Genetics 20(5):
257-72, 2019, doi:10.1038/s41576-019-0093-7

110. Stahlberg A, Kubista M: Technical aspects and recommendations for single-cell
gPCR. Molecular aspects of medicine 59: 28-35, 2018, doi:10.1016/j.mam.2017.07.004

111. Machado L, Geara P, Camps J, Dos Santos M, Teixeira-Clerc F, van Herck J, Varet
H, Legendre R, Pawlotsky J-M, Sampaolesi M, Voet T, Maire P, Relaix F, Mourikis P: Tis-
sue damage induces a conserved stress response that initiates quiescent muscle stem
cell activation. Cell stem cell, 2021, doi:10.1016/j.stem.2021.01.017

112. Litchfield K, Stanislaw S, Spain L, Gallegos LL, Rowan A, Schnidrig D, Rosenbaum
H, Harle A, Au L, Hill SM, Tippu Z, Thomas J, Thompson L, Xu H, Horswell S, Barhoumi
A, Jones C, Leith KF, Burgess DL, Watkins TBK, Lim E, Birkbak NJ, Lamy P, Nordentoft
I, Dyrskjgt L, Pickering L, Hazell S, Jamal-Hanjani M, Larkin J, Swanton C, Alexander
NR, Turajlic S: Representative Sequencing: Unbiased Sampling of Solid Tumor Tissue.
Cell reports 31(5): 107550, 2020, doi:10.1016/j.celrep.2020.107550

113. Tung P-Y, Blischak JD, Hsiao CJ, Knowles DA, Burnett JE, Pritchard JK, Gilad Y:
Batch effects and the effective design of single-cell gene expression studies. Scientific
reports 7: 39921, 2017, doi:10.1038/srep39921

114. Z. Zhang, M. A. Ferenczi A. C. Lush and C. R. Thomas: A novel micromanipulation
technique for measuring the bursting strength of single mammalian cells. Appl Microbiol
Biotechnol(36): 208-10, 1991

115.  Rumpf H: Die Einzelkornzerkleinerung als Grundlage einer technischen Zerkleine-
rungswissenschaft. Chemie Ing. Techn. 37(3): 187-202, 1965,
doi:10.1002/cite.330370303

116. Heinrich Schubert: Handbuch der Mechanischen Verfahrenstechnik, Wiley-VCH,
2002

117. Ali R, Samman N, Al Zahrani H, Nehdi A, Rahman S, Khan AL, Al Balwi M, Alriyees
LA, Alzaid M, Al Askar A, Boudjelal M: Isolation and characterization of a new naturally
immortalized human breast carcinoma cell line, KAIMRC1. BMC cancer 17(1): 803, 2017,
doi:10.1186/s12885-017-3812-5

118. Faridi N, Bathaie SZ, Abroun S, Farzaneh P, Karbasian H, Tamanoi F, Mohagheghi
M-A: Isolation and characterization of the primary epithelial breast cancer cells and the
adjacent normal epithelial cells from Iranian women's breast cancer tumors. Cytotechnol-
ogy 70(2): 625-39, 2018, doi:10.1007/s10616-017-0159-3

139



Literaturverzeichnis

119. Ghaderi F, Mehdipour F, Hosseini A, Talei A, Ghaderi A: Establishment and Charac-
terization of a New Triple Negative Breast Cancer Cell Line from an Iranian Breast Can-
cer Tissue. Asian Pacific journal of cancer prevention APJCP 20(6): 1683-9, 2019,
doi:10.31557/APJCP.2019.20.6.1683

120. Roider T, Brinkmann BJ, Dietrich S: Processing human lymph node samples for sin-
gle-cell assays. STAR protocols 2(4): 100914, 2021, doi:10.1016/j.xpro.2021.100914

121. Nushtaeva AA, Karpushina AA, Ermakov MS, Gulyaeva LF, Gerasimov AV, Sidorov
SV, Gayner TA, Yunusova AY, Tkachenko AV, Richter VA, Koval OA: Establishment of
primary human breast cancer cell lines using "pulsed hypoxia" method and development
of metastatic tumor model in immunodeficient mice. Cancer cell international 19: 46,
2019, doi:10.1186/s12935-019-0766-5

122. Richter M, Piwocka O, Musielak M, Piotrowski |, Suchorska WM, Trzeciak T: From
Donor to the Lab: A Fascinating Journey of Primary Cell Lines. Frontiers in cell and de-
velopmental biology 9: 711381, 2021, doi:10.3389/fcell.2021.711381

123. Hendijani F: Explant culture: An advantageous method for isolation of mesenchymal
stem cells from human tissues. Cell proliferation 50(2), 2017, doi:10.1111/cpr.12334

124. Hamburger AW, White CP, and Tencer K: Effect of Enzymatic Disaggregation on Pro-
liferation of Human Tumor Cells in Soft Agar. Journal of the National Cancer Institute(68):
945-9, 1982

125. Autengruber A, Gereke M, Hansen G, Hennig C, Bruder D: Impact of enzymatic tis-
sue disintegration on the level of surface molecule expression and immune cell function.
European journal of microbiology & immunology 2(2): 112—-20, 2012,
doi:10.1556/EudMI.2.2012.2.3

126. O’Flanagan CH, Campbell KR, Zhang AW, Kabeer F, Lim JLP, Biele J, Eirew P, Lai
D, McPherson A, Kong E, Bates C, Borkowski K, Wiens M, Hopkins J, Hewitson B, Ceglia
N, Moore R, Mungall AJ, McAlpine JN, Shah SP, Aparicio S: Dissociation of solid tumour
tissues with cold active protease for single-cell RNA-seq minimizes conserved colla-
genase-associated stress responses, 2019, doi:10.1101/683227

127. Volovitz |, Shapira N, Ezer H, Gafni A, Lustgarten M, Alter T, Ben-Horin I, Barzilai O,
Shahar T, Kanner A, Fried |, Veshchev |, Grossman R, Ram Z: A non-aggressive, highly
efficient, enzymatic method for dissociation of human brain-tumors and brain-tissues to
viable single-cells. BMC neuroscience 17(1): 30, 2016, doi:10.1186/s12868-016-0262-y

128. Brink SC, Sage F, Vértesy A, Spanjaard B, Peterson-Maduro J, Baron CS, Robin C
and Oudenaarden A: Single-cell sequencing reveals dissociation-induced gene expres-
sion in tissue subpopulations. Nature methods(14): 935-6, 2017,
doi:10.1038/nmeth.4437

140



Literaturverzeichnis

129. Mattei D, lvanov A, van Oostrum M, Pantelyushin S, Richetto J, Mueller F, Beffinger
M, Schellhammer L, vom Berg J, Wollscheid B, Beule D, Paolicelli RC, Meyer U: Enzy-
matic Dissociation Induces Transcriptional and Proteotype Bias in Brain Cell Populations.
International journal of molecular sciences 21(21), 2020, doi:10.3390/ijms21217944

130. Machado L, Relaix F, Mourikis P: Stress relief: emerging methods to mitigate dissoci-
ation-induced artefacts. Trends in cell biology 31(11): 888-97, 2021,
doi:10.1016/j.tcb.2021.05.004

131. Grange C, Létourneau J, Forget M-A, Godin-Ethier J, Martin J, Liberman M, Latour M,
Widmer H, Lattouf J-B, Piccirillo CA, Cailhier J-F, Lapointe R: Phenotypic characterization
and functional analysis of human tumor immune infiltration after mechanical and enzy-
matic disaggregation. Journal of immunological methods 372(1-2): 119-26, 2011,
doi:10.1016/j.jim.2011.07.002

132. Quatromoni JG, Singhal S, Bhojnagarwala P, Hancock WW, Albelda SM, Eruslanov
E: An optimized disaggregation method for human lung tumors that preserves the pheno-
type and function of the immune cells. Journal of leukocyte biology 97(1): 201-9, 2015,
doi:10.1189/jIb.5TA0814-373

133. Gray D, Chidgey A, Boyd R: Analysis of thymic stromal cell populations using flow cy-
tometry. Journal of immunological methods 260(1-2): 1528, 2002, doi:10.1016/S0022-
1759(01)00493-8

134. Waise S, Parker R, Rose-Zerilli MJJ, Layfield DM, Wood O, West J, Ottensmeier CH,
Thomas GJ, Hanley CJ: An optimised tissue disaggregation and data processing pipeline
for characterising fibroblast phenotypes using single-cell RNA sequencing. Scientific re-
ports 9(1): 9580, 2019, doi:10.1038/s41598-019-45842-4

135. Lafferty RM: Enzyme Technology, Berlin, Heidelberg, Springer Berlin Heidelberg,
1983, doi:10.1007/978-3-642-69148-5

136. Kleinig AR, Middelberg AP: On the mechanism of microbial cell disruption in high-
pressure homogenisation. Chemical Engineering Science 53(5): 891-8, 1998,
doi:10.1016/S0009-2509(97)004 14-4

137. Burden D: Guide to the Homogenization of Biological Samples. Random Primers(7):
1-14, 2008

138. Qiu X, Westerhof TM, Karunaratne AA, Werner EM, Pourfard PP, Nelson EL, Hui EE,
Haun JB: Microfluidic device for rapid digestion of tissues into cellular suspensions. Lab
on a chip 17(19): 3300-9, 2017, doi:10.1039/c71c00575j

139. Qiu X, Jesus J de, Pennell M, Troiani M, Haun JB: Microfluidic device for mechanical
dissociation of cancer cell aggregates into single cells. Lab on a chip 15(1): 339-50,
2015, doi:10.1039/c41c01126k

141



Literaturverzeichnis

140. Lin C-H, Lee D-C, Chang H-C, Chiu I-M, Hsu C-H: Single-cell enzyme-free dissocia-
tion of neurospheres using a microfluidic chip. Analytical chemistry 85(24): 11920-8,
2013, doi:10.1021/ac402724b

141. Dobler H: Automatisierung des Gewebeaufschlusses fiir die Analyse von Zellinhalts-
stoffen. Dissertation, Universitat Stuttgart, Jost-Jetter Verlag, 2004

142. Scheuermann S, Lehmann JM, Ramani Mohan R, Reif¥felder C, Rickert F, Langejlr-
gen J, Pallavi P: TissueGrinder, a novel technology for rapid generation of patient-derived
single cell suspensions from solid tumors by mechanical tissue dissociation. Frontiers in
medicine 9: 721639, 2022, doi:10.3389/fmed.2022.721639

143. Kloke A, Fiebach AR, Zhang S, Drechsel L, Niekrawietz S, Hoehl MM, Kneusel R,
Panthel K, Steigert J, Stetten F von, Zengerle R, Paust N: The LabTube - a novel micro-
fluidic platform for assay automation in laboratory centrifuges. Lab on a chip 14(9): 1527—
37, 2014, doi:10.1039/c3Ic51261d

144. McClymont DW, Freemont PS: With all due respect to Maholo, lab automation isn't
anthropomorphic. Nature biotechnology 35(4): 312—4, 2017, doi:10.1038/nbt.3795

145. Scheuermann S, Schafer A, Langejiirgen J, Reis C: A step towards enzyme-free tis-
sue dissociation. Current Directions in Biomedical Engineering 5(1): 545-8, 2019,
doi:10.1515/cdbme-2019-0137

146. Blecher L: Strémungsvorgénge in Riihrwerkmiihlen. Dissertation, Technische Univer-
sitat Braunschweig, 1993

147. Englert M: Einfluss mechanischer Dispergierverfahren auf Struktur und Eigenschaften
duroplastischer Nanoverbundwerkstoffe. Dissertation, Technischen Universitat Kaisers-
lautern, 2009

148. Mende S: Mechanische Erzeugung von Nanopartikeln in Riihrwerkskugelmiihlen.
Dissertation, Technische Universitat Braunschweig, 2003

149. Mende G: Das Einfangen von Mahlgutpartikeln durch Mahlkugeln. Dissertation, Tech-
nischen Universitat Carolo-Wilhelmina zu Braunschweig, Cuvillier, 2005

150. Milo R, and Philipps R.: Cell Bology by the Numbers, New York, Garland Science,
2015, doi:10.1201/9780429258770

151. Wilson ZE, Rostami-Hodjegan A, Burn JL, Tooley A, Boyle J, Ellis SW and Tucker
GT: Inter-individual variability in levels of human microsomal protein and hepatocellularity
per gram of liver. Br J Clin Pharmacol(56): 433—40, 2003, doi:10.1046/j.1365-
2125.2003.01881.x.

152. Bialleck S: Herstellung von Polysaccharidpellets mittels Schmelzextrusion. Disserta-

tion, Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn, 2011

142



Literaturverzeichnis

153. Kampen |: Einfluss der Zellaufschlussmethode auf die Expanded Bed Chromatogra-
phie. Dissertation, Universitat Braunschweig, 2005, doi:10.24355/dbbs.084-
200611130100-50

154. Mader-Porombka C, Homberg A, Horster F, Brune M, Kilian S, Buckel B, Goldwasser
R: Einfluss einer maRgeschneiderten Praanalytik-Fortbildung auf die Qualitat der La-
boruntersuchungen. Zeitschrift fur Evidenz, Fortbildung und Qualitat im Gesundheitswe-
sen 150-152: 38-44, 2020, doi:10.1016/j.zefq.2019.12.004

155. Schulze TT, Neville AJ, Chapman RC, Davis PH: Mouse splenocyte enrichment strat-
egies via negative selection for broadened single-cell transcriptomics. STAR protocols
3(2): 101402, 2022, doi:10.1016/j.xpro.2022.101402

156. Priebe E: Optimierung eines Protokolls zur Dissoziation von Mausleber mittels Tissu-
eGrinder und der anschlieSenden Kultivierung der Einzelzellen zu Sphéroiden. Bachelor-
arbeit, Hochschule Mannheim, 2021

157. Daniel Wiencek: Etablierung und Analyse des mechanischen Gewebeaufschlusses
von Synovialmembran und Chondrozyten mittels TissueGrinder. Bachelorarbeit, Hoch-
schule Frankfurt, 2022

158. Lehmann, Jonas M: Entwicklung und Evaluierung eines Protokolls zur Isolierung und
Kultivierung von Zellen aus Primdrgewebe mittels TissueGrinder. Bachelorarbeit,
Hochschule Mannheim, 2020

159. Scheuermann S, Lehmann JM, Mohan RR, Reiftfelder C, Ruckert F, Langejirgen J,
Pallavi P: TissueGrinder, a novel technology for rapid generation of patient-derived single
cell suspensions from solid tumors by mechanical tissue dissociation. bioRxiv preprint,
2021, doi:10.1101/2021.06.08.447529

160. Soteriou D, Kubankova M, Schweitzer C, Lépez-Posadas R, Pradhan R, Thoma O-M,
Gyodrfi A-H, Matei A-E, Waldner M, Distler JHW, Scheuermann S, Langejtirgen J, Schnei-
der-Stock R, Atreya R, Neurath MF, Hartmann A, Guck J: Single-cell physical phenotyp-
ing of mechanically dissociated tissue biopsies for fast diagnostic assessment. bioRxiv
preprint, 2021, doi:10.1101/2021.11.30.21267075

161. Otto O, Rosendahl P, Mietke A, Golfier S, Herold C, Klaue D, Girardo S, Pagliara S,
Ekpenyong A, Jacobi A, Wobus M, Tépfner N, Keyser UF, Mansfeld J, Fischer-Friedrich
E, Guck J: Real-time deformability cytometry: on-the-fly cell mechanical phenotyping. Na-
ture methods 12(3): 199-202, 2015, doi:10.1038/nmeth.3281

162. Ivanov DP, Parker TL, Walker DA, Alexander C, Ashford MB, Gellert PR, Garnett MC:
Multiplexing spheroid volume, resazurin and acid phosphatase viability assays for high-
throughput screening of tumour spheroids and stem cell neurospheres. PloS one 9(8):
€103817, 2014, doi:10.1371/journal.pone.0103817

143



Literaturverzeichnis

163. Pallavi P, Pretze M, Caballero J, Li Y, Hofmann BB, Stamellou E, Klotz S, Wangler C,
Wangler B, Loesel R, Roth S, Theisinger B, Moerz H, Binzen U, Greffrath W, Treede R-D,
Harmsen MC, Kramer BK, Hafner M, Yard BA, Kalsch A-I: Analyses of Synthetic N-Acyl
Dopamine Derivatives Revealing Different Structural Requirements for Their Anti-inflam-
matory and Transient-Receptor-Potential-Channel-of-the-Vanilloid-Receptor-Subfamily-
Subtype-1 (TRPV1)-Activating Properties. Journal of medicinal chemistry 61(7): 3126-37,
2018, doi:10.1021/acs.jmedchem.8b00156

164. Kachi K FSW: The connection between the nuclei of binucleated hepatocytes an ul-
trastructural study. J Submicrosc Cytol Pathol.(26(2)): 163-72, 1994

165. Si-Tayeb K, Lemaigre FP, Duncan SA: Organogenesis and development of the liver.
Developmental cell 18(2): 175-89, 2010, doi:10.1016/j.devcel.2010.01.011

166. Ascierto PA, Bifulco C, Palmieri G, Peters S, Sidiropoulos N: Preanalytic Variables
and Tissue Stewardship for Reliable Next-Generation Sequencing (NGS) Clinical Analy-
sis. The Journal of molecular diagnostics JMD 21(5): 756-67, 2019,
doi:10.1016/j.jmoldx.2019.05.004

167. Roelofsen DP: Entwicklungen auf dem Gebiet des Pigmentdispergierens mit Rihr-
werkskugelmuhlen. Farbe + Lack(97): 235-42, 1991

168. Ruiz VE, Sachdev M, Zhang S, Wen S, Moss SF: Isolating, immunophenotyping and
ex vivo stimulation of CD4+ and CD8+ gastric lymphocytes during murine Helicobacter
pylori infection. Journal of immunological methods 384(1-2): 157-63, 2012,
doi:10.1016/}.jim.2012.07.002

169. Valente MJ, Henrique R, Costa VL, Jerénimo C, Carvalho F, Bastos ML, Pinho PG
de, Carvalho M: A rapid and simple procedure for the establishment of human normal
and cancer renal primary cell cultures from surgical specimens. PloS one 6(5): e19337,
2011, doi:10.1371/journal.pone.0019337

170. Epshtein A, Sakhneny L, Landsman L: Isolating and Analyzing Cells of the Pancreas

Mesenchyme by Flow Cytometry. Journal of visualized experiments JoVE(119), 2017,
doi:10.3791/55344

144



Anhang

10 Anhang

Fur das zerkleinerungsaktive Volumen zwischen zwei Mahlkdrpern kann folgender Zusam-

menhang hergeleitet werden '7:

S—S=7-32 R+

7 X%R
T2
V. _TX (
kMK = 5
: 4

Abbildung 73: Herleitung zerkleinerungsaktives Volumen zwischen zwei Mahlkérpern.

Arbeitsmatrix zur Bestimmung des Drehmoments und Berechnung des spezifischen mechani-

schen Energieeintrags.

A)

Betriebsmodus:

Scherung
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[rpm]
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B)
Betriebsmodus:
Mahlen
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Abbildung 74: Arbeitsmatrix der Versuchsanordnung fiir die Drehmomentmessung. A) Betriebsmodus:
Scheren, B) Betriebsmodus: Mahlen. L/S ration stellt das Verhéltnis von Fliissigkeit (PBS in mg) zur
festen Probe (ballistische Gelatine in mg) dar.

Ubersicht Uber die verwendeten enzymatischen und mechanischen Dissoziationsprotokolle.

Tabelle 11: Fiir jedes Organ verwendete enzymatische oder mechanische Dissoziationsprotokolle 769,

Gewebe Dissoziationsprotokoll

Dickdarm Miltenyi Biotec Lamina Propria Dissoziations-Kit

Klein Miltenyi Biotec Lamina-Propria-Dissoziations-Kit

Lunge Miltenyi Biotec Lungen-Dissoziations-Kit

Leber Miltenyi Biotec Leber-Dissoziations-Kit oder Kollagenase/Dispase
Magen Ruiz et al 2012 168

Niere Valente et al 2011 16°

Bauchspeicheldriise

Epshtein et al. 2017 170

Thymus

Gewebe zwischen den gefrosteten Enden von zwei Objekttrdgern zerdri-

cken

Mesenterialer Lymphknoten

Milz

Gewebe zwischen den gefrosteten Enden von zwei Objekttragern zerdri-

cken

Gewebe zwischen den gefrosteten Enden von zwei Objekttragern zerdri-

cken
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Ubersicht Uber die mechanische und enzymfreien Gewebedissoziator-Protokolle.

Tabelle 12: Gewebedissoziator-Protokolle mit dessen Hilfe die Mausorgane flir die mechanische Disso-
Ziation aufbereitet wurden 60,

Gewebe Gewebedissoziator-Protokoll
Dickdarm Colon

Diinndarm Intestine

Lunge Lung standard

Leber Liver standard

Niere Medium
Bauchspeicheldriise Soft

Thymus Spleen

Mesenterialer Lymphknoten Lymph nodes standard
Milz Spleen

Menschlicher Tumor Tumor

Western Blot Antikorper Verdlinnungen.

Tabelle 13: Tabelle mit der Beschreibung der in der Studie verwendeten Antikérper zur Durchfiihrung
des Western Blots

Antikorper Verdiinnung Produktnr. Unternehmen
Beta-Actin 1:1000 4970S Cell Signaling Technology
Keratin 19 1:1000 45588 Cell Signaling Technology
P53 1:1000 48818S Cell Signaling Technology
SMAD4 1:1000 384548 Cell Signaling Technology
Anti-Rabbit — HRP Konjugat 1:1000 7074S Cell Signaling Technology
Anti-Maus — HRP Konjugat 1:1000 58802S Cell Signaling Technology
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