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1 Abstract 

Primäre Einzelzellen, die aus Gewebeproben gewonnen werden, stellen eine essenzielle Res-

source für zahlreiche molekularbiologische Forschungsprojekte dar. Jüngste Fortschritte in der 

medizinischen Forschung versprechen, dass durch diesen Ansatz die personalisierte Medizin 

weiter in der klinischen Praxis vorrückt. Allerdings sind die herkömmlichen meist enzym-ba-

sierten Probenvorbereitungsmethoden nicht robust und reproduzierbar genug, um die hohe 

Anzahl an Gewebeproben für diesen Zweck zu prozessieren. Zusätzlich machen die komplexe 

Beschaffenheit und Vielfältigkeit von Gewebeproben die Gewebedissoziation zu einer Heraus-

forderung. Die Gewebedissoziation erfordert ein präzises Abwägen zwischen dem Auflösen 

des Gewebes und dem Erhalt der Lebensfähigkeit und strukturellen Integrität 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 Lebensfähigkeit der Zellen aufrechtzuerhalten. Das entwickelte 

Verfahren ist mit handelsüblichen Zentrifugenröhrchen kompatibel und dadurch in bestehende 

Laborabläufe integrierbar und für Pipettierroboter leicht zugänglich. Darüber hinaus können 

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 Zellviabilität 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 für die Gewebe-

dissoziation sowie eine hohes Integrationspotential in Laborprozesse.  

Der Gewebedissoziator repräsentiert eine teilautomatisierte Plattform zur Erzeugung von Ein-

zelzellen aus Gewebeproben. Diese Plattform bietet einen effizienten und standardisierten 

Prozess zur Gewinnung lebensfähiger Primärzellen aus unterschiedlichen Gewebetypen. 

Diese Primärzellen sind wertvolle und unverzichtbare Ressourcen für vielfältige Anwendungen 

in Bereichen wie Wirkstoffforschung, Biomedizin und personalisierte Medizin. Der Einsatz von 

Primärzellen in der 3D-Zellkultur ermöglicht die Erstellung biologisch relevanter Modelle von 

multizellulären Umgebungen in vitro, was die Untersuchung komplexer biologischer Prozesse 

und zellulärer Interaktionen ermöglicht und dadurch die Genauigkeit und Relevanz der Krank-

heitsmodelle und Wirkstoffscreenings in verschiedenen Forschungsbereichen erhöhen kann. 
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2 Ausgangssituation 

Krebs gehört in der westlichen Welt mittlerweile zu den häufigsten Todesursachen und nimmt 

in absoluten Zahlen stetig zu, so dass effektive Behandlungsstrategien dringend benötigt wer-

den.1 Personalisierte Therapien, bei denen die Behandlung an die individuelle Krankheit an-

gepasst wird, sind in greifbarer Nähe. Entscheidende Voraussetzung hierfür ist jedoch zum 

Beispiel eine möglichst genaue Vorhersage, welches Medikament bei erkrankten Personen 

am wirksamsten sein wird. Bei herkömmlichen Ansätzen der Krebstherapie erhalten die meis-

ten Patienten mit einer bestimmten Krebsart ähnliche "one-size-fits-all"-Behandlungen.2 In 

jüngster Zeit hat sich jedoch gezeigt, dass bestimmte Behandlungen bei spezifischen Patien-

tenpopulationen gut funktionieren, bei anderen aber keine vielversprechenden Ergebnisse zei-

gen.3,4 Derzeit verbessern sich die individualisierten Krebsbehandlungen aufgrund einer er-

gänzenden Charakterisierung der molekularen und pharmakologischen Eigenschaften von Tu-

moren zunehmend. Dieser neue Ansatz kann als Präzisions- oder personalisierte Krebsmedi-

zin bezeichnet werden.5 Allerdings setzt eine solche Therapie zwingend voraus, dass mit dem 

Nachweis eines Tumors auch eine molekulare Charakterisierung der Krebszellen verbunden 

wird. Die Voraussetzung für diese molekulare Analyse ist die effiziente Bereitstellung von in-

takten primären Einzelzellen durch eine standardisierte und automatisierbare Gewebedissozi-

ation. Zentral für den Erfolg der molekularen Diagnostik in der Krebsversorgung ist die Quan-

tität und Qualität der aus Tumorproben gewonnenen primären Einzelzellen.6 

 

Abbildung 1: Konzept einer personalisierten Medizin. In den traditionellen Modellen der Krebstherapie 
werden histopathologisch ähnliche Tumore unabhängig vom Subtyp des Tumors oder der Mutation 
identisch behandelt. Klinische Forscher suchen nun nach Möglichkeiten, die Behandlung auf der Grund-
lage des Mutationsprofils des Tumors auszuwählen.7 

Zellen sind die grundlegenden Einheiten von lebenden Organismen.8,9 Während ein erwach-

sener Mensch ~3,72 x 1013 kernhaltige Zellen besitzt, ist es weder möglich noch notwendig, 

sie alle zu untersuchen.10,11 Der Schlüssel ist die Kombination von unverfälschten 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.12 Hierbei sollen die Zellen 

möglichst lebensfähig bleiben ohne die spezifischen Eigenschaften der zu untersuchenden 

Zellen zu verändern. 

Die Gewinnung von lebenden Zellen aus Gewebeproben ist eine wertvolle und essenzielle 

Ressource für Anwendungen im Bereich der personalisierten Medizin.13 Die Verknüpfung der 

personalisierten Medizin mit der zunehmenden Verfügbarkeit von neuartigen diagnostischen 

Technologien hat die Nachfrage nach ausreichenden Mengen an qualitativ hochwertigen Bio-

proben weiter erhöht. 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).  

 

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 für jede 
Diagnose von Bedeutung 6. 

Während analytische Bestimmungen in vielen Bereichen in den letzten Jahren deutlich schnel-

ler und sensitiver geworden sind, gilt dies nicht für die meist notwendige und unvermeidbare 

Probenvorbereitung. Extraktionen, Zell- und Gewebeaufschluss, Vermahlungen und Zerklei-

nerung im Vorfeld der eigentlichen Analyse sind auch heute noch zeitaufwändige Prozesse, 

die – da sie oft manuell durchgeführt werden – nicht vollständig reproduzierbar sind.  
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Daher gewinnt die effiziente Extraktion von Einzelzellen aus Patientenproben immer mehr an 

Bedeutung. Zusätzlich stellt der komplexe Aufbau von verschiedenen Gewebetypen eine Her-

ausforderung für die Handhabung dar.  

2.1 Einzelzellanalyse als Basis für die personalisierte Medizin 

Gewebe sind hochkomplexe Ökosysteme, 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.14 Dies hat zu einer rasan-

ten Zunahme von Studien geführt, die versuchen, die zelluläre Heterogenität zu erfassen und 

dadurch ein besseres Verständnis der Gewebe- und Organentwicklung, der normalen Funk-

tion und der Krankheitspathogenese zu erlangen.15–18 Im Zusammenhang mit Krebs ist die 

intratumorale Heterogenität beispielsweise ein Schlüsselindikator für das Fortschreiten der 

Krankheit, die Metastasierung und die Entwicklung von Arzneimittelresistenzen.14,19,20 

 

Abbildung 3: Intertumor- und Intratumor-Heterogenität. Genetische und phänotypische Unterschiede 
werden zwischen Tumoren verschiedener Gewebe- und Zelltypen, sowie zwischen Personen mit dem-
selben Tumortyp beobachtet (intertumorale Heterogenität). Innerhalb eines Tumors kann eine subklo-
nale Vielfalt beobachtet werden (Intratumorheterogenität).20 

Hochdurchsatzmethoden zur Einzelzellanalyse wie Durchfluss- oder Massenzytometrie und 

Einzelzell-RNA-Sequenzierung (scRNA-seq) sind ideal für die umfassende Identifizierung ein-

zelner Zellen auf der Grundlage molekularer Informationen.21,22 Diese Methoden haben bereits 

begonnen, das Verständnis komplexer Gewebe zu verändern, indem sie die Identifizierung 

bisher unbekannter Zelltypen und -zuständen ermöglichen.23,24 Während scRNA-seq eindeutig 

eine leistungsstarke Diagnosemethode ist, können bei der Dissoziation des Gewebes in ein-

zelne Zellen Störfaktoren auftreten, die sich negativ auf die Qualität und Zuverlässigkeit der 
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Daten auswirken können. Ein Faktor ist die fehlende Standardisierung, die zu erheblichen Un-

terschieden zwischen verschiedenen Forschungsgruppen und Gewebetypen führen kann. 

Eine weitere große Herausforderung ist, dass eine unvollständige Aufschlüsselung die Ergeb-

nisse in Richtung der Zelltypen verzerren könnte, die leichter zu dissoziieren sind.25 Eine kürz-

lich durchgeführte Studie von Wu et al., in der die Einzelzell-RNA-Sequenzierung mit Proben 

von Mäusenieren durchgeführt wurde, ergab, dass Endothelzellen und Mesangialzellen in den 

scRNA-seq-Daten unterrepräsentiert waren.26 Schließlich hat sich gezeigt, dass lange en-

zymatische Verdauungszeiten transkriptomische Signaturen verändern und Stressreaktionen 

hervorrufen, die die Zellklassifizierung beeinträchtigen. Die Lösung dieser Herausforderungen 

würde dazu beitragen, die Zukunft der Gewebe-Kartierung und Krankheitsdiagnostik durch 

das Feld der Einzelzell-RNA-Sequenzierung voranzutreiben. 

Ein Hindernis für diese Bemühungen ist die Notwendigkeit Gewebe zunächst 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.12,27 Daher sind neue Ansätze und Technologien dringend erforderlich, 

um die Zuverlässigkeit und die breite Akzeptanz von Einzelzellanalysemethoden für Gewebe 

zu gewährleisten. Dies wäre besonders wichtig für die Übertragung der Einzelzelldiagnostik 

auf menschliche Proben im klinischen Umfeld. Darüber hinaus würde eine verbesserte Gewe-

bedissoziation die Extraktion von Primärzellen für ex vivo Arzneimittelscreening, 3D-Gewebe-

konstruktionen und Stamm-/Progenitorzelltherapien schneller und einfacher machen.28–30 Die 

Möglichkeit, komplexe natürliche Gewebe für personalisierte Arzneimitteltests in Organ-on-a-

Chip-Modellen nachzubilden, die aus Patientenproben stammen, stellt eine äußerst vielver-

sprechende zukünftige Entwicklung dar. Diese Perspektive könnte durch eine optimierte Ge-

webedissoziation weiter vorangetrieben werden.25,28,31–34 Die Analyse von Einzelzellen ist im 

Zuge der personalisierten Medizin für viele Forschungs- und Therapieanwendungen (Tabelle 

1) unerlässlich.35 

Tabelle 1: Überblick über potenzielle Anwendungen für 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 39 

Sphäroide (3D-Zellkulturen) Ivascu et al., 2006 40, Liu et al., 2017 41, Weiswald et al., 2015 42 

Primäre Zellkultur Pokrywczynska et al., 2016 43 

Einzelzell-Sequenzierung MacParland et al., 2018 17, 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) hängen maßgeblich von der 

Ausbreitung der Erkrankung ab, also von der Größe des Tumors und der Frage, ob Lymph-

knoten oder andere Organe befallen sind.45 Zusätzlich rückt in Zeiten der personalisierten Me-

dizin die molekulare Charakterisierung einer Krebserkrankung immer mehr in den Fokus, da 

das Ansprechen zahlreicher Therapien von den molekulargenetischen Veränderungen des in-

dividuellen Tumors abhängt. Der Nachweis spezifischer Mutationen oder von Mutationsspek-

tren ist entscheidend für die Auswahl moderner Medikamente zur personalisierten Tumorthe-

rapie.46 

2.2 Gewebeproben 

Das Probenspektrum an tierischen und menschlichen Gewebetypen, welches im Bereich der 

medizinischen, pharmazeutischen und biologischen Analytik untersucht wird, ist äußerst viel-

fältig. Aufgrund des breiten Spektrums in der Praxis eingesetzten Proben mit unterschiedlichen 

Merkmalen, sowie den vielfältigen 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.47,48 Diese Untersuchung erfolgten zum überwiegenden Teil an Zellsuspensi-

onen oder in 2D Zellkulturen. Diese Zelllinien bieten zwar in vielen Fällen die Möglichkeit 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 anschließend 

zusammengepresst. Aus dem Kraft-Weg-Diagramm kann daraufhin die Kraft ermittelt werden, 

die zum Platzen der Zelle notwendig war. Bei der Beanspruchung kommt es zunächst zu einer 

elastischen Verformung der Zelle. Diese Deformation kann bis zu 50% des Durchmessers der 

Zelle betragen, ist aber stark von der Osmolarität des Mediums abhängig. Einen weiteren Ein-

fluss auf die Deformation hat die Geschwindigkeit der Beanspruchung. Während 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 Kräfte, die zum 

Bersten der Zellen notwendig sind, hat die Geschwindigkeit im untersuchten Bereich (zwi-

schen 1,03 und 1,68 μm/s) keinen Einfluss.49 Die Berstkräfte, die von verschiedenen Autoren 

gemessen wurden, sind in Tabelle 2 angegeben.50 Die Höhe der Berstkraft ist von vielen Fak-

toren abhängig. Neben der Art des Ursprungsgewebes spielen auch der Zelltyp, die Wachs-

tumsphase und der osmotische Druck des umgebenden Mediums eine große Rolle. 
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Tabelle 2: Literaturdaten zur Berstkraft von Zellen (adaptierte Abbildung).50 

Berstkraft Anmerkungen Literaturstelle 

Hefe; 45-145µN 
Berstkraft unabhängig vom 

Zelldurchmesser 
Smith et al., 2000 49 

E.coli; 3,6µN Gram negativ Shiu et al., 1999 51 

Staphylococcus; 13,8µN Gram positiv Shiu et al., 1999 51 

Tomatenzellen; 5mN 
Wurzelzellen, in Suspension 

gezüchtet 
Thomas et al., 2000 52 

Säugerzellen; 1,5-4,5µN --- Mashmously et al., 1998 53 

 

Eine weitere Vorgehensweise zur Messung der mechanischen Stabilität von Zellen ist die Be-

anspruchung in einem Rotationsviskosimeter.52 Aus den Kraft-Weg Kurven ist es mit Hilfe ei-

nes linearen, elastischen Models möglich, das Elastizitätsmodul zu bestimmen.54 Die Elastizi-

tätsmodule von verschiedenen Gewebetypen ist in Abbildung 4 dargestellt und umspannen 

einen Bereich von 10 Pa (Mukus) bis zu 1 GPa (Knochen). 

 

Abbildung 4: Übersicht über Elastizitätsmodule von Gewebetypen. Die Elastizität von lebendem Ge-
webe umfasst den gesamten Bereich von Pascal bis Gigapascal. Die in der Literatur beschriebenen 
Elastizitätsmodule (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, Bänder, Sehnen und Kno-
chen sind die steifsten Gewebe des menschlichen Körpers. Zum Vergleich sind die Moduli einiger gän-
giger Tissue-Engineering-Materialien in der Grafik enthalten: 8 % Acrylamid-Gel.48,55 
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Die ermittelten Werte und Kenngrößen sind jedoch aufgrund der biologischen Varianz der Pro-

ben und der genannten Einflüsse 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-

sammenhängen der Probenquerschnitt von Bedeutung. Dieser ist jedoch bei biologischen Prä-

paraten schwer zu bestimmen und zudem zeitabhängig. Untersuchungen im Bereich der Bio-

mechanik zum Verhalten von biologischen Geweben unter Belastung betrachten nur Verfor-

mungen von Geweben bis zum Stadium der pathologischen Veränderung auf Gewebeebene. 

Meist wird hierzu ein histologischer Nachweis geführt. Die Heterogenität der zellulären Struk-

turen, insbesondere bei Tumorproben ist hierbei der limitierende Faktor.56 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" häufig zur Charakterisierung der Zellmechanik von Gewebe verwen-

det, auch wenn sie keinen tatsächlichen rheologischen Parameter darstellen. Im Folgenden 

werden beispielhaft drei unterschiedliche Gewebeprobenarten (Leber (weich), Synovial (starr) 

und Tumor (verformbar)) und deren Zusammensetzung betrachtet. Diese Proben sind reprä-

sentativ für die unterschiedlichen mechanischen und strukturellen Probeneigenschaften 

(weich bis verformbar) von Gewebeproben, die im klinischen Forschungsbetrieb vorkommen 

können. 

2.2.1 Lebergewebe 

Primäre menschliche Leberzellen können die vollständige Funktionalität der Leber in vivo wi-

derspiegeln, weshalb sie für die pharmakologische und toxikologische in-vitro Forschung von 

großer 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.57 Hepatozyten zum Beispiel weisen, wie aus Abbildung 5 zu entnehmen ist, eine 

charakteristische Größe von 25-40μm auf und zählen somit zu den großen epithelialen Zellen. 

Im Gegensatz zu anderen Zelltypen neigen Hepatozyten bei der Zellisolation dazu, leicht be-

schädigt zu werden.17 Sie sind für die meisten Leberfunktionen, wie Energiestoffwechsel, Pro-

teinsynthese und Biotransformation, verantwortlich.58,59 Zu den nicht-parenchymalen Zellen 

gehören hauptsächlich Kupffer-Zellen, Leberendothelzellen und hepatische Stellatazellen. 
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Abbildung 5: Mikroskopische Aufnahme aufgereinigter Hepatozyten mit einer charakteristischen Zell-
größe von 25-40μm auf. Erkennbar sind zusätzlich Zellen reich an Organellen und mit zwei Zellkernen.60 

Die Hauptquellen der Variation, die die gemessenen mechanischen Eigenschaften der Leber 

beeinflussen, sind gruppiert in Variablen, die von der Probe abhängen und Variablen, die von 

den Test- und Analysemethoden abhängen.58 Tatsächlich hängt das mechanische Verhalten 

von Lebergewebe, wie bei jedem anderen Weichgewebe auch, von seiner Herkunft, dem Ort 

und der Art der Entnahme und schließlich von der Behandlung nach der Entnahme ab (Abbil-

dung 6).61 

 

Abbildung 6: Einflussfaktoren auf die mechanischen Eigenschaften von Lebergewebe.61 Die Faktoren, 
die die mechanischen Eigenschaften der Leber beeinflussen, werden in Variablen unterteilt, die von der 
Probe abhängen, und in Variablen, die von den verwendeten Prüf- und Analyseverfahren abhängen. 
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2.2.2 Synovialgewebe 

Jede Gelenkhöhle wird durch eine Gelenkkapsel nach außen hin begrenzt. Sie besteht auf der 

Außenseite 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 Synovialflüssigkeit, welche von 

der Synovialmembran in den Gelenkspalt sezerniert wird. Die Synovialis ist zudem von Gefä-

ßen, Nerven und elastischen Fasern durchsetzt.62 Sie gehört damit zu einer der vier Oberflä-

chenstrukturen63 auch wenn typische Merkmale von Epithelen, wie die Basallamina und eine 

vollständig flächige Bedeckung des Gewebes mit fibroblastenähnliche Synoviozyten (FLS, fib-

roblast like synoviocytes), nicht vorhanden sind. Charakteristisch für die Morphologie der Sy-

noviozyten sind lange zytoplasmatische Ausläufer, mit denen sie sich untereinander verbin-

den. So können Zellen aus der obersten Schicht mit entfernteren Zellen in Verbindung treten. 

Eine universelle Synovialzellenform gibt es nicht. Die FLS können morphologisch von kubisch-

rundlich bis zu sternenförmig-polygonal auftreten.64 

2.2.3 Tumorgewebe 

Während den verschiedenen Stadien einer Krebserkrankung nehmen die Tumorzellen Eigen-

schaften an, die in normalen Zellen nicht vorkommen. Diese abnormale Veränderung äußern 

sich intra- sowie extrazellulär, wie zum Beispiel veränderte mechanische Eigenschaften der 

extrazellulären Matrix. Es ist noch nicht abschließend geklärt, ob alle Krebszellen ähnliche 

Materialeigenschaften besitzen oder ob die mechanischen Eigenschaften vom Tumortyp ab-

hängen.65 Bei einem fortschreitenden Krebsverlauf, scheinen einige Subpopulation von Tu-

morzellen weicher zu werden. Dieses Phänomen wird immer noch kontrovers diskutiert.66 

A) B) 

 

 

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 während der Krebsprogression auftritt. Die mechanischen Unterschiede zwi-
schen normalen und Krebszellen könnten in erster Linie auf Modifikationen des Zytoskeletts zurückzu-
führen sein, aber auch andere Faktoren, wie die Mikroumgebung der Zelle oder interner Membranver-
kehr.66 B) Das Elastizitätsmodul 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.66 Die 
Steifigkeit der Krebszellen nimmt ab, während die Steifigkeit des Gewebes mit dem Fortschreiten des 
Krebses zunimmt.67 
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Es gibt zahlreiche Gewebe, die hinsichtlich ihrer mechanischen Eigenschaften noch nicht um-

fassend erforscht wurden. Obwohl Gewebe wie periphere Nerven, Bänder, Darmgewebe und 

Milz auf Makroskala analysiert wurden, fehlen weitere Untersuchungen auf der Nano- oder 

Mikroskala-Ebene. Für viele andere Gewebe wurden bisher keine oder nur wenigen Untersu-

chungen zur Mechanik durchgeführt.55 

2.3 Gewebedissoziation 

Der Begriff Gewebedissoziation (auch: Gewebeaufschluss, Gewebeaufarbeitung) beschreibt 

die Auflösung eines Gewebeverbundes mit dem Ziel, die zellulären Bestandteile des betref-

fenden Gewebes zu vereinzeln, ohne sie in ihrer Zellintegrität zu beschädigen. Hierbei soll 

ausschließlich der Gewebeverbund aufgeschlossen werden, nicht aber die einzelnen Zellen. 

Die Gewebedissoziation ist daher ein empfindliches Gleichgewicht zwischen Auflösen des Ge-

webes und Erhalt, der darin befindlichen Zellen.13 

Dekonstruktion der komplexen Zusammensetzung von soliden Tumoren auf Einzelzellebene 

können helfen, biologische Zusammenhänge besser zu verstehen. Jenseits der sich schnell 

entwickelnden Bereich der Einzelzellgenomik44, ist die Isolierung von Einzelzellen ein ent-

scheidender Schritt für die Etablierung von primären Zelllinien. Durch aseptische Entnahme 

von gewöhnlichem, embryonalem oder bösartigem Gewebe sowie von Organen mittels chirur-

gischer oder enzymatischer Verfahren können primäre Zellkulturen erzeugt und in eine unter-

stützende Kultivierungsumgebung überführt werden.68 Die erste Gewebedissoziation mit ei-

nem apparativen Aufbau wurde 1948 von Richard D. Northcraft beschrieben.69 

Der erste Schritt bei der Isolierung einzelner Zellen aus Primärproben ist die Herstellung einer 

Suspension lebensfähiger Einzelzellen. Dies ist nicht trivial, wenn mit komplexen festen Ge-

weben gearbeitet wird, die eine mechanische oder enzymatische Dissoziation erfordern, die 

die Zellen lebensfähig hält, ohne sie für bestimmte Subpopulationen zu belasten.12 Gewebe 

ist ein Zellverbund bestehend aus Zellen, die in eine ECM eingebettet sind. Innerhalb dieser 

Matrix sind die Zellen durch Zell-Zellverbindungen miteinander verankert.70 Die ECM von Säu-

getiergewebe besteht aus einem komplexen Gemisch von konstitutiven Proteinen. Diese Mat-

rix muss aufgebrochen werden, um einzelne Zellen für die Kultur und/oder Analyse effektiv zu 

gewinnen und bereitzustellen. 

Die Gewebedissoziation ist ein zentraler Prozess in vielen Forschungsbereichen.71 Die derzei-

tigen Dissoziationsmethoden sind meist ineffizient, so dass ein erheblicher Teil des Gewebes 

als Aggregate zurückbleibt, die herausgefiltert werden oder zu verzerrenden Ergebnissen füh-

ren. Neben der überwiegend manuellen Gewebedissoziation gibt es drei primäre Methoden 

für die Gewebedissoziation. Dazu gehören: enzymatische, chemische und mechanische Dis-

soziation.72 Im Falle einer molekularen Analyse ist der mechanische Ansatz das bevorzugte 
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Verfahren. Behandlung mittels chemischen oder enzymatischen Reagenzien ist unzweckmä-

ßig, da sie auch die Proteine angreifen, die später für eine Markierung oder Färbung und eine 

molekularbiologische Analyse benötigt werden.73 

Des Weiteren sind klinische Gewebeproben zur Gewinnung von Primärzellen oftmals nur in 

geringen Mengen verfügbar. Bedingt durch den hohen Bedarf an Primärzellen und die limitierte 

Probenverfügbarkeit von Gewebeproben, sollte die Gewinnung von Primärzellen möglichst ef-

fizient erfolgen.74 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 Veränderung auf Gewebe-

ebene und nicht in Bezug auf die Ausbeute und Integrität der generierten Einzelzellen.75 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 gehören der enzymati-

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

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Verfahren zur Herstellung von Einzelzellen aus einer pri-
mären Tumorgewebeprobe. Die solide Gewebeprobe wird je nach Gewebeursprung oder Analysever-
fahren entweder durch enzymatische, chemische oder mechanische Verfahren dissoziiert.73 

Enzymatisch: Die gebräuchlichste 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).76 Proteolytische Enzyme sind in der 

Lage, Peptidbindungen in Proteinen zu hydrolysieren.77 Der Zweck ist, dass diese Enzyme 

Bindegewebe und die Komponenten der umgebenden extrazellulären Matrix verdauen, was 

die Freisetzung von Zellen aus einer großen Vielzahl von Geweben erleichtert. Ferner kann 

die enzymatische Dissoziation unter Verwendung verschiedener Proteasen differentielle Aus-

beute und Lebensfähigkeit von Zellen erzeugen, da sich Proteasen in ihren Spezifitäten unter-

scheiden.78 Die Wirksamkeit von Enzymen kann auch in Abhängigkeit 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 erhältlichen Enzyme nicht für jeden 

Gewebetyp geeignet. Bedingt durch diese nicht immer kontrollierbaren Einflussfaktoren, muss 

für jeden Gewebetyp für eine erfolgreiche Primärkultur eine optimierte Methode entwickelt wer-

den. 

Chemisch: Die chemische Dissoziation wird häufig in Verbindung mit mechanischen oder en-

zymatischen Verfahren eingesetzt. Der chemische Aufschluss erfolgt meistens mit EDTA oder 

EGTA.73 Diese Chemikalien sind in der Lage, die Kationen zu binden, die an den intrazellulä-

ren Bindungen und der intrazellulären Matrix beteiligt sind. Durch die Bindung der Kationen 

werden die interzellulären Bindungen aufgebrochen. Zur Solubilisierung biologischer Memb-

rane, also das Auflösen von wasserscheuen (hydrophoben) Stoffen wie beispielsweise Lipi-

den, werden milde Detergenzien eingesetzt. Durch den Einsatz werden Fette oder fettähnliche 

Substanzen, die sich in der Zellwand befinden, aufgelockert oder sogar gelöst.79 Wie bei dem 

enzymatischen Aufschluss können auch nach einem chemischen Aufschluss keine oder nur 

eingeschränkt weitere Analysemethoden, wie die Färbung der Zelle durchgeführt werden. Dis-

soziationsprotokolle müssen für jeden Gewebetyp individuell angepasst werden. 

Mechanisch: Die mechanische Dissoziation von Gewebe kann wiederholtes Zerkleinern mit 

Scheren oder scharfen Klingen, Abschaben der Gewebeoberfläche, 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.80–82 Durch Drücken des Gewebes durch ein Sieb oder eine Spritze können einzelne oder 

kleine Zellklumpen aus der Masse des Gewebes erhalten werden. Obwohl diese Technik eine 

Zellsuspension schneller als andere Verfahren erzeugt, wird manchmal ein Adhäsionsfaktor 

benötigt, um ihre Befestigung an dem Substrat zu unterstützen, da die Fähigkeit der Zellen 

zum Anhaften reduziert ist.83 Außerdem kann dieses Verfahren einen großen mechanischen 

Schaden verursachen und dadurch weniger lebensfähige Zellen als andere Methoden erzie-

len.84 Diese Methoden führen zu unterschiedlichen Zellausbeuten und Zellviabilitäten. 

2.3.2 Explantmethode 

Die Kultivierung von Zellen, bei der die Explantationsmethode angewendet wird, dominierte 

das Gebiet der Gewebekultur für mehr als 50 Jahre.85,86 Dies ist eines der einfachsten Verfah-

ren, bei dem das Gewebe in kleine Fragmente (Explantate) von nicht mehr als 1 bis 2 mm3 

fein zerhackt wird. Die Explantate werden in einen Glas- oder behandelten Plastikkulturkolben 

gegeben und mit Zellkulturmedium vollständig bedeckt.87 Sofern erfolgreich, wandern die Zel-
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len aus den Explantaten heraus und bedecken die freie Wachstumsoberfläche in den Kultur-

gefäßen. Dies wird als primäre 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, für den die Zellen nach dem Dissoziat-

ionsprozess verwendet werden. Es besteht also ein kritischer Bedarf für die Entwicklung neuer 

Technologien, die es ermöglichen einzelne Zellen aus biologischem Gewebe in einer schnel-

len, effizienten und schonenden Weise freizusetzen. Diese Technologien müssen ebenfalls 

Schlüsselkriterien, wie Skalierung, Automatisierung und Standardisierung erfüllen, um für den 

Eintritt in die Routinediagnostik geeignet zu sein. 

2.4 Aufbau der Arbeit 

Im Rahmen dieser Arbeit sollen systematische wissenschaftliche Grundlagen und Lösungen 

für ein neues und teilautomatisiertes Verfahren für 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 für die Gewebedissoziation und Anwen-

dungsbereiche, werden die Anforderungen an ein Verfahren für 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 für 

die Gewebedissoziationsverfahren abgeleitet und definiert.  

2. Stand der Technik 

Als Basis für die Auslegung eines enzymfreien und mechanischen Verfahrens zur teilautoma-

tisierten Gewebedissoziation sollen die derzeit verfügbaren Technologien zur Prozessierung 

von Gewebeproben analysiert werden. Dabei werden die aus dem vorgegangenen Kapitel ab-

geleiteten Kriterien bewertet und gegenübergestellt. 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 durchgeführt werden, werden hinsichtlich der bereits bestehenden, geeigneten 

Systeme zur Prozessierung analysiert und die Schnittstellenspezifikation fließt 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 

Qualität der zu gewinnenden Zellen ableiten.  

3. Entwicklung eines Lösungsansatzes 

In diesem Kapitel werden unter Berücksichtigung der festgelegten Randbedingungen und im 

Hinblick auf die gerätetechnische Umsetzung die Grundlagen des Lösungskonzeptes für 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 Berücksichtigung 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 Qualität der generierten Einzelzellen. 

Durch den Aufbau eines Demonstrators und dessen Erprobung in klinisch relevanten Einsatz-

fällen mit repräsentativen Gewebeproben wird der Nachweis der technischen Machbarkeit er-

bracht und eine Überprüfung und Bewertung der Forschungsarbeit ermöglicht. 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 überprüft. 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 für die bisher fehlende enzymfreie und 

teilautomatisierte Gewebedissoziation entwickelt. Dabei soll ein Prototyp zur Gewebedissozi-

ation entwickelt werden, der die dissoziierten Zellen im Gegensatz zu gängigen Verfahren 

möglichst wenig in ihrer molekularen Integrität schädigt und damit robuste Analysen bei einer 

hohen Parallelisierung ermöglicht. So werden einerseits die jeweiligen Teilsysteme hinsichtlich 

ihrer Leistungsfähigkeit (z.B. Zellviabilität, Zellausbeute, Dissoziationseffizienz) charakterisiert 

und getestet und andererseits Trockentests der Systemabläufe im Rahmen der Integration 

durchgeführt.   
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3 Analyse  

In diesem Kapitel werden die benötigten 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 (prä)-analytische Variablen und die verschiede-

nen Dissoziationsmethoden (Explantmethode, mechanische und enzymatische Gewebeaufar-

beitungsverfahren) im Fokus der Analyse.  

3.1 Grundlegende Überlegungen und Definitionen für die Gewebedisso-

ziation 

Die Gewebedissoziation bedient sich verschiedener Methoden, um eine Vereinzelung der zel-

lulären Gewebebestandteile zu erreichen. In der vorliegenden Arbeit wird auf die hauptsächlich 

angewandten Methoden des nicht-enzymatischen, der enzymatischen und mechanischen Dis-

soziation eingegangen. Die Methoden werden, je nach Anwendung, eigenständig oder in Kom-

bination genutzt. Unabhängig 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-

hängende Herausforderung ist zum Beispiel die unterschiedliche Zugänglichkeit spezifischer 

Zelltypen für verschiedene analytische Tests.8 

 

Abbildung 9:Zentrales Dogma der Gewebedissoziation.88,89 Die Herstellung einer Einzelzellsuspension 
aus unterschiedlichen Gewebeproben ist der zentrale Kern der präanalytischen Phase. In der analyti-
schen Phase werden die Einzelzellen mittels verschiedener Methoden untersucht und weiterverarbeitet. 

Hieraus leiten sich zwei maßgebliche Anforderungen an die Gewebedissoziation ab: eine mög-

lichst vollständige Auftrennung der Gewebeprobe in Einzelzellen, sowie eine hohe Viabilität 

der dissoziierten Zellen. Im Idealfall vereinzelt ein Verfahren die zellulären Bestandteile der 

Gewebeprobe, ohne dabei die Zellen selbst aufzuschließen. Zusätzliche Anforderungen wer-

den in der Einsetzbarkeit bei verschiedenen Gewebearten, geringem Material- und Zeitauf-
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wand, Analysemethode sowie im Grad der möglichen 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.90 

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 Kräfte und Unterstützung von Enzymen 

oder chemischen Zusätzen eingewirkt. Ein genauerer Blick jedoch zeigt, dass es bestimmte 

Aspekte zu berücksichtigen gibt, die unabhängig von der Technologie oder des Verfahrens 

über die Qualität und Effizienz der Gewebedissoziation bestimmt. Qualität in diesem Zusam-

menhang sollte nicht einen Rang zwischen überlegener 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 

müssen, sind: 

(i) die Lebensfähigkeit der Zellen,  

(ii) die Zellausbeute und  

(iii) die Effizienz der Dissoziation. 

Deshalb muss jede Dissoziation hinsichtlich dieser Parameter abgestimmt werden, um ein op-

timales Ergebnis zu gewährleisten. Kennzeichen einer optimierten Dissoziation sind eine hohe 

Viabilität, sowie eine hohe Ausbeute an Einzelzellen unter vollständige Dissoziation der Ge-

webeprobe (Abbildung 10). 

 

Abbildung 10: Zusammenhang zwischen Zellausbeute und Zellviabilität bei einer Gewebedissoziation.91 

Die Notwendigkeit der Erfüllung eines bestimmten qualitativen oder quantitativen Leistungs-

kriteriums variiert je nach Anwendungsfall. Eine hohe Wiederfindungsrate ist zum Beispiel für 
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Anwendungen mit seltenen Zielzellen entscheidend (z.B. Tumorzelldetektion in Lymphkno-

ten). Für die meisten Anwendungen ist auch der Durchsatz wichtig, um eine große Menge an 

Gewebeprobe in einer bestimmten Zeit zu prozessieren. Sehr oft können die quantitativen 

Leistungsparameter aus technischen oder konzeptionellen Gründen nicht gleichzeitig maxi-

miert werden. Daher sind solche quantitativen Leistungsparameter oft entscheidend für die 

Wahl einer bestimmten Dissoziationstechnik. 

Für die Dissoziation von Gewebe gibt es verschiedene Verfahren. Besonders der enzymati-

sche und mechanische Aufschluss haben sich in den letzten Jahren etabliert. Häufig kommen 

auch Kombinationen aus beiden Verfahren vor. Die Auswahl der entsprechenden Gewebeauf-

schlussmethodik ist abhängig von den Gewebeeigenschaften. Im Folgenden werden die Be-

griffe "soft", “medium“ oder "harsch" verwendet, um zelluläre Materialien von niedriger bis ho-

her Elastizität zu qualifizieren (siehe Abschnitt 2.2). 

3.1.1 Definition der Methoden zur Bestimmung der Zellqualität 

Abgesehen von den qualitativen Unterschieden zwischen den verschiedenen Dissoziations-

technologien, gibt es auch quantitative Leistungskriterien, die für jede beliebige Technologie 

herangezogen werden können.  

Zellviabilität und Gesamtzellzahl: Die Zellviabilität in einer einzelnen Zellsuspension kann 

leicht mit dem Trypanblau-Zellviabilitätsausschlusstest überprüft werden, bei dem tote Zellen 

den Farbstoff Trypanblau in ihr Zytoplasma absorbieren, während lebende Zellen ihre selektiv 

permeable Membran behalten und den Trypanblaufarbstoff am Eindringen in das Zytoplasma 

hindern 92. 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 Zählkammer. Als weitere Methode zur Bestimmung der Zellviabilität und 

Zellzahl wurde der Nucleocounter eingesetzt. Dieser automatisierte Zellzähler verwendet ein 

integriertes Fluoreszenzmikroskop zum Nachweis von DNA gebundenem Propidiumiodid (PI). 

Die Zelllösung wird in die NucleoCassetteTM geladen, in der PI auf der Innenseite immobilisiert 

ist. Dies führt dazu, dass sich PI auflöst und die DNA der Zellen in der Lösung anfärbt. Nach 

dem Einlegen der Kassetten in den Nucleocounter regt grünes LED-Licht die PI-DNA-Wech-

selwirkung an. Dies führt zur Emission von rotem Licht, das von der CCD-Kamera erfasst und 

in eine Zellzahl umgerechnet wird. Zelltrümmer und Zellaggregate können ebenfalls lichtmik-

roskopisch ausgewertet werden. Die Zugabe einer Kernfärbung unterscheidet intakte Zellen 

von Zelltrümmern, und die Zugabe eines Lebensfähigkeitsfarbstoffs ermöglicht die Quantifi-

zierung des prozentualen Anteils der toten Zellen 70. 
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Die Viabilität und Gesamtzellzahl werden im Lichtmikroskop mittels einer Neubauer Zählkam-

mer bestimmt.93 Hierzu werden je 10 µl Zellsuspension und 10 µl 0,4 %ige Trypanblaulösung 

gemischt und 10 µl auf die Zählkammer pipettiert. Es werden vier Großquadrate ausgezählt. 

Die Gesamtzellzahl pro Milliliter Zellsuspension wurde mit nachfolgender Formel berechnet: 

Gesamtzellzahl [
Zellen

mL
] =  n ∗ 100 (Verdünnungsfaktor) ∗ 104 

Formel 1: Bestimmung der Gesamtzellzahl mittels Neubauerzählkammer. 

n entspricht dem Mittelwert aller gezählten Zellen aus den vier Großquadraten. Um die Le-

bendzellzahl zu bestimmen, wurden im Mikroskop ausschließlich nicht blau erscheinende Zel-

len gezählt und nach der gleichen Formel berechnet. Die Berechnung der Viabilität der Zell-

population erfolgte nachfolgender Formel: 

Viabilität [%] =
Lebendzellzahl/ml

Gesamtzellzahl/ml
 × 100 

Formel 2: Bestimmung der Viabilität  

Dissoziationseffizienz: Um den prozentualen Aufschlussgrad nach der Gewebedissoziation 

zu erhalten, ist es wichtig, die verwendeten Probengefäße vorher auszuwiegen. Zunächst wird 

das eigentliche Probengewicht im Mahlwerk berechnet, da beim Überführen der Gewebeprobe 

in das Mahlwerk mit Probenverlust gerechnet werden muss. Dafür wird das mit Gewebeprobe 

und Puffer befüllte Mahlwerk mit Filter ausgewogen und davon das Leergewicht von Mahlwerk 

und Filter subtrahiert. 

Dissoziationseffizienz =
(Gewebemenge [mg] − Restgewebe [mg])

Gewebemenge [mg]
× 100 [%] 

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

Fluoreszenzmikroskopie: Fluoreszenzmikroskopie ist eine Technik, die verwendet wird, um 

unter anderem Oberflächenmoleküle zu untersuchen und zu visualisieren. Dabei werden die 

Moleküle mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert, die bei Anregung durch Licht eine sichtbare flu-

oreszierende Strahlung emittieren. Die markierten Moleküle werden dann unter einem Fluo-

reszenzmikroskop analysiert. Auf diese Weise können die Oberflächenmoleküle 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 Antikörpern markiert, die spezifisch für das Protein sind, das unter-
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sucht wird. Anschließend werden die markierten Proteine sichtbar gemacht, indem ein Fluo-

reszenzfarbstoff an die markierten Antikörper bindet. Die markierten Proteine können dann 

unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert werden Die Western Blot-Technik wird häufig 

verwendet, um die Expression von Proteinen in verschiedenen Zellen oder Geweben zu un-

tersuchen und Veränderungen 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 während 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 Zellviabilität zu bestimmen. Dabei wird Resazurrin, ein blaues Farbstoffmolekül, in die 

Zellkultur gegeben. Lebende Zellen können Resazurrin reduzieren und es in ein rosa Farb-

stoffmolekül namens Resorufin umwandeln. Die Menge an Resorufin, die gebildet wird, kann 

dann gemessen werden, um die Zellviabilität zu bestimmen. Ein höherer Resorufin-Gehalt be-

deutet, dass eine größere Anzahl von Zellen lebendig ist und Resazurrin reduzieren kann. Auf 

diese Weise kann die Zellviabilität in verschiedenen Zellkulturen verglichen und Veränderun-

gen in der Zellviabilität im Laufe der Zeit verfolgt werden. 

Die molekularbiologischen Versuche wurden – wenn nicht an entsprechender Stelle anders 

vermerkt oder ergänzt – mit den hier genannten Methoden durchgeführt.  

3.2 Analyse der Prozessschritte einer Gewebedissoziation 

In diesem Abschnitt werden verschiedene Faktoren untersucht, die die Effizienz und die Qua-

lität der Gewebedissoziationsmethoden beeinflussen können, wie zum Beispiel die Art des 

verwendeten Gewebes, die Art der Dissoziationslösung, die Dauer der Dissoziation, die Tem-

peratur und andere Faktoren. Die Prozessanalyse der Gewebedissoziationsmethoden kann 

verwendet werden, um geeignete Bedingungen für die Dissoziation von Geweben zu bestim-

men und um die Qualität und Integrität 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 Qualität der zu gewinnenden Zellinhaltstoffe ableiten. Die Gestaltung des 

Prozessablaufs und die Auswahl der Verfahren, das heißt der Methoden und Hilfsmittel richtet 

sich zudem nach der Probenanzahl und dem gewünschten Probendurchsatz pro Zeiteinheit. 

In der Praxis spielen zusätzlich die Fertigkeiten des Anwenders sowie die Verfügbarkeit von 

Hilfsmitteln und Geräten im Labor eine Rolle. 
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Abbildung 11: Überblick über die schrittweise Vorgehensweise und Schlüsselfaktoren bei der Einzel-
zellanalyse.27 

Zusätzlich zu der hohen Arbeitsintensität, erhöhen lange Dissoziationsprotokolle mit vielen Pi-

pettier- und Prozesschritten das Kontaminationsrisiko erheblich, hinzu kommen noch Bedie-

nerfehler und Variabilität von verschiedenen Nutzern.94 Verschleppung und Kontamination 

können sowohl die Genauigkeit und Präzision einer Methode beeinträchtigen und sollten wäh-

rend der Methodenentwicklung minimiert oder eliminiert werden.95 Bei bioanalytischen Tests 

sind Verschüttungen, Aerosole und Tropfen während der Flüssigkeitstransferphasen die 

Hauptursachen für Kreuzkontaminationen während der Probenvorbereitung (Abbildung 12). 

 

Abbildung 12: Übersicht über das Risiko einer Verschleppung und Kreuzkontamination während der 
Probenvorbereitung.95 

In Abbildung 13 ist in einer Prozessübersicht dargestellt, welche typischen Prozessschritte bei 

einem mechanisch/enzymatischen Gewebedissoziationsprotokoll Anwendung finden. Dieses 

Protokoll beschreibt beispielhaft die standardmäßige 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.  

 

Abbildung 13: Schritt-für-Schritt-Darstellung eines allgemeingültigen Protokolls zur Gewebedissozia-
tion. Chirurgisch resezierte Patientenproben wurden in PBS, normaler Kochsalzlösung oder in einem 
experimentellen Medium bei Raumtemperatur transportiert. Auf die mechanische Dissoziation folgte 
eine 1-stündige enzymatische Dissoziation unter Verwendung von Kollagenase II und DNase I. Die 
ACK-Lyse wurde zur Erythrozytenlyse vor der Zellzählung und Kryokonservierung oder dem Experiment 
eingesetzt.96 

Unter Vorbehandlung ist das Zerteilen der Probe in ein für das Aufschlusssystem geeignetes 

Gefäß, optional das Abwiegen und eine Vorzerkleinerung zu verstehen. Dabei werden Messer, 

Scheren oder Skalpelle eingesetzt, die Probe befindet sich meist in einem flächigen Gefäß, 

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 Zellintegrität erhalten blei-

ben soll.97 Typische Belastungsfaktoren sind eine unzureichende Temperatur, suboptimale 

Pufferbedingungen, enzymatische Dissoziation von Zellen oder mechanische Belastung bzw. 

Schäden durch Zentrifugation, Resuspension oder Vortexing der Zellen. Dabei sind die Aus-

wirkungen auf die Zellen oft abhängig von der Einwirkzeit dieser Faktoren sowie auf die Pro-

zess- und Lagerzeiten vor dem eigentlichen Gewebedissoziationsprozess. Im folgenden Ab-

schnitt werden präanalytische und analytische Variablen aufgeführt und im Detail analysiert, 

die den Gewebedissoziationsprozess beeinflussen können. 

3.2.1 Präanalytische Variablen  

Präanalytische Variablen (wie z.B. Gewebeverfügbarkeit, Handhabung und Verarbeitung, 

Temperatur und Qualität), die während 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 für die Möglichkeit einer Standardisierung des 

präanalytischen Prozesses gesehen werden. Die Variabilität in der präanalytischen Phase 

kann die Qualität der Gewebeverarbeitung beeinflussen, da sich die molekularen Profile der 

Zellen während der Gewinnung, Lagerung und Verarbeitung der Proben verändern können.98 

Längere Zeitabstände zwischen Gewebeentnahme und Prozessierung trägt auch zur Gewe-

beischämie bei, die Veränderungen in der Gen- und Proteinexpression induzieren kann, wie 

z.B. eine verminderte Östrogenrezeptorexpression im Brustkrebsgewebe.99 Daher sollten bei 

der Bewertung der analytischen Ergebnisse Variablen der Probenverarbeitung berücksichtigt 

werden. Einige der wichtigsten probenabhängigen Variablen werden im folgenden Abschnitt 

diskutiert. 

Zustand des Gewebes: Bei der Auswahl von Gewebe für weitere molekulare Tests sind eine 

Reihe von Details zu beachten: die Gewebequelle, welches für molekulare Tests verwendet 

werden soll, die Art der Entnahme und Verarbeitung, einschließlich des verwendeten Fixier-

mittels, die Gesamtmenge des Tumors in diesem Gewebe und der prozentuale Anteil der Tu-

morzellen. Während Gewebeproben theoretisch innerhalb von ca. 15 Minuten nach der chirur-

gischen Entnahme entnommen, verarbeitet und eingefroren werden könnten, erfordert dies in 

der Regel speziell zugewiesenes Personal und spezifische Ressourcen sowie eine effiziente 

und personell gut ausgestattete Chirurgie und Pathologie.100 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 während der 

gesamten Verarbeitungszeit auf Eis zu halten, mit der einzigen Ausnahme während der Inku-

bation mit Verdauungsenzymen und der Lyse der roten Blutkörperchen.101 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 möglich sein; es kann jedoch 

immer zu Verzögerungen bei der Verarbeitung kommen, wenn eine sehr große Probe oder 

mehrere Proben gleichzeitig verarbeitet werden müssen.102 

Spezies und Alter der Gewebeprobe: Jede Gewebeprobe kann sehr unterschiedlich sein, 

von einfachen Paraffinschnitten einer Krebsart (z. B. Brustkrebs) über frisches, gefrorenes und 

fixiertes festes Gewebe, bis hin zu Körperflüssigkeiten von Patienten mit einer Vielzahl von 

Krankheiten.102 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 ändern. 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 Primärzellisolierung sind Hauptanwendungen für Enzyme in der Gewebekulturfor-

schung und bei zellbiologischen Studien. Trotz des weit verbreiteten Einsatzes von Enzymen 

für diese Anwendungen im Laufe der Jahre sind ihre Wirkmechanismen bei der Dissoziation 

und Zellisolation nicht vollständig verstanden. Infolgedessen ist die Wahl einer Dissoziations-

technik gegenüber einer anderen oft willkürlich und basiert mehr auf experimentellen Erfah-

rungen als auf dem Verständnis, warum die Methode funktioniert und welche Modifikationen 

zu noch besseren Ergebnissen führen könnten. Einen Weg um die hohe Variabilität der Er-

gebnisse zu adressieren, ist zum Beispiel ein standardisiertes Herstellungsverfahren für En-

zyme. Hierzu werden in den letzten Jahren Protokolle basierend auf der Guten Herstellungs-

praxis (GMP) oder frei von tierischem Ursprung (AOF) Rohmaterialien eingeführt. 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 unabhängig von der Art der zu verarbeitende Probe wäh-

rend aller Prozessschritte reguliert, mindestens kontrolliert, werden. Dies ist vor allem wichtig 

zur Prävention der Zelllyse und Erhalt der Zellintegrität. Da die Zellen nicht nur aus struktureller 

Sicht, sondern auch aus molekularer Sicht intakt bleiben müssen. Eine niedrige Temperatur 

bei ca. 4 °C trägt dazu bei, die Stoffwechselaktivitäten zu verlangsamen, die zu biochemischen 

Veränderungen führen können, die die Genexpression, die Transkription und die daraus re-

sultierenden Proteinprofile verändern (Tabelle 3). Auch Gefrier-/Auftauzyklen müssen in dieser 

Phase vermieden werden, da die Zellen sehr empfindlich auf Temperaturschwankungen rea-

gieren können. Für die meisten Protein- und DNA-Durchflusszytometrie-Assays kann das Ge-

webe bei Raumtemperatur entnommen und in ein sauberes (wenn möglich steriles) Gefäß mit 

Wachstumsmedium gegeben werden. Die Probe wird auf Eis gelegt und ins Labor transpor-

tiert.103 

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

Probenmaterial Zustand Transportbedingungen 

DNA frisch Bei 4 °C 

Proteine frisch* Bei 4 °C* 

Oberflächenproteine frisch* Bei 4 °C* 

RNA sofort einfrieren In flüssigem Stickstoff 

*Je nach Art der Proteine (z. B. Enzyme) können die Bedingungen für den Transport variieren und das Einfrieren erfordern.  
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Probenaufreinigung: Sobald die Lebensfähigkeit 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 

erwähnt, wird eine Lebensfähigkeit von >60 % oder mehr häufig als Grenzwert für die Durch-

führung von Einzelzellarbeitsabläufen erachtet. Darüber hinaus führt jede Verbesserung der 

Lebensfähigkeit zu einer besseren Datenqualität aufgrund einer geringeren Hintergrundkonta-

mination. 

Sobald eine genaue Zellzahl ermittelt wurde, kann eine Probenreinigung erforderlich sein, um 

die Lebensfähigkeit der Probe zu erhöhen. Schritte zur Entfernung toter Zellen können zu ei-

nem erheblichen Verlust der Gesamtzahl der Zellen führen. In einer Studie von Hanams-

gar et al. wurden vier verschieden Aufarbeitungsmethoden getestet, um tote Zellen und Zell-

trümmer zu entfernen.104 (1) Low-Speed-Spin-Waschungen, (2) Magnetsäulen-basiertes Dead 

Cell Removal Kit, (3) Debris Removal Solution und (4) Säulenfreies Kit zur Entfernung von 

toten Zellen. Wie in Abbildung 14 dargestellt, führten alle Methoden zu einem allgemeinen 

Zellverlust nach der Reinigung, wobei der größte Zellverlust bei den beiden Magnetseparati-

onsmethoden und der geringste bei den Waschungen allein zu verzeichnen war. Es wurde 

keine Verschiebung der Zellgrößenverteilung beobachtet, und es wurden hauptsächlich tote 

Zellen entfernt, im Gegensatz zu Zelltrümmern. 

A) B) 

  

Abbildung 14: Quantifizierung des Zellverlusts und der Lebensfähigkeit nach Zellaufreinigungsschrit-
ten.104 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-Säuberungs-
Kontrolle" zurückbehalten. Die Zellzahlen wurden mit einem manuellen Hämacytometer vor und nach 
der Entfernung der toten Zellen bestimmt. A) % Lebensfähigkeit vor und nach der Reinigung. B) % ver-
lorene Zellen, % tote Zellen und % lebende Zellen der Gesamtzahl bei verschiedenen Reinigungsme-
thoden. 



Analyse 
   

 
26 

 

Bei der Maximierung des Anteils an lebensfähigen Zellen in einer verarbeiteten Probe ist es 

auch wichtig, Zellklumpen und Trümmer in der Suspension zu vermeiden.105 Um das Vorhan-

densein von zellulären Aggregaten zu minimieren, ist es unerlässlich, das Verhältnis von Ober-

fläche zu Volumen vor der enzymatischen Dissoziation zu erhöhen, indem die Probe in kleine 

Stücke von 3-4 mm3 geschnitten wird.101 

Die Durchführung des Erythrozytenlyseschrittes nach der Dissoziation ermöglicht eine weitere 

Reinigung der Probe. Eine Kontamination mit roten Blutkörperchen (RBC) kann die Zellzäh-

lung und Zellfärbung noch schwieriger machen. Die Hinzufügung eines zweiten Filtrations-

schritts nach der Erythrozytenlyse dient dazu, den größten Teil der Trümmer und zellulären 

Aggregate aufzufangen, die während der ersten Filtration dem Filter entkommen sind. Schließ-

lich sollten tote Zellen aus der Zellsuspension aussortiert werden, sobald die Verarbeitung 

abgeschlossen ist, was durch säulenbasierte oder durchflusszytometrische Sortierung erreicht 

werden kann.101 

Zellwaschschritte sind auch in paucizellulären Umgebungen von entscheidender Bedeutung, 

da Zellpellets nicht sichtbar sind und die Gefahr, sie nach der Zentrifugation versehentlich zu 

verwerfen, gegeben ist. Dennoch müssen die Zellen immer in einer Pufferlösung gewaschen 

werden, um Zelltrümmer, Verunreinigungen und/oder BSA/ FCS-haltiges Medium zu entfer-

nen. Außerdem muss die Zentrifugationsgeschwindigkeit an den Zelltyp angepasst werden. 

Die allgemein akzeptierte Empfehlung für Säugetierzellen lautet, bei 300-500 g für 5 Minuten 

zu zentrifugieren, um ein Aufbrechen der Zellen zu vermeiden. Es ist jedoch wichtig zu erwäh-

nen, dass diese sehr niedrige Geschwindigkeit zu losen Zellpellets und anschließendem Pro-

benverlust führen kann, weshalb beim Waschen äußerste Vorsicht geboten ist. Gängige Praxis 

bei den der Probenvorbereitung folgenden Prozessen ist, Einwegkomponenten aus Kunststoff 

zu verwenden, die nach Gebrauch entsorgt werden, so dass der Reinigungsaufwand entfällt 

und gleichzeitig das Risiko der Kreuzkontamination minimiert wird. 

Um Zelltod und Probenverlust zu vermeiden wird folgendes Vorgehen empfohlen:106 (a) frische 

Zellproben so schnell wie möglich verarbeiten; (b) die Zellen in einem Medium mit dem richti-

gen Verhältnis zwischen zusätzlichen Molekülen (z. B. Protease-/Phosphatase-Inhibitoren), 

zusätzlichem Proteingehalt und lebensfähiger 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 für 5 Minuten in kaltem PBS für maximal 3 Durchgänge waschen; und (e) 

sofort mit dem nächsten Schritt fortfahren oder die Zellpellets bei -80 °C unter Verwendung 

von Schnellgefrierverfahren lagern. 

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

und Alter der Gewebeprobe) sind in der Regel nicht frei wählbar. Nichtsdestotrotz wird für 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 könnten. Eine allgemeine Regel für die 

Handhabung von Gewebeproben ist, dass, wenn ein Parameter nicht kontrolliert werden kann, 

dennoch eine Aufzeichnung über die Variabilität solcher Parameter für jede Probe geführt wer-

den sollte.  

3.2.2 Analytische Variablen 

Umfassende Charakterisierung von Zellen ist der Schlüssel zum Verständnis 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 ermöglicht.107–109 Allerdings ist die Einzelzellanalyse in diesem Umfeld und selbst bei 

sehr geringen Zellzahlen immer noch eine Herausforderung.106 Von der Entnahme der Gewe-

beproben bis zur Analyse der Einzelzellen können mehrere Verarbeitungsschritte zu Proben-

verlusten, einer geringeren Zellqualität und einer eingeschränkten Zelltypidentifizierung füh-

ren. Diese Einschränkungen 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.110 Die Probenvorbereitung und die Isolation einzelner Zellen sind die schwierigsten 

Schritte bei der Einzelzellanalyse.110 Die Basis für sämtliche analytische Protokolle zur Einzel-

zelluntersuchung ist eine Zellsuspension. In diesem Abschnitt werden die variablen Elemente 

der Gewebedissoziationsmethoden in Abhängigkeit der analytische Anforderugnen beschrie-

ben. Ein besonderes Augenmerk liegt auf den Hauptfaktoren, die die endgültige Qualität der 

Einzelzelldaten beeinflussen können – insbesondere die Stresssignaturen, die potenziell die 

Interpretation dieser Daten verzerren könnten. Aktuelle systematische und zeitliche Analysen 

zu Dissoziations-induziertem Stress legen nahe, dass mit genügend Zeit jede Zelle durch die 

Dissoziationsverfahren verändert wird und dass jeder Zelltyp dynamisch darauf reagiert. Wäh-

rend scRNA-seq eindeutig eine leistungsstarke Diagnosemethode ist, kann der Prozess der 

Zerlegung des Gewebes in einzelne Zellen störende Faktoren einführen, die die Datenqualität 

und -zuverlässigkeit negativ beeinflussen können.111 Ein Faktor ist die fehlende Standardisie-

rung, die zu erheblichen Unterschieden zwischen verschiedenen Forschungsgruppen und Ge-

webetypen führen kann.112 Ein weiterer bedeutender Faktor ist, dass eine unvollständige Auf-

schlüsselung die Ergebnisse in Richtung der Zelltypen, die leichter zu dissoziieren sind, ver-

zerren könnte. Eine kürzlich durchgeführte Studie, die snRNA-seq mit Nierenproben von Mäu-

sen verwendete, fand heraus, dass Endothelzellen und Mesangialzellen in den scRNA-seq-
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Daten unterrepräsentiert waren.80 Schließlich wurde gezeigt, dass lange enzymatische Ver-

dauungszeiten die transkriptomischen Signaturen verändern und Stressreaktionen hervorru-

fen, die die Zellklassifizierung beeinträchtigen. Die Behebung dieser Bedenken würde dazu 

beitragen, das Feld der scRNA-seq in der Zukunft für die Gewebe-Kartierung und Krankheits-

diagnostik voranzutreiben.25 Die Bemühungen um eine Standardisierung der Einzelzell-Quan-

tifizierungsmethoden (wie zum Beispiel quantitative PCR) eröffnen die Möglichkeit, die Einzel-

zellanalyse von spezialisierten Forschungseinrichtungen in Standard-Forschungslabore zu 

verlagern. 

Die Analyse der Prozessabläufe zeigt, dass der derzeitige manuelle oder teilautomatisierte 

und enzymatisch durchgeführte Gewebedissoziationsprozess aufgrund der Vielzahl an einge-

setzten Probenträgern und Hilfsmitteln mit einem erheblichen Handhabungsaufwand verbun-

den ist. Der Einsatz einer Vielzahl von Probenträgern und Hilfsmitteln führt zu einem hohen 

Querkontaminationsrisiko, sowie zu einem hohen Rüst- 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 gewährleisten 

und Risiko der Kreuzkontamination minimieren. Dies führt zur Forderung nach Reduktion der 

Schnittstellen und Minimierung von Probenträgerwechseln und somit zu der Forderung nach 

einem möglichst durchgängigen (über einige Prozessschritte hinweg) verwendbarem System. 

3.3 Analyse der Gewebedissoziationsmethoden 

Es gibt verschiedene Arten von Gewebedissoziationsmethoden, einschließlich mechanischer, 

enzymatischer Dissoziation (manuel oder teilautomatisiert durchgeführt) 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 häufig Anwendung, um weicheres Gewebe wie Leber zu dissoziieren. 

Der Prozess der Gewebedissoziation ist die größte Quelle für unerwünschte technische Vari-

ation und Chargeneffekte in Einzelzellstudien.113 Unterschiedliche Gewebe können sich in der 

Zusammensetzung der ECM, der Zellularität und der Steifigkeit erheblich unterscheiden, wes-

halb Dissoziationsprotokolle für den jeweiligen Gewebetyp optimiert werden müssen. Her-

kömmliche Protokolle für die Einzelzellpräparation 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 für die interessierenden Zelltypen durch Durch-

flusszytometrie, beadbasierte Immunselektion, differentielle Zentrifugation oder Sedimenta-

tion. Jeder Schritt kann die Expressionssignaturen der Zellen beeinflussen und sollte daher 

sorgfältig optimiert werden, um so wenig Artefakte wie möglich zu erzeugen. Ein optimales 

Gewebedissoziationsprotokoll liefert so viele lebensfähige Zellen wie möglich in der schnellst 

möglichen Zeit, ohne die Häufigkeit bestimmter Zelltypen bevorzugt zu vermindern oder signi-

fikant zu verändern.27 

3.3.1 Explant Methode 

Die einfachste und kostengünstigste, aber gleichzeitig auch langwierigste Dissoziationsme-

thode stellt die Explantmethode dar. Diese Methode ist die ursprüngliche Methode zur Isolie-

rung von Krebszellen aus primärem Tumorgewebe. Hierbei wird chirurgisch entferntes Tum-

orgewebe in feine Stücke geschnitten und in Nährmedium 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 

für das Zellwachstum eine häufige Subkultivierung bzw. regelmäßiger Mediumswechsel benö-

tigt. Die primäre Explantationstechnik ist besonders nützlich für die Aufspaltung kleiner Men-

gen von Gewebe (z. B. Hautbiopsien). Die Beschränkung der Explantationstechnik liegt in der 

schlechten Adhäsionsfähigkeit bestimmter Gewebe an der Wachstumsoberfläche und in der 

Heterogenität der Zellen im Auswuchs. 
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Abbildung 15: Prozessanalyse der Explantmethode. Die einfachste und kostengünstigste, aber gleich-
zeitig auch langwierigste Methode stellt die Explantmethode dar. Das Gewebe wird in feine Stücke ge-
schnitten und in eine mit Medium gefüllte 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 aufzulösen. 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 für Zell-Zell Verbindungen verantwortlich sind über ihre Festigkeitsgrenzen hinaus bean-

sprucht.114 Bei Anwendung mechanischer Methoden zum Zellaufschluss reißen die entstehen-

den Spannungen und Dehnungen die Zellwände der Mikroorganismen auseinander. Bei der 

mechanischen Beanspruchung von Partikeln werden Kräfte von den Zellaufschlussgeräten auf 

die Partikel übertragen. Nach Rumpf115 können vier Beanspruchungsarten definiert werden. 

Beim mechanischen Zellaufschluss treten hauptsächlich die Beanspruchungsarten "Druck- 

 



Analyse 
   

 
31 

 

und Scherbeanspruchung" und "Beanspruchung durch das umgebende Medium" auf. Es ent-

steht in allen Fällen ein dreidimensionaler Spannungszustand mit Zug-, Druck- und Schub-

spannungen, der sich nur in Sonderfällen, die in der Praxis kaum Bedeutung haben, berech-

nen lässt.116 Diese Belastung kann beispielsweise durch Schneiden, Differenzgeschwindigkeit 

des umgebenden Mediums und rapide Druckänderungen aufgebracht werden. 

3.3.3 Manuell-mechanische Gewebedissoziation 

Die mechanische Dissoziation erfolgt in der Regel nur partiell. Die am häufigsten verwendete 

Methode zur mechanischen Dissoziation ist das Schneiden von Gewebeproben mit einer 

Schere oder einem Skalpell auf eine Größe von 1-2 mm3 oder das wiederholende resuspen-

dieren einer Gewebeprobe mittels Pipette.117–119 

A) B) 

 
 

Abbildung 16: Protokolle für eine manuelle Gewebedissoziation. A) Schematische Darstellung einer 
manuellen mechanischen Gewebedissoziation. B) Die wichtigsten Schritte der Lymphknotenverarbei-
tung. Zwei verschiedene repräsentative Lymphknoten in einem Mörser bzw. auf einer mit Kochsalzlö-
sung getränkten Kompresse unmittelbar nach der Exzision. Der Lymphknoten bzw. das überschüssige 
Fettgewebe ist durch blaue bzw. rote Pfeile hervorgehoben. Lymphknoten in Zellkulturmedium, nach-
dem er in kleine Stücke geschnitten wurde. Lymphknotenstücke in einem Zellsieb. Das Röhrchen ist mit 
etwa 50 ml Medium gefüllt, das die aus dem Lymphknoten stammenden Zellen enthält. Pellet der aus 
dem Lymphknoten stammenden Zellen nach der Zentrifugation. Die rötliche Färbung zeigt eine leichte 
Kontamination mit Erythrozyten an.120 

Die vorbereiteten Proben können 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.121 Alternativ können auch mikrofluidische Geräte zur mechanischen Dis-

soziation von Gewebeproben verwendet werden.122 
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A) B) 

 

 

Abbildung 17: Methodenübersicht zur mechanischen Gewebedissoziation. A) Die manuelle Dissoziation 
erfolgte durch wiederholtes Pipettieren von suspendierten Sphäroiden mit einer 100mL Pipette (ca. 
100x). Der Vorgang wurde nach einer kurzen Zentrifugation wiederholt, um eine vollständige Dissozia-
tion sicherzustellen. Die enzymatische Dissoziation wurde mit Accutase (ThermoFisher Scientific) 
durchgeführt, wobei die Sphäroide mit 1mL Accutase für 5min inkubiert wurden, bevor sie manuell ver-
rieben wurden.82 B) Explantatkultur zur Isolierung von MSC: Händisch vorzerkleinerte Gewebestücke 
werden ohne Verdauungsschritt in die Kulturschale gelegt.123 

Zur manuellen mechanischen Dissoziation gibt es neben Skalpell, Schere und feinem Draht-

netz nur wenige methodische Ansätze. Vorteilhaft ist hierbei gegenüber anderen Gewebedis-

soziationsmethoden, dass keine Vorbehandlung des Gewebes notwendig ist, wodurch der 

Kosten- und Zeitaufwand am geringsten gehalten wird (Abbildung 18). Dennoch besteht wäh-

rend dieses Prozesses gleichzeitig das höchste Risiko unerwünschter Kontaminationen und 

einer Verringerung der Vitalität aufgrund der auftretenden Scherkräfte. Obwohl die mechani-

sche Aufspaltung das Risiko einer Zellschädigung birgt, ist das Verfahren weniger teuer, 

schnell und einfach. Diese Technik ist besonders nützlich, wenn das Gewebe in ausreichender 

Menge zur Verfügung 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 Ansätze. Vorteilhaft ist hierbei gegenüber 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 gegenüber Störgrößen auftreten. Ein wesentlicher Nachteil besteht darin, dass bei sämt-

lichen mechanischen Verfahren die Zellen während des Aufschlussprozesses durch ein-

wirkende Kräfte geschädigt werden. Es ergeben sich im Vergleich zu enzymatischen Metho-

den im Allgemeinen deutlich niedrigere Viabilitätsraten.124 Entscheidender Vorteil des rein me-

chanischen Aufschlusses ist es, dass dieser ohne den Einsatz von Enzymen auskommt. Me-

chanische Behandlungen sind im Allgemeinen für 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 benötigen jedoch oft den kombinierten Einsatz von mechanischer und enzymatischer 

Gewebedissoziation.125  

3.3.4 Enzymatische Gewebedissoziation 

Der enzymatische Gewebeaufschluss nutzt Enzyme um einzelne Zellen aus der Gewebestruk-

tur zu lösen. Hierbei kommen verschiedene Enzyme oder Enzymgemische zum Einsatz. Sol-

che Verfahren spalten Komponenten der ECM auf, darunter Collagene, Glykosaminoglykane 

und auch Zelladhäsionsmoleküle (CAMs). Somit werden Zell-Zell und Zell-Matrix Bindungen 

unterbrochen und die im Gewebe enthaltenen Zellen vereinzelt. Der enzymatische Aufschluss 

wird für viele Anwendungen als die Methode der Wahl betrachtet, da in Bezug auf andere 

Methoden vergleichsweise große Mengen an Einzelzellen gewonnen werden. Weiterhin kön-

nen über einen enzymatischen Aufschluss hohe Zellviabilitätswerte der vereinzelten Zellen 

erreicht werden. 

Vor der Zugabe von Enzymen ist es wichtig, die Oberfläche des Gewebes so weit wie möglich 

zu vergrößern, indem das Gewebe mit Instrumenten wie einem Skalpell, einer Rasierklinge 

oder einer Schere zerkleinert wird. Durch diese Vergrößerung der Oberfläche wird das Ge-

webe dem Enzym stärker ausgesetzt, während gleichzeitig die für die Verdauung erforderliche 

Zeit minimiert wird. Typische Enzyme (siehe Tabelle 4), die für den Gewebeaufschluss ver-

wendet werden, sind Collagenase und Dispase I, oft in Kombination mit DNase, EDTA und 

DTT zur Minimierung der Zellverklumpung und zur Unterstützung der Dissoziation (Abbildung 

19). 

 

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 hängen vom aufzuschließenden 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, während 

Pepsin etwa bei Lungengewebe Anwendung findet.  

Tabelle 4: Verdauungsenzyme bei der Aufspaltung von festem Gewebe.70 

Enzym Anwendungszweck 

Dispase -Bricht die extrazelluläre Matrix auf 

-Löst Zellkolonien ab 

-Spaltet die Bindungen zwischen Zellen und extrazellulärer Matrix 

Kollagenase -Bricht die extrazelluläre Matrix auf 

-Bricht Peptidbindungen im Kollagen auf 

Hyaluronidase -Bricht die extrazelluläre Matrix auf 

-Spaltet die glykosidischen Bindungen von Hyaluronan 

Papain -Baut Proteine ab, die feste Verbindungsstellen zwischen Zellen bilden 

Dnase-I -Verdaut freie DNA 

-Verhindert Zellagregagtion 

Accutase -Proteolytisch und Dnase-Aktivität 

TrypLE -Spaltet Zell-Zell Verbindungen 

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

 

Die standardmäßigen Probenvorbereitungsmethoden für 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 längere Exposition gegenüber dis-

soziativen Enzymen hervorgerufen wird, induziert zelluläre Stressreaktionen, die zum Zelltod 

oder zur Hochregulierung von transkriptionellen Signaturen führen.101 Die Transkriptionsma-

schinerie bleibt bei 37 °C aktiv und eine längere Inkubation für enzymatische Dissoziations-

prozessen bei hohen Temperaturen kann zu Artefakten bei der Genexpression führen, unab-

hängig von der Biologie zum Zeitpunkt der Entnahme.126 Darüber hinaus kann eine längere 

Inkubation bei höheren Temperaturen ohne Nährstoffe eine Apoptose oder Anoikis auslö-

sen.127 In der Studie von O`Flanagan et al. wurde ein konserviertes Kollagenase-assoziiertes 

Transkriptionsmuster identifizieren, das die Induktion von Stress- und Hitzeschockgenen ein-

schließt und mit einer Transkriptionsreaktion übereinstimmt, die in einer Untergruppe von Mus-

kelstammzellen identifiziert wurde.128 Die Transkription dieser Gene als Ergebnis der Proben-

vorbereitungsmethoden kann ihre Induktion durch andere Mittel überdecken. 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-

NAseq-Daten erheblich beeinflussen können, werden durch Dissoziation bei kalten Tempera-

turen minimiert.126 Eine weitere Studie von Mattei et al. zeigte, dass ein standardmäßiger en-

zymatischer Aufschluss von Hirngewebe bei 37 °C im Vergleich zu einem optimierten mecha-

nischen Dissoziationsprotokoll bei 4 °C zu tiefgreifenden und konsistenten Veränderungen im 

Transkriptom und Proteotyp von neuronalen und glialen Zellen führt.129 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 währende der Probenvorbereitung.130 

Als zusätzliche Schwierigkeit des enzymatischen Ansatzes ist eine mögliche Schädigung von 

Zellmembranen und Oberflächenproteinen durch längeren Kontakt mit Enzymen anzusehen. 

Die enzymatische Dissoziation kann die Expression von Oberflächenmarkern durch unter-

schiedliche Proteaseaktivität beeinträchtigen.131–133 Dies kann die Verwendung für bestimmte 

nachgeschaltete Assays (z. B. Immunphänotypisierung mittels Durchflusszytometrie) ein-

schränken, wenn die nachzuweisenden Marker durch die proteolytische Spaltung des Enzym-

cocktails geschädigt sind.134 

Die verringerte Häufigkeit von bestimmten Zelloberflächenmarkern, bedingt durch den Einsatz 

von Enzymen, kann ein möglicher Grund für die oft beobachtete Diskrepanz zwischen Daten, 

die durch immunhistochemische Färbung von intaktem Gewebe gewonnen wurden und Gen-

expressionsdaten, die durch Durchflusszytometrie nach der Oberflächenfärbung von Zellen 

erhoben wurden, sein. Da Oberflächenmoleküle zudem wichtige immunologischen Funktionen 

wie Zelladhäsion, Erregererkennung und Outside-in-Signaling vermitteln, ist die fehlende oder 

reduzierte Oberflächenexpression bestimmter Moleküle nachteilig für nachfolgende in vitro 

Zellkulturtests und Assays. Die Expressionshäufigkeit von Oberflächenmarkern (Abbildung 20) 

weisen darauf hin, dass der enzymatische Gewebeaufschluss tiefgreifende Auswirkungen auf 

einer Vielzahl von Zelloberflächenmolekülen hat. Dies wirkt sich direkt auf phänotypische Ana-

lyse, FACS- und MACS-basiertes Ziel Zellisolation und die Funktion von Immunzellen in Zell-

kulturexperimenten aus.125 
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Abbildung 20: Einfluss des enzymatische Verdaus auf die Expression von Oberflächenmarkern. Anti-
körperfärbung von 48 ausgewählten Oberflächenmarkern und einer FACS-Analyse. Grüne Farbe be-
deutet erhöhte Oberflächenexpression nach enzymatischem Verdau, rote Farbe bedeutet verringerte 
Oberflächenexpression; schwarz bedeutet keine Veränderung der Oberflächenexpression.125 

Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit von Waschschritten bzw. der Zugabe von Enzyminhibi-

toren, um die Enzymaktivität nach erfolgtem Gewebeaufschluss zu minimieren. Der enzyma-

tische Gewebeaufschluss ist wegen der möglichen Schädigung von Oberflächenproteinen nur 

bedingt für Verfahren geeignet, in denen nachfolgende Arbeitsschritte sich auf Oberflächen-

proteine beziehen. Ein weiterer Nachteil ist die Einwirkzeit, die die Enzyme brauchen, um ihre 

volle Wirkung zu entfalten, um einen kompletten Gewebeaufschluss zu gewährleisten. Außer-

dem ist eine Automatisierung dieses Verfahrens schwierig, da je nach Gewebetyp eine andere 

Enzymzusammensetzung benötigt wird. 
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3.3.5 Manuell-Enzymatische Gewebedissoziation 

In Abbildung 21 ist eine repräsentative Prozessübersicht eines manuellen enzymatischen Ver-

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

• Zerkleinerung des Gewebes: Das Gewebe wird in kleine Stücke 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 Gerät. 

• Zugabe von Enzymen: Nachdem das Gewebe zerkleinert wurde, werden Enzyme hin-

zugefügt, die das Gewebe weiter zersetzen und die Zellen voneinander trennen. 

• Inkubation: Im Anschluss wird die Gewebeprobe inkubiert, damit die Enzyme die Zellen 

aus dem Gewebe lösen können. Die Inkubation kann bei verschiedenen Temperaturen 

und für verschiedene Zeiträume erfolgen, je nachdem, welche Art von Gewebe und 

welche Enzyme verwendet werden. 

• 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 ermöglicht es, die Einzelzellen in einer Suspension zu sammeln, die 

für weitere Analysen verwendet werden kann. 

• Aufbewahrung und Analyse der Suspension: Zum Schluss wird die Einzelzellsuspen-

sion aufbewahrt, bis sie für weitere Analysen oder Experimente verwendet wird. Die 

Aufbewahrung kann bei verschiedenen Temperaturen und für verschiedene Zeiträume 

erfolgen, je nachdem, welche Anforderungen an die Suspension gestellt werden. 

 

Abbildung 21: Manuell-enzymatischer Arbeitsablauf zur Herstellung einer Einzelzellsuspension aus fes-
tem Gewebe.70 
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Als Nachbehandlungsschritt wird sehr häufig die Zentrifugation und Filtration eingesetzt, um 

größere Gewebereste und Partikel in der Lösung zu sedimentieren. Der Einsatz einer Zentri-

fuge gilt als Standardmethode um Zellen und enzymatische Bestandteile voneinander zu tren-

nen. Die Probe wird in einem Zentrifugengefäß im Rotor platziert und von einem Motor auf 

hohe Umdrehungsgeschwindigkeiten beschleunigt. Nach der Zentrifugation wird die Enzymlö-

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

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

 

 

 

Abbildung 22: Prozessanalyse der manuell-enzymatischen Gewebedissoziation. Die manuell-enzyma-
tische Methode lässt sich aufgrund der verwendeten Enzyme, Trypsin, Kollagenase und Dispase, noch-
mals in vier Verfahren unterscheiden. Die enzymatische Methode kann Bearbeitungs- und Inkubations-
zeiten von mehr als vier Stunden benötigen.  
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Um den Herstellungsprozess der Einzelzellsuspension aus Gewebe mittels Enzymen zu ver-

einfachen und zu beschleunigen, können teilautomatisierte Systeme eingesetzt werden. Diese 

Systeme können verschiedene Schritte des Prozesses übernehmen und somit die Arbeitsbe-

lastung des Personals reduzieren. 

Ein Beispiel für ein teilautomatisiertes System für die Gewebedissoziation ist der sogenannte 

gentleMACS® von Milteny Biotech, welcher aufgrund seiner weitläufigen Verfügbarkeit in der 

Praxis sehr häufig eingesetzt wird. Hier besteht der erste Pozessschritt aus einem enzymati-

schen Verdau und der zweite Prozessschritt aus einem mechanischen Aufschluss mit speziell 

entwickelten Reaktionsröhrchen und einer Schneidklinge. Für die weitere Betrachtung und de-

taillierten Analyse wurde dieses Gerät stellvertretend für die marktverfügbaren, 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 Basisgerät, wel-

ches über eine angetriebene Welle verfügt. Diese treibt das Schneidwerk in den als C- oder 

M-Tubes bezeichneten Aufschluss-Gefäßen 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 für den GentleMACS. 

Dabei sind die C-Tubes zum Gewebeaufschluss und die M-Tubes zur Gewebehomogenisie-

rung ausgelegt. Mittels des weißen Mitnehmers wird die Gewebeprobe den Zähnen des 

Schneidwerks zugeführt und so aufgeschlossen. Verschiedene Gewebetypen können gleich-

zeitig verarbeitet und jederzeit neue Proben hinzugefügt werden. Durch die zusätzlichen Heiz-

elemente kann eine enzymatische Behandlung direkt im C-Tube erfolgen. Um eine Einzelzell-

suspension mit dem enzymatischen Verfahren mittels gentleMACS® isolieren zu können, 

müssen zunächst die im Kit enthaltenen Enzyme vorbereitet werden. Hierfür wird den einzel-

nen Vials, abhängig vom Enzym, ein gewisses Volumen an DMEM mit stabilem Glutamin zu-

gegeben. Die Enzyme müssen sich vollständig lösen und anschließend aliquotiert werden, um 
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sowohl Kontaminationen als auch ein wiederholtes Auftauen und Einfrieren zu vermeiden, was 

die Enzymaktivität beeinträchtigen kann. Das C-Tube wird fest verschlossen und umgekehrt 

auf die Portstelle des gentleMACS® aufgesetzt. Zusätzlich wird das Heizsystem aufgesetzt 

und das gewünschte Programm durchgeführt. Nach Beendigung des Aufschlusses wird das 

Tube vom Gerät abgenommen und muss vor der Zentrifugation separat gefiltert werden. Nach 

der Zentrifugation bei 300 g für 10 Minuten wird der Überstand verworfen und das Zellpellet in 

der gewünschten Volumenmenge Medium resuspendiert. In Abbildung 24 ist eine Übersicht 

über die Arbeitsschritte, die benötige Zeit und die Anzahl der Pipettierschritte dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 24: Prozessanalyse der Gewebedissoziation mittels GentleMACS®. Der Aufschluss erfolgt 
über 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 Aktivitätsoptimum der meisten En-
zyme, konstant gehalten und direkt im Gerät ermöglicht wird, ohne zwischenzeitliche Inkubation im 
Wasserbad. 
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Zusammenfassend werden folgende Herausforderungen für den Gewebeaufschluss definiert. 

Einzelzellsuspensionen können mit Hilfe enzymatischer und/oder mechanischer Verfahren 

aus Geweben gewonnen werden. Zahlreiche Protokolle, einschließlich verschiedener Enzyme 

und physikalischer Aufschlussstrategien wurden in diesem Abschnitt beschrieben. Gewebe 

enthalten viele verschiedene Zelltypen, aber auch unterschiedliches extrazelluläres Material. 

Selbst innerhalb eines scheinbar homogenen Gewebes variiert die Zellzusammensetzung und 

die umgebende Matrix. Dies macht es sehr schwierig, Dissoziationsprotokolle zu entwickeln, 

die eine vollständige Charakterisierung von Geweben ermöglichen.  

Die nachfolgend Abbildung 25 und Abbildung 26 geben zusammenfassend Auskunft über die 

wichtigsten charakteristischen Prozesseigenschaften bezüglich unterschiedlicher Parameter 

der einzelnen analysierten Dissoziationsmethoden.  

 

 

*3x Waschschritte 

** beinhaltet Kultivierung mit Wechsel des Mediums 

‘Aufreinigung mit empfohlenem Smartstrainer 
Hinweis zu enzymatischen Methoden: Pipettierschritte sind abhängig von Art und Anzahl der verwendeten Enzyme 
1 enzymabhängig 
2 inkl. Kultivierung 

 

Abbildung 25: Übersicht über die analysierten Methoden zur Gewebedissoziation. 
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Die Explantmethode, die unter die manuelle Gewebedissoziation fällt, ist das kostengünstigste 

Verfahren mit einem Preis von 9 € pro Probe. Allerdings ist sie auch die zeitaufwändigste 

Methode, da sie bis zu einer Woche in Anspruch nehmen kann und birgt ein erhöhtes Risiko 

für Kontamination. Die enzymatisch-chemische Methode kann, abhängig von der Art und An-

zahl der verwendeten Enzyme, Kosten von mindestens 18 € verursachen und zählt gelegent-

lich zu den teuersten Verfahren. Im Vergleich zur Explantmethode ermöglicht die Herstellung 

einer Einzelzellsuspension mittels dieser Methode bereits innerhalb von vier Stunden Ergeb-

nisse. Allerdings geht dies mit der Zerstörung von Oberflächenantigenen und Zellstrukturen 

einher. Die manuell-mechanische Methode ist die wirtschaftlichste und schnellste Art der Ge-

webedissoziation. Sie ist jedoch ebenso wie alle arbeitsintensiven Methoden anfällig für er-

höhte 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 für Kontaminationen. Besonders bemerkenswert ist 

neben der reduzierten Kontaminationsgefahr auch die Fähigkeit, mehrere Proben gleichzeitig 

zu verarbeiten, was eine Hochdurchsatzverarbeitung ermöglicht. Die enzymatisch-teilautoma-

tisierte Methode unter Verwendung von gentleMACS® stellt, je nach den ausgewählten 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 Fünffache zeitaufwändiger. Wie in 

Abbildung 26 dargestellt, ist der hohe Zeitaufwand hauptsächliche in der enzymatischen Ge-

webedissoziation und den damit verbunden Inkubationszeiten begründet.  

 

Abbildung 26: Graphische Darstellung des Zeitaufwands und der Anzahl der Transferschritte für ein 
enzymatisches Dissoziationsprotokoll. Die Analyse basiert auf einer Schritt-für-Schritt-Darstellung eines 
Gewebedissoziationsprotokolls. Chirurgisch resezierte Patientenproben wurden in PBS, normaler 
Kochsalzlösung oder Medium bei Raumtemperatur transportiert. Auf die mechanische Dissoziation 
folgte eine 1-stündige enzymatischen Dissoziation mit Kollagenase II und DNase I.96 
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Die momentan angewandten Methoden zur Gewebedissoziation umfassen Prozesse wie Zer-

kleinerung, enzymatische Verdauung, Disaggregation und Filterung. Diese Verfahren sind ar-

beitsaufwändig, zeitintensiv, ineffizient und zeigen eine hohe Variabilität. Es besteht daher ein 

dringender Bedarf an neuen Ansätzen und Technologien, um diese Herausforderungen zu 

bewältigen. 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, möglichst lebensfähige Zellen zu 

erhalten und sicherzustellen, dass die Methode keine negativen Auswirkungen auf die Lebens-

fähigkeit oder Funktion der Zellen hat. Die Forscher und Techniker müssen die richtige Kom-

bination von Dissoziationsmethoden wählen, um erfolgreich zu sein. Die meisten verlassen 

sich dabei auf Literaturrecherchen, stoßen aber oft auf widersprüchliche Informationen und 

Hinweise. Die Gründe für die widersprüchlichen Daten lassen sich häufig auf unterschiedliche 

Protokolle und inkonsistente und/oder unreine Enzyme zurückführen. Unstimmigkeiten kön-

nen die Fähigkeit der Forscher beeinträchtigen, die Daten in ihren eigenen Experimenten ge-

nau zu interpretieren und sie können es anderen unmöglich machen, das Experiment zu wie-

derholen. Diese Variabilität im Dissoziationsprozess kann sich auch negativ auf die Verwen-

dung dieser Zellen in Transplantations- oder Zelltherapieanwendungen auswirken. 

Eine Möglichkeit, der Variabilität zu begegnen, besteht darin, ein standardisiertes Protokoll für 

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 

Zellschäden oder unvollständiger Dissoziation kommen. Ein weiterer wichtiger Schlüssel zum 

Umgang mit der Variabilität ist die Qualität der Enzyme. Enzyme sind in vielfältigen Qualitäts-

stufen verfügbar, die Reinheit, Qualität (gemäß den GMP-Richtlinien für gute Herstellungspra-

xis), Enzymkonzentration und Herkunft (frei von tierischen Bestandteilen) umfassen. Die Vari-

abilität dieser Produkte sowohl zwischen den verschiedenen Qualitäten als auch innerhalb der 

Chargen stellt für die Forscher eine Herausforderung dar. Die Variabilität führt häufig zu wi-

dersprüchlichen oder nicht reproduzierbaren Ergebnissen. Dies kann mit enzymfreien Disso-

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

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

• Insbesondere heterogenes Gewebe stellt spezifische Anforderungen an die Dissozia-

tionsmethode. So ist es mit der enzymatischen Methode kaum möglich, stark adhä-

rente Zellen konsequent zu isolieren, gleichzeitig aber Beeinträchtigungen (vor allem 

der Oberflächenmoleküle) an fragilen Zellen zu vermeiden.  

• Ein Nachteil der enzymgestützten Dissoziation liegt in der Anzahl der unterschiedli-

chen, manuell durchzuführenden, Schritte innerhalb der Protokolle sowie den benötig-

ten Enzymmischungen, die für die verschiedenen Gewebe und zu isolierenden Zellty-

pen benötigt 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 extrazelluläre Matrix verdauen, son-

dern auch Oberflächenmoleküle der Zellen angreifen. Sollen diese, im Anschluss an 

den Gewebeaufschluss, beispielsweise mittels Durchflusszytometrie untersucht wer-

den, können Abweichungen im Dissoziationsprotokoll schnell zu qualitativ wie quanti-

tativ unregelmäßigen Untersuchungsergebnissen führen. 

• Bei der enzymatischen Methode können Problem mit der Enzymkonzentration, Inku-

bationszeit und der optimalen Temperatur auftreten. Bei Fehleinschätzungen dieser 

Parameter kann es zu erheblichen Zellschäden und zu einer unzureichenden Gewe-

bedissoziation kommen. Darüber hinaus spielt die Enzymqualität eine entscheidende 

Rolle, die zwischen unterschiedlichen Chargen sehr stark variieren kann. Dies kommt 

vor allem im GMP reguliertem Umfeld zum Tragen.  

• Im Zuge der voranschreitenden Personalisierung der Medizin und damit verbundenen 

höheren Proben und Analyseaufkommen, wird der Einsatz von teilautomatisierten Ge-

räten zunehmend notwendiger. Diese haben neben einer steigenden Effizienz den Vor-

teil, dass Ergebnisse, aufgrund weniger individueller Arbeitsschritte, reproduzierbarer 

werden. 

Zusammenfassend ist die Fähigkeit, einzelne Zellen aus Geweben zu gewinnen ein Engpass 

für 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 können 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 möglichst körper-

eigene und unverfälschte Zellen zu erhalten, so dass die daran durchgeführte Diagnostik ef-

fektiver ist und leichter übertragen werden kann. Der Einsatz von chemischen oder enzymati-

schen Reagenzien ist ungeeignet, da diese auch die Proteine beeinflussen, die später für die 

Markierung/Färbung und molekularbiologische Analyse benötigt werden. Hinzu kommt, dass 

klinische Gewebeproben für die Gewinnung von Primärzellen oft nur in kleinen Mengen ver-

fügbar sind. Aufgrund des hohen Bedarfs an Primärzellen und der begrenzten Verfügbarkeit 

von Gewebeproben sollte die Gewinnung von Primärzellen so effizient wie möglich sein. Die 

Möglichkeit, einzelne Zellen aus Gewebeproben zu extrahieren, ist derzeit ein Engpass für 

zellbasierte diagnostische Technologien und bleibt ein entscheidender Faktor in den fortschrei-

tenden Ansätzen der personalisierten Medizin. Aus diesen Gründen soll im Rahmen dieser 

Arbeit ein neues teilautomatisiertes Verfahren für den enzymfreien und mechanischen Gewe-

beaufschluss entwickelt, getestet und validiert werden. Die speziellen Anforderungen für 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-

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

zessierung analysiert und die Schnittstellenspezifikation fließt 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) 

B
io

lo
g

is
c

h
e
 P

ro
z
e

s
s

p
a
ra

m
e

te
r 

Biologische Quali-

tät der Zielzellen 

Zellviabilität 

Vergleichbare Viabilität im Vergleich zum 

enzymatischen Prozess 

Zellintegrität 

hohe Lebendzellzahl (intakte Zellen) 

Zellausbeute 

Vergleichbare Viabilität im Vergleich zum 

enzymatischen Prozess 

Heterogenität 

Erhalt von möglichst vielen verschieden 

Zelltypen (z.B. Hepatozyten) 

>60% 

 

 

 

Vergl. enzymati-

scher Prozess 

 

 

 

P 

 

P 

 

P 

 

P 

Prozessierbares 

Probenspektrum 

Eignung für folgende Gewebearten 

Herkunft: Wirbeltiere (human, murin) 

Art: Verschiedene feste Gewebetypen  

Gewinnung: Gewebeschnitt, Biopsie 

Vorbehandlung: Keine Vorbehandlung 

Lagerung: Puffer oder Flüssigkeit 

Zustand: frisch 

Gewebemenge: Im Bereich von klinischen 

Gewebeproben 

Dissoziationseffizienz 

Möglichst vollständige Dissoziation der ein-

gebrachten Gewebeprobe 

 

 

 

10 Pa - 1GPa E-

Modul  

 

 

 

5-400mg 

 

 

>90%  

P 

 

 

 

 

 

P 
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T
e
c

h
n

is
c

h
e

 P
ro

z
e

s
s

p
a
ra

m
te

r 

Automatisierbar-

keit 

Prozesszeit (TAT) 

Möglichst kurze Prozessierung 

Kosten 

Minimaler Kostenaufwand 

Rüstzeit 

Minimaler manueller Zeitaufwand für Hilfs-

prozess 

Kontamination 

Minimales Kontaminationsrisiko 

Filtration 

Integration eine Filterfunktion 

Reproduzierbarkeit 

Gewährleistung einer hohen Reproduzier-

barkeit durch  

Temperatur 

Minimale Temperaturentwicklung während 

der Prozessierung 

<15 Min/Probe 

 

<20€/Probe  

 

<10 Min  

 

 

Einwegsystem 

 

 

Nutzerunabhän-

gige Protokolle / 

computerge-

steuert 

 

Max 1°C 

P 

 

W 

P 

 

P 

W 

 

P 

 

P 

 

Prozess- 

durchgängigkeit 

Parallelisierbarkeit 

Mehrere Proben können parallel verarbeitet 

werden 

Baugröße  

Einfacher Transport zum Ort der Proben-

nahme 

Schnittstelle zu automatisierten Pipet-

tiersystem 

Verwenden eines Standardlaborformats um 

Prozessintegration zu ermöglichen 

2-4 Proben pa-

rallel 

 

 

<10kg, 

30x30x30cm 

 

Mulitwellplatte 

oder Zentrifu-

genröhrchen 

W 

 

W 

 

P 
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4 Stand der Technik  

Im Bereich der bioverfahrenstechnischen Forschungsarbeiten existieren Untersuchungen und 

Lösungen zur Optimierung von Aufschlussverfahren für biologische Proben. Diese Arbeiten 

beziehen sich jedoch vorwiegend auf den Zellaufschluss im großtechnischen Maßstab, bei-

spielweise auf den Aufschluss von Mikroorganismen für die Pharmaproduktion. Ein guter 

Überblick über die verschiedenen Möglichkeiten zum Zellaufschluss findet sich bei einigen 

Veröffentlichungen135,136. Bei Anwendung mechanischer Methoden zum Zellaufschluss reißen 

die entstehenden Spannungen und Dehnungen die Zellwände der Mikroorganismen ausei-

nander. Diese Methoden werden immer dann benötigt, wenn intrazelluläre Stoffe das Zielpro-

dukt sind. Grundsätzliche Untersuchungen von mechanischen und enzymfreien Aufschluss-

verfahren für den teilautomatisierten Aufschluss von Gewebeproben zur Erhaltung der Zellin-

tegrität im Labormaßstab sind nicht bekannt. Dabei wird bezüglich der mechanischen Gewe-

beaufschlussverfahren meist vom Stand der aktuellen Gerätetechnik für den Zellaufschluss 

und nicht von den speziellen Anforderungen für die Gewebedissoziation ausgegangen. In dem 

folgenden Abschnitt zur Analyse des Standes der Technik wird auf die hauptsächlich ange-

wandten Methoden des enzymatischen und mechanischen Aufschlusses eingegangen.  

Da der Fokus bei einer Gewebedissoziation auf der Auflösung der Zell-Zell-Kontakte liegt, darf 

es mit einem Zellaufschluss nicht verwechselt werden. Die Liste der Zellaufschlussgeräte ist 

umfangreich.137 Für die Gewebedissoziation hingegen sind nur wenige Tischgeräte bekannt. 

Diese sind die MediMachine® (BD), der Singulator® (S2 Genomics), der Python® (Singleron) 

und der gentleMACS® (Mitenyi). Diese Tischgeräte arbeiten auf Basis eines enzymatischen 

Verdaus der Gewebeprobe mit einer anschließenden mechanischen Prozessierung. Die me-

chanische Prozessierung der genannten Geräte 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 häufig 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 während einer Kreisbewegung durch die Bohrlöcher drückt. Die Bohrlöcher 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 Suspensionsflüssigkeit mittels einer Pipette aufgesaugt und in ein Proben-

gefäß transferiert. Dieses System ist kaum automatisierbar, nicht adaptierbar für unterschied-

liche Gewebetypen und kann nur eine Gewebeprobe pro Durchlauf aufarbeiten. 
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Die Technologien für Gewebeaufbereitung zur Erhaltung der Viabilität und Zellintegrität ist der-

zeit nicht weit vorangeschritten. Sie erfolgt überwiegend per Hand mit einem Skalpell und ei-

nem Zellsieb (siehe Abschnitt 3.3.2). Einzig einige mikrofluidische Ansätze sind bekannt. Die 

mikrofluidische Gerätetechnologie zielt darauf ab, die mechanische Dissoziation von Gewebe 

zu verbessern, die Dauer des Verfahrens zu verkürzen, die Zellrückgewinnung zu verbessern 

und die Probenreinheit zu erhöhen. Dieser Ansatz ermöglicht eine schnelle und schonende 

Dissoziation mit geringem oder gar keinem Enzymeinsatz. Ein mikrofluidisches Instrument be-

steht aus einem Netz von verzweigten Kanälen, deren Breite allmählich abnimmt. Die Kanäle 

weisen wiederholte Ausdehnungen und Verengungen auf, die einen Flüssigkeitsausstoß be-

wirken und die für die Zelltrennung erforderliche Scherkraft erzeugen.80,138,139 Diese mikroflui-

dischen Verfahren können jedoch nur für sehr geringe Probenmengen im Bereich von <1 mg 

eingesetzt werden. 

A) B) 

 

 

Abbildung 27: Mikrofluidische Dissoziationsvorrichtungen. A) Schematische Darstellung des verzweig-
ten Kanals mit abwechselnden Verengungs- und Erweiterungsbereichen für eine mikrofluidische Gewe-
bedissoziationsvorrichtung.139 B) Schematische Darstellung des mikrofluidischen Zelldissoziations-
Chips (μ-CDC).140 

4.1 Folgerungen aus dem Stand der Technik 

Kommerziell erhältliche Systeme, mit denen Gewebe aufgeschlossen werden können, sind 

bereits am Markt vorhanden. Aus der Analyse der derzeit verfügbaren Systeme zur Automati-

sierung der Probenvorbereitung ergibt sich als Anforderung ein neuartiges, zu entwickelndes 

Verfahren, dass auch eine Schnittstelle zu am Markt üblichen automatisierten Pipettiersyste-

men, vorzugsweise Pipettierrobotor, vorzusehen ist, so dass die nachfolgenden, auf Flüssig-

keitshandhabung basierenden, biochemischen Prozessschritte mit am Markt verfügbaren Ver-

fahren durchgeführt werden können. Die derzeitigen Geräte zum enzymatischen und mecha-

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

Automatisierbarkeit müssen durch Entwicklungsarbeiten aufgearbeitet werden. 

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

genden aufgelisteten Gründe derzeit noch keine ausreichende Lösung für die teilautomati-

sierte, enzymfreie und mechanische Gewebedissoziation vorhanden ist. 

• Manueller Prozessaufwand: Manuelle Bearbeitung und Verwendung vieler unter-

schiedlicher Probenträger, Methoden und Geräte erhöhen den Aufwand für die Durch-

führung und erschweren reproduzierbare Ergebnisse. Bisher gibt es noch keine Disso-

ziationsmethode mit einem durchgängigen 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 Komplexität der Gewebeeigenschaften nicht auf theoretische Materialwerte zu-

rückgegriffen werden. Für einen automatisierten Gewebeaufschluss wäre deshalb ein 

möglichst breites prozessierbares Probenspektrum wünschenswert, über die die 

marktetablierten Geräte bisher nicht verfügen. 

• Parallelisierung: Nachgelagerte molekularbiologische Analysen erfordern ein hohes 

Maß an Sterilität und molekulare Integrität der Zielzellen. Derzeit ist noch kein paralle-

lisierbares System zur Gewebeaufbereitung am Markt verfügbar, 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 Flüssigkeit mit physikalischen Eigen-

schaften (Viskosität, Oberflächenspannung) innerhalb eines bestimmten Bereichs und 

(iii) eine Zellkonzentration innerhalb eines bestimmten Bereichs. 

• Standardisierung: Wissenschaftler müssen die richtigen Kombinationen der Auf-

schlussmethoden auswählen. Die Auswahl basiert auf Erfahrungswerten und Literatur-

recherche. Dadurch kommt es zu inkonsistenten Ergebnissen. Dies führt wiederum zu 

nicht reproduzierbaren Ergebnissen. Als Folge der mangelnden Standardisierung, der 

erwähnten manuellen Gewebeaufschlussmethoden, wurden verschiedene teilautoma-

tisierte Systeme entwickelt (siehe Kapitel 4). Ziel ist es, die Stabilität des Aufschluss-

prozesses zu erhöhen. Die Prozessstabilität beschreibt die Fähigkeit des Prozesses, 

bei gleichbleibenden Parametern konstante und vorhersagbare Ergebnisse zu liefern. 

Durch die hierdurch erhöhte Standardisierung sollen Ergebnisse zwischen beispiels-

weise verschiedenen Laboren oder Veröffentlichungen vergleichbar gemacht werden. 
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Weiterhin soll der personelle Aufwand verringert werden, indem das Gerät die zeitauf-

wändige Vereinzelung der Zellen übernimmt und so Personal für andere Aufgaben frei-

stellt.  

Es sind nur wenige Systeme bekannt, bei denen mechanische Aufschlussverfahren in Labor-

automaten integriert werden. Dies sind Sonderlösungen, bei denen bekannte, am Markt ver-

fügbare mechanische Aufschlussverfahren in Laborautomaten integriert werden. Die Integra-

tion, zum Beispiel einer Zentrifuge, in eine automatisierte Anlage ist nur unter erschwerten 

Bedingungen möglich. Zusätzlich zu hohen Investitionskosten wird viel Platz benötigt, der in 

einer automatisierten Plattform oft sehr begrenzt ist. Für die Automatisierung eines Zentrifu-

gationsvorgangs müssten das Probengefäß mithilfe eines Roboterarms verschlossen und der 

Rotor beladen werden. Nach der Zentrifugation müsste die Position der Probe bestimmt, diese 

aus der Halterung herausgenommen, geöffnet und der Überstand sicher abgesaugt werden. 

Letzteres ist besonders auf Grund der unterschiedlichen Größe der Zellpellets schwierig. 

Durch diesen Prozess ist es zwar möglich Zellkulturmedium oder Waschlösungen und Zellen 

voneinander zu trennen, eine Automatisierung wäre allerdings zu kostenintensiv, weshalb eine 

Alternative gefunden werden sollte.  

Die Analyse zeigt, dass für ein enzymfreies und mechanisches Verfahren für die Dissoziation 

von Gewebeprobe ein Rotor-Stator-System in Betracht zu ziehen ist. Für eine enzymfreie Nut-

zung dieses Verfahrens ist jedoch eine zellschonende Weiterentwicklung notwendig, welche 

aktuell nicht am Markt verfügbar ist. Es müsse Entwicklungsarbeiten in Bezug auf das mecha-

nische Wirkorgan, den Wirkmechanismus zu Prozessdurchgängigkeit, in Bezug auf die Ergeb-

nisqualität und die Automatisierbarkeit durchgeführt werden. Die Notwendigkeit, eine große 

Anzahl von Proben zu verarbeiten, erfordert einen Kompromiss mit dem Grad der effektiven 

Dissoziation. 

Neben diesen wichtigsten allgemeinen Kriterien für die Bewertung der verschiedenen Tech-

nologien, bringen die Anwendung zusätzliche spezifische Anforderungen mit sich, die sorgfäl-

tig geprüft werden müssen. Für 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 Qualität der ge-

nerierten Einzelzellen und Automatisierung als auch durch geeignete Gestaltung der Hilfsmit-

tel und des Prozessablaufs zur Erhöhung der biologischen Qualität und Reproduzierbarkeit 

des Aufschlussergebnisses und zur Reduzierung des Handhabungsaufwandes beiträgt. Be-

züglich der Prozesszeiten muss das neue, zu entwickelnde System den Gewebeaufschluss in 
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vergleichbarer oder schnellerer Prozesszeit wie die als Vergleichsverfahren gewählte gentle-

MACS®-System erreichen. Zusätzlich ergibt sich bei der Analyse der Prozesszeit beim der-

zeitigen manuellen Ablauf zudem die Anforderung die Zeitaufwände für Rüsten und Reinigen 

zu minimieren. 

In diesem Projektabschnitt werden unter Berücksichtigung der festgelegten Randbedingungen 

und im Hinblick auf die gerätetechnische 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 für 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 lösen, einschließlich der voll-

ständigen Prozessintegration und des möglichst vollständigen 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 

gängiges Labormaß passen und somit problemlos in bestehende Laborabläufe integriert wer-

den können. Das daraus resultierende System sowie die gewünschte Einwegnutzung sollen 

die Verarbeitung von Biopsien mit einem Volumen im Bereich von 5-400 mg ermöglichen und 

münden damit in einer teilautomatisierten Probenverarbeitungstechnologie für 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 für eine große Anzahl an Gewebetypen zu entwickeln. 

Beim Schritt der Gewebedissoziation können verschiedene mechanische Verfahren einge-

setzt werden. Als Kriterien zur Auswahl des Verfahrens werden die Effizienz des Verfahrens, 

die erreichbare Qualität des Ergebnisses, sowie die Prozesszeit, Kosten und Kontaminations-

risiko herangezogen. Die mechanische Dissoziation der Gewebeprobe soll mittels Rotor-Sta-

tor-Zerkleinerung durchgeführt werden. Rotor-Stator-Homogenisatoren (auch Kolloidmühlen 

oder Willems-Homogenisatoren genannt) sind in der Regel leistungsfähiger als reine Schneid-

mischer und eignen sich gut für pflanzliches und tierisches Gewebe. Der Rotor-Stator-Homo-

genisator wurde zunächst für die Herstellung von Dispersionen und Emulsionen entwickelt, 

und die meisten biologischen Gewebe werden mit diesem Gerät schnell und gründlich homo-

genisiert 141 . Da es das Kernziel dieser Arbeit ist Zellen möglichst intakt zu halten und nicht 

zu schädigen, müssen 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 Flüssigkeit 
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und Gewebeprobe bewegt, wodurch Schneid- und Mahlkräfte entstehen, die die Zell-Zell Ver-

bindungen in einen Gewebekomplex aufbrechen können, ohne die Einzelzellen in ihrer Integ-

rität zu schädigen. Um ein solches Rotor-Stator Mahlwerk auszulegen und diesen in einen 

teilautomatisierten Laborprozess zu überführen sind verschiedene theoretische Überlegungen 

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 anschließend in ein teilautomatisiertes Gesamtsystem integriert und ein Prozess-

ablauf erstellt.  
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5 Lösungskonzept für eine mechanische und enzymfreie 

Gewebedissoziation 

Ein Rotor-Stator-Wirkorgan ist ein mechanisches Gerät, das verwendet werden kann, um eine 

Gewebedissoziation durchzuführen. Es besteht aus einem rotierenden Rotor und einem stati-

schen Stator. Die Gewebedissoziation mittels Rotor-Stator beruht auf der Erzeugung von 

Mahl- und Scherkräften, indem die Probe zwischen zwei harten, gegeneinander gleitenden 

Oberflächen 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 für die enzymfreie Gewebedissoziation, da es die Zellen mechanisch 

zerkleinert, anstatt auf chemische Zusätze oder Enzyme zurückgreifen zu müssen. Dies hat 

den Vorteil, dass es das Gewebe schonend behandelt und die Aktivität von Enzymen, die sich 

im Gewebe befinden, minimiert. Die Herausforderung bei der Verwendung eines Rotor-Stator 

ist das Gewebe aufzuschließen, ohne dabei die strukturelle Integrität und Viabilität der Zielzel-

len negativ zu beeinflussen. Hier beschreiben wir einen Ansatz, der durch die Mikrofabrikation 

von Schneid- und Mahlzähnen in einem rotierenden Scheibenformat ermöglicht wird. 

Die Grundannahme hinter der Entwicklung der Gewebedissoziations-Technologie ist, dass 

mikrogefertigte gegenläufige Mahlkörper den Aufspaltungsprozess enzymfrei, schneller und 

gleichmäßiger durchführen können als herkömmliche Methoden, bei denen ein geschulter 

Techniker ein einzelnes Skalpell und Zellfilter verwendet oder ein enzymatischer Ansatz mit 

einem teilautomatisierten, auf dem Markt erhältlichen Gerät (siehe Kapitel 4). Bei dem zu ent-

wickelten Rotor-Stator ist die wichtigste Komponente das mechanische Wirkorgan, das 

Schneid-Mahlwerk. Die Schneid- und Mahlwerkszähne besitzen eine flossenförmige Gestalt. 

Zu einer Seite hin laufen sie spitz zu, während die Ecken der anderen Seite abgerundet sind. 

So ist es möglich das Gewebe zu schneiden, wenn die spitzen Seiten zueinander zeigen, 

sowie das Gewebe zu Mahlen, wenn die stumpfen Seiten zueinander zeigen. Dieses Verhalten 

lässt sich über die Drehrichtung beeinflussen. Darüber hinaus wir dadurch das Probenmaterial 

effektiv in die zerkleinerungsaktiven Zonen zwischen den Mahlkörpern geleitet. Der Gewebe-

aufschluss an sich wird mittels zweier gegenläufiger Mahlwerke (Rotor und Stator) realisiert 

(Abbildung 6). Die Einsätze sind mit Schneid- und Mahlzähnen ausgestattet, welche so ange-

ordnet sind, dass sie aneinander vorbei rotieren können ohne sich zu berühren. Dabei wird 

das Gewebe zwischen den beiden mit Schneidzähnen ausgestatteten Einsätzen durch die 
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Rotationsbewegung der Einsätze zueinander aufgeschlossen. Größere Gewebestücke wer-

den direkt durch die Schneidzähne zerkleinert, während kleine Gewebefragmente durch diffe-

renzgeschwindigkeitsinduzierte Scherung weiter aufgeschlossen werden. Der Umschlag von 

einer laminaren zu einer turbulenten Grenzschicht lässt sich durch künstliche Hindernisse, 

sog. Strombrecher, erzwingen. Ein Strombrecher soll eine turbulente Strömung unterstützten, 

so dass eine bessere Durchmischung der Probe stattfindet.  

 

 

Abbildung 28:Schematische Darstellung der gegenläufigen Schneid- und Mahlzähne.142 Der Rotor wird 
über einen Motor in Rotation versetzt, während der Stator in Position gehalten wird. Durch die Bewe-
gung der Zähne 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 

nächste Schritt die Umsetzung der Systemstandardisierung für die Prozessintegration. Die 

modulare Integration ermöglicht es, spezialisierte Automatisierungseinheiten in vorhandene 

Laboreinrichtungen einzuführen, ohne den gesamten Arbeitsablauf umstrukturieren zu müs-

sen. So kann beispielsweise ein Roboterarm mit präzisen Greifern nahtlos in den bestehenden 

Prozess integriert werden, um bestimmte Schritte effizienter auszuführen, wie zum Beispiel 

die genaue Platzierung von Proben oder Flüssigkeitsabgabe. Dadurch können Labore ihre 

Effizienz steigern und Arbeitsabläufe optimieren, ohne teure und komplexe Verarbeitungsge-

räte anschaffen zu müssen. Ein Hauptvorteil der modularen Integration ist die Entkopplung der 

Laborautomatisierung von der hohen Investition für ein spezifisches Verarbeitungsgerät, was 

vermutlich die Markteintrittsbarriere und Akzeptanz im Nutzerumfeld im Vergleich zu anderen 

Plattformen senkt. Auf diese Weise können eine größere Anzahl von Forschern und Laboren 

von den Vorzügen der Automatisierung profitieren und ihre Arbeitsprozesse effizienter gestal-

ten.143 Daher wäre es vorteilhaft das Wirkorgan in ein Standardlaborformt zu integrieren, da 

Automatisierungssysteme am effektivsten arbeiten, wenn die Eingangsmaterialien oder Ver-

brauchsmaterialien standardisiert sind. Ein Beispiel für standardisierte Laborformate sind die 
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weitgehend standardisierten Außenmaße von Multiwell-Platten und von Zentrifugenröhrchen, 

die die Automatisierung von Mikroskopie- und Plattenleseverfahren und die Zentrifugation mit 

Standardlaborzentrifugen ermöglicht haben.144 Eine sorgfältige Überprüfung der Kompatibilität 

der automatisierten Module mit den spezifischen Laborbedingungen und verwendeten Mate-

rialien ist unerlässlich, um eine reibungslose Funktionalität während der modularen Integration 

zu gewährleisten. Daher soll das Mahlwerk in ein Standardlaborformat, wie eine Multiwellplatte 

oder ein Zentrifugenröhrchen, integriert werden. In Tabelle 3 ist eine Bewertungsmatrix darge-

stellt, die verschiedene Kriterien für die Implementierung des Mahlwerks in ein Standardlabor-

format enthält. Zur Bewertung stehen ein Zentrifugenröhrchen und eine Multiwellplatte zur 

Auswahl. Die Bewertungskriterien sind Spritzgusskompatibilität, Durchsatz, Sterilität, Benut-

zerfreundlichkeit, Potential zur Integration von weiteren Funktionalitäten neben der eigentli-

chen Gewebedissoziation und dem Automatisierungspotential. 

• Die Spritzgusskompatibilität bezieht sich auf die Fähigkeit des Laborsystems, mit 

Spritzgusstechniken kompatibel zu sein, um standardisierte Proben oder Vorrichtun-

gen herzustellen. Eine hohe Spritzgusskompatibilität ermöglicht die effiziente Herstel-

lung von repräsentativen Proben oder Trägerstrukturen, die für die Untersuchungen 

mit dem Wirkorgan verwendet werden. 

• Der Durchsatz bezieht sich auf die Menge der Proben, die das Laborsystem pro Zeit-

einheit verarbeiten kann. Ein höherer Durchsatz bedeutet, dass das System effizienter 

arbeitet und eine größere Anzahl von Experimenten oder Analysen in kürzerer Zeit 

durchgeführt werden kann. Ein hoher Durchsatz ist besonders wichtig, wenn das Wir-

korgan für groß angelegte Studien oder Hochdurchsatz-Screenings verwendet werden 

soll. 

• Die Sterilität ist ein entscheidender Aspekt, wenn das Wirkorgan für medizinische oder 

pharmazeutische Anwendungen verwendet wird. Das Laborsystem sollte so konstru-

iert sein, dass es eine sterile Umgebung gewährleisten kann, um Kontaminationen zu 

vermeiden und zuverlässige, reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen. 

• Die Benutzerfreundlichkeit beschreibt, wie einfach und intuitiv das Laborsystem zu be-

dienen ist. Ein benutzerfreundliches System reduziert die Einarbeitungszeit für das 

Personal und minimiert potenzielle Bedienfehler. Klare Anweisungen, gut gestaltete 

Benutzeroberflächen und automatisierte Prozesse tragen zur verbesserten Benutzer-

freundlichkeit bei. 

• Das Laborsystem sollte über das Potenzial verfügen, zusätzliche Funktionalitäten ne-

ben der eigentlichen Gewebedissoziation zu integrieren. Dies könnte die Integration 

von Aufreinigungs- oder Analyseeinheiten sein, die eine weiterführende Aufreinigung 
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und umfassendere Charakterisierung des Wirkorgans und der damit verbundenen Pro-

zesse ermöglichen. 

• Das Automatisierungspotenzial bezieht sich auf die Fähigkeit des Laborsystems, ver-

schiedene Prozesse und Schritte automatisch auszuführen, ohne menschliches Ein-

greifen. Ein hohes Automatisierungspotenzial erhöht 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. 

 

 

Die Bewertungsmatrix hat zum Ergebnis, das Zentrifugenröhrchen im 50 ml Format für die 

Mahlwerksintegration zu verwenden. Bei dem Zentrifugenröhrchen kann die Integration einer 

Filtereinheit als zusätzliche Funktionalität betrachtet werden. Dies führt zu einer unmittelbaren 

Aufreinigung der Zellsuspension direkt nach der Gewebedissoziation, was zu geringem Zeit-

aufwand und minimiertem Kontaminationsrisiko führt. Die Dimensionen dieser präzisionsge-

fertigten Komponente (Rotor und Stator) auf Basis eines 50 ml Zentrifugenröhrchens beträgt 

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-

dezähnen hat einen definierten Abstand von 100 µm (Abbildung 29). 
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•  

Abbildung 29: Schneid-Mahlwerk des Dissoziationssystems mit Darstellung des definierten Mahlspalts 
von 100µm. (a) Das Kernstück besteht aus einem Rotor- und einem Statoreinsatz, die mit gegenläufigen 
Mahlzähnen ausgestattet sind. (b) Abbildung der gefertigten Mahl- und Schneidwerkzeuge. (c) Sche-
matische Darstellung der Abmessungen des Mahlspalts zwischen den Schneid- und Mahlzähnen.145 

Das Dissoziations-Röhrchen mit integriertem Mahlwerk und Filtereinheit für die enzymfreie 

Gewebedissoziation ist in Abbildung 30 schematisch dargestellt. Das Dissoziations-Röhrchen 

besteht aus einem Zentrifugenröhrchen mit Deckel, einem Zellfilter und dem Mahlwerk. Das 

Mahlwerk besteht aus zwei Teilen, die miteinander interagieren und das Gewebe mittels 

Schneid­ und Mahlbewegungen aufschließen. Der obere Teil wird im Deckel des Zentrifugen-

röhrchens 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 

Dissoziationsröhrchens fügen sich oberer und unterer Teil so bündig zusammen. Bei der Dis-

soziation wird nur der Rotor des Mahlwerkes bewegt, während der andere Teil, der Stator, 

unbeweglich bleibt. 

 

Abbildung 30: CAD-basierte Darstellung der Dissoziationsröhrchen mit den Kernkomponenten. Die 
CAD-Entwürfe aller Dissoziationskomponenten wurden so konstruiert, dass sie mit einer Spritzgussher-
stellung kompatibel sind. 
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Ein zusätzlicher Vorteil besteht darin, dass das Dissoziationsröhrchen als geschlossenes Sys-

tem konzipiert wurde. Die Filtration der generierten Einzelzellen kann innerhalb des Röhrchens 

im direkten Anschluss an die Dissoziation erfolgen, wodurch keine weiteren Pipettierschritte 

benötigt 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 Mahlkörpern bei laminaren Strömungsverhältnissen in Rührwerkmühlen konnte zei-

gen, dass bei laminaren Strömungen die maximalen Scherraten im Fluid in der Nähe der Rühr-

scheibe und an der Mahlraumwand auftreten.146 Dieses Verhalten konnte auch durch eine 

Strömungssimulation des konzeptionellen Mahlwerks mit COMSOL™ gezeigt werden (Abbil-

dung 31). 

 

Abbildung 31:Qualitative Darstellung der relativen Scherkräfte (1/s) zwischen den Mahlzähnen und der 
Mahlraumwand bei einer laminaren Anströmung (1m/s).Simulation wurde mittels COMSOL Multiphysics 
® Software erstellt. Gelbrot stellen Bereiche mit erhöhten Scherkräften dar. 

Die Zerkleinerung von Partikeln erfolgt durch mechanische Beanspruchungen zwischen den 

Mahlkörpern, sowie zwischen Mahlkörpern und Mahlraumwand.147 Dieser räumliche Abschnitt 

in einem Stator-Rotor System wir als zerkleinerungsaktives Volumen bezeichnet. Um eine 

Zelle zu beanspruchen, muss sie zwischen zwei Mahlkörpern bzw. einem Mahlkörper und der 

Wand eingefangen werden (Abbildung 32).  



Lösungskonzept für eine mechanische und enzymfreie Gewebedissoziation 
   

 
61 

 

 

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

Zwischen den Oberflächen der Mahlkörper können mehrere Zellen oder Zellagglomerate ein-

gefangen werden, wobei jede dieser Zellen am Ende des Beanspruchungsprozesses Kontakt 

zu beiden Mahlkörpern hatte. Bei der Annäherung der Mahlkörper werden alle Zellverbünde 

eingefangen und mit der gesamten zur Verfügung stehenden Energie (volumenbezogene 

Energie) beansprucht. Bei einem Mahlkörper-Gewebe-Mahlkörper-Kontakt kommt es also zu 

mehreren Einzelpartikelbeanspruchungen mit unterschiedlichen Beanspruchungsenergien. 

Wie viele Zellverbünde pro Mahlkörperkontakt eingefangen werden, hängt unter anderem von 

der Beladung des Mahlwerks und der Größe der Zielzellen, sowie der Größe und Anzahl der 

Mahlkörper im Mahlwerk ab. Eine Zielzelle mit dem Durchmesser xP kann ausschließlich in 

einem aktiven Volumen zwischen zwei Mahlkörpern des Durchmessers dMK beansprucht wer-

den, in dem der Abstand zwischen den Mahlkörperoberflächen kleiner ist als der Partikeldurch-

messer xP. Für die Berechnung des zerkleinerungsaktiven Volumens zwischen zwei Mahlkör-

pern Vakt,MK lässt sich folgende Gleichung (Herleitung der Gleichung siehe Abbildung 73 im 

Anhang) verwenden: 

𝑉𝑎𝑘𝑡,𝑀𝐾 = 𝜋 ∙
𝑥𝑃

2

4
∙ (𝑑𝑀𝐾 +

4

3
∙ 𝑥𝑃) 

Formel 4: Formel zur Berechnung des zerkleinerungsaktiven Volumens. 

Hinzu kommen noch Einflüsse durch die Anzahl der Zahnkränze und deren geometrischer 

Ausbildung. Das aktive Volumen des gesamten Mahlraums Vakt,MR ist proportional dem Produkt 

aus aktivem Volumen Vakt,MK und der Mahlkörperanzahl nMK. 

𝑉𝑎𝑘𝑡,𝑀𝑅 ∝ 𝑛𝑀𝐾 ∙ 𝑉𝑎𝑘𝑡,𝑀𝐾 

Formel 5: Berechnung des gesamten zerkleinerungsaktiven Volumens des Mahlraums.148 

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

ter Verwendung einer bestimmten Mahl- und Schneidwerksgeometrie ist der zerkleinerungs-
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aktive Durchmesser. Der Durchmesser des zerkleinerungsaktiven Volumens hängt vom Mahl-

kugeldurchmesser dMK, der Zielzellgröße x und vom Abstand der Mahlkörper bzw. von Mahl-

körper und Mahlwerkswand a ab.  

 

Abbildung 33: Darstellung des zerkleinerungsaktiven Durchmessers zwischen zwei Mahlkörpern. 

In erster Linie bezieht sich diese Formel auf einen kugelförmigen Mahlkörper. Nach Abbildung 

33 ergibt sich der Durchmesser des zerkleinerungsaktiven Volumens für zwei Mahlkörper nach 

Formel 6. 

𝑑𝑎𝑘𝑡 = √2 ∙ 𝑑𝑀𝐾∙(𝑥−𝑎)+𝑥2−𝑎2 

Formel 6: Berechnung des Durchmessers des zerkleinerungsaktiven Volumens zwischen zwei Mahl-
körpern.149 

In dem der dMK graduell vergrößert wird, können auch unterschiedliche Geometrien von Mahl-

körpern mit dieser Formel abgebildet werden und damit den zerkleinerungsaktiven Durchmes-

ser näherungsweise für eine flossenförmige Geometrie berechnet werden (Abbildung 34).  
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A) B) 

 

 

Abbildung 34: Berechnung des zerkleinerungsaktiven Durchmessers für verschiedene Schneid- und 
Mahlzahngeometrien am Beispiel von kugelförmigen und flossenförmigen Mahlwerksgeometrien. 
A) Schematische Darstellung der dMK Veränderung bei unterschiedlichen Mahlwerksgeometrien. B) 
Graphische Auswertung der Veränderung des zerkleinerungsaktiven Durchmessers bei gradueller Än-
derung des Mahlkörperdurchmessers. 

Die Kennwerte, die auf das zerkleinerungsaktive Volumen und den Durchmesser Bezug neh-

men, definieren den verfügbaren Raum, der für die Übertragung der Energie in das Proben-

material zur Verfügung steht. Diese Kennwerte könnten als Parameter für die Gestaltung und 

Optimierung eines Dissoziationsprozesses genutzt werden. Die zu erzielende Zielzellgröße 

lässt sich somit näherungsweise über eine Einstellung der aktiven Volumina und Durchmes-

ser, sowie Mahlkörperabstand und -größe variieren. Die Anzahl der Zahnkränze wirken sich 

dabei auf das Mahlergebnis aus.  

5.3 Auslegung der Mahlwerksdimensionen im Rotor-Stator-System 

Ausgehend von den ausgewählten flossenförmigen Mahlzähnen sind unterschiedliche Mahl-

größendurchmesser in Bezug auf das zur Verfügung stehende Mahlraumvolumen denkbar. 

Das zur Verfügung stehende Mahlraumvolumen soll mit mehreren Mahl-Schneid-Werkzeugen 

bestückt werden, die freilaufend -auch in gegenläufiger Richtung- aneinander vorbei gleiten 

können. Infolgedessen ergeben sich in Verbindung mit den gegenläufig rotierenden Schneid- 

und Mahlwerkszähnen günstige Probeneinzugsbedingungen der Gewebeproben in die zer-

kleinerungsaktiven Zonen. Die Auslegung der Dimensionen für das Mahl- und Schneidwerk 

sind direkt abhängig von den Dimensionen des 50 ml Zentrifugenröhrchens. Daraus ergeben 

sich für den Innendurchmesser des Mahlwerks ein zur Verfügung stehender Durchmesser von 

21,0 mm und ein Gesamtvolumen, ohne Berücksichtigung der flossenförmigen Schneid- und 

Mahlwerkszähnen von 1175,9 mm3. Zur Dimensionsauslegung des Mahlwerks wurden fol-
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gende Annahmen getroffen und festgelegt. Zwischen den gegenläufigen Zahnreihen entste-

hen Mahlzonen, in welchen die Gewebedissoziation vorwiegend stattfindet. Diese Mahlzonen 

haben einen definierten Abstand, den sogenannten Mahlspalt, von 100 µm zwischen den 

Schneid- und Mahlzähnen und den Schneid- und Mahlzähnen zu den Strombrechern am in-

neren und äußeren Rand des Mahlwerks. Die 100 µm Abstand ergeben sich daraus, dass 

innerhalb dieser Größenordnung theoretisch alle bekannten Zelltypen in Abhängigkeit ihres in 

der Literatur beschrieben Zelldurchmessers (Tabelle 7) durch den Mahlspalt hindurchgleiten 

können -unter Berücksichtigung der Elastizität von eukaryotischen Zellen- ohne in ihrer zellu-

lären Integrität geschädigt zu werden.  

 

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

Zusätzlich ist die Dimension des Mahlspalts noch mit einem Sicherheitsfaktor von 20% beauf-

schlagt, da mit einer geringfügigen Abweichung von den Sollmaßen bei dem Herstellungspro-

zess zu rechnen ist. Nachdem die Abmaße des Mahlspalts definiert wurden, können die Di-

mensionen der Mahlkörper (MK) festgelegt werden. An der breitesten Stelle haben die flos-

senförmigen Mahlkörper einen Mahlkörperdurchmesse (DMK) von 1600 µm. In dem gesamten 

Mahlkörpervolumen können insgesamt 6 Mahl- und Schneidzähne im Rotor und 9 Mahl- und 

Schneidzähne im Stator angeordnet werden. Dadurch ergeben sich pro vollständiger Umdre-

hung des Rotors 12 Mahlzonen (Formel 5). Aus dieser Dimensionsauslegung des Mahlraums 

können im nächsten 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 Zellverbünde von Gewebeproben eingefangen und beansprucht werden 

können, 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 Abhängigkeit des Zielzelldurchmessers xp in einer 

Mahlzone berechnet werden. In Abbildung 36 wurden bespielhaft die zerkleinierungsaktiven 

Volumen einer Mahlzone für die Mahlkörperdurchmesser von 800 µm, 1600 µm und 2400 µm 

für einen Zielzelldurchmesser von 0-120 µm berechnet. 

 

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

Die Auslegung der Dimensionen in Abhängigkeit des Mahlspaltes von 100 µm hat einen opti-

malen Mahlkörperdurchmesser von 1600 µm ergeben. In Tabelle 7 ist eine Übersicht über die 

aktiven Volumina für einen Mahlkörperdurchmesser von 1600 µm, die für die Beanspruchung 

von spezifischen Zielzellgrößen theoretisch zur Verfügung steht. Aus diesen aktiven Volumina 

kann im nächsten Schritt berechnet werden, wie viele Zellen von einem bestimmten Zelltyp im 

Mahlspalt beansprucht werden könnten. Tabelle 7 verdeutlicht, dass das aktive Volumen bei 

einem DMK von 1600 µm ausreichend ist, um für jeden Zelltyp im Bereich von 1-100 µm min-

destens eine Zielzelle beanspruchen zu können. Diese theoretischen Annahmen basieren auf 

einem vereinfachten Gewebemodell, das lediglich einen einzigen Zelltyp umfasst. 
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Tabelle 7: Übersicht der Zellvolumina und Zellgrößen der zu beanspruchten Zelltypen im Bereich bis zu 
100  µm Zelldurchmesser.150 

Zelltyp 
Zell         

volumen 
Zielzell-
größe 

Aktives Volumen 
dmk=1600 µm 

Anzahl beanspruchte Zellen 
im aktiven Volumen 

 [µm³] [µm]  [µm³] [-] 

rote Blutkörperchen 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 Durchgänge der Gewebeprobe 

notwendig sind, um jede Zielzelle in der Probe zu beanspruchen und damit aus der umliegen-

den Gewebematrix zu lösen. 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).151 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) würde es ca. 253 Mahlzonen-

durchgänge benötigen, um theoretisch jeden Hepatozyten zu beanspruchen. Diese 253 Mahl-

zonendurchgänge würde, 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 durchgeführt. 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 können die theoretische Auslegung als valide und sinnvoll für 

die weitere Dissoziationsprotokollauslegung angesehen werden. Eine ausführliche Versuchs-

beschreibung ist in Abschnitt 6.1.4 zu finden. 
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Die Anzahl der beanspruchten Zellen im zerkleinerungsaktiven Volumen können als Grund-

lage für weitere Prozessparameter, wie Beanspruchungsdauer der Gewebeprobe und der Dis-

soziationseffizienz, dienen. Gerade wenn es sich um die Etablierung eines neuen Dissoziati-

onsprotokolls für 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 während des Prozesses 

nicht berücksichtigt. Die Kapazität des Rotor-Stators sollte auf die Viskosität und das Volumen 

des Mediums sowie auf die Art und Menge des zu verarbeitenden Gewebes abgestimmt sein. 

Die Größe der Probe muss vor der Verarbeitung mit dem Rotor-Stator-System klein genug 

sein, um in den Stator gezogen zu werden. Daher müssen die Proben oft vorzerkleinert, ge-

schnitten oder vorfragmentiert werden. 

Neben der Berechnung des zerkleinerungsaktiven Volumens, kann die Berechnung des zer-

kleinerungsaktiven Durchmessers durchgeführt werden. Der Durchmesser des zerkleine-

rungsaktiven Volumens hängt vom Mahlwerksdurchmesser dMK, der Zellgröße x und vom Ab-

stand der Mahlwerke voneinander ab. Dieser Zusammenhang wird mittels Formel 6 ausge-

drückt. 

Mit dieser Formel konnte das Mahlwerk theoretisch auf einen zerkleinerungsaktiven Durch-

messer dakt von 365,51 µm ausgelegte werden. Dieser entspricht weitestgehend dem real ge-

messen Wert von 360 µm mit einer Abweichung von 5,51 µm an dem gefertigten Mahlwerk-

prototyp. Die geringe Abweichung spricht dafür, dass anhand dieses Parameters eine Opti-

mierung und Kennzahl für den Vergleich von verschiedenen Geometrien von Mahlwerksköp-

ern vorliegt. Da in der vorliegenden Arbeit nur eine Geometrie (weitere Mahlwerksgeometrien 

konnten aufgrund der Herstellungskosten nicht realisiert werden) untersucht wird, findet dieser 

Kennwert für 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 Änderung der Rotationsrichtung verschiedene Kräfte in die Gewe-

beprobe eingebracht werden können, wurde das auf die Motorwelle aufgebrachte Drehmo-

ment gemessen. Die Drehmomentdaten geben Aufschluss über die Reibungs- und Scher-

kräfte, die während der Verarbeitung auf das Material einwirken sowie über die Energie, die 

zum Drehen des Rotors im Mahlwerk benötigt wird. Während dem Prozess wird dem Proben-
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material Energie zugeführt, die für die Gewebedissoziation erforderlich ist. Aufgrund des ho-

hen Anteils am Gesamtenergieeintrag wird daher die spezifisch mechanische Energie (SME) 

als Maß für 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 lässt sich aus der Leistungsaufnahme und dem benötigten Drehmoment des Motors be-

rechnen. Zur Berechnung der spezifischen mechanischen Energie, einem skalenunabhängi-

gen Maß für die während des Dissoziationsprozesses in das System eingebrachte Energie, 

wurde die folgende Formel verwendet: 

𝑆𝑀𝐸 =  
𝑀𝐿𝑀𝑎𝑥 × 𝑀𝑜𝑡𝑜𝑟𝑎𝑢𝑠𝑙𝑎𝑠𝑡𝑢𝑛𝑔 × 𝐸𝐺 × (

𝑈𝑃𝑀𝑉𝑒𝑟
𝑈𝑃𝑀𝑀𝑎𝑥𝑖𝑚𝑎𝑙

)

𝐵𝑒𝑙𝑎𝑑𝑢𝑛𝑔
 

Formel 7: Berechnung der spezifischen mechanischen Energie (SME) in [kWh/kg]; Getriebeeffizienz 
EG; Maximale Motorleistung MLMax in [kW]; verwendete Drehzahl in [min-1]; maximal mögliche Drehzahl 
UPMMaximal in [min

-1] Beladung in [kg]; Motorauslastung in [%].152 

Aus der Gleichung wird ersichtlich, dass die spezifische mechanische Energie, die in das Ma-

terial eingebracht wird, hauptsächlich von zwei Größen abhängt: 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 lässt sich feststellen, dass eine Erhöhung der Drehzahl bei gleicher Beladung die Auf-

schlussrate steigert. Jedoch führt dies zu intensiveren Scherbeanspruchungen und einer er-

höhten thermischen Belastung der Gewebeprobe. Eine Erhöhung der Drehzahl kann daher 

nicht unbegrenzt erfolgen. In einem realen Dissoziationsprozess werden die Gewebeproben 

unterschiedlich oft mit verschieden großen Energien beansprucht. Bei der Zerkleinerung in 

Rührwerkskugelmühlen wird nur ein Teil der in den Mahlraum eingetragenen Energie zur Be-

anspruchung der Mahlgutpartikeln genutzt. Ein Großteil dieser Energie wird z. B. durch Rei-

bungsvorgänge an der Mahlraumwand, durch die Fluidverdrängung zwischen sich annähern-

den Mahlkörpern, durch Verformung und Verschleiß von Mahlkörpern oder durch Mahlkörper-

kontakte ohne Beanspruchung von Mahlgutpartikeln dissipiert. Die tatsächliche Energie, mit 

der eine Gewebeprobe während eines Zerkleinerungsprozesses beansprucht wird, ist mess-

technisch nicht erfassbar. Sie hängt unter anderem von den in verschiedenen Zonen der 

Mühle vorherrschenden Beanspruchungsmechanismen ab. Daher wurde eine Methode zur 

indirekten Erfassung der eingbrachten Energie während des Dissoziationsprozesses getestet. 

Diese Methode basiert auf einem integrierten Drehmomentsensor, der während des Dissozia-

tionsprozesses kontinuierlich Informationen über die Integrität 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 Stützwand dienen soll, um mögliche Aufschub-

bewegung zu vermeiden. Eine zweite Kupplung sorgt für die Verbindung zwischen dem Lager 

des Drehmomentsensors und einem Adapter, worauf das Dissoziationsröhrchen aufgesteckt 

wird. Der Testaufbau in Abbildung 37 mit integriertem Drehmomentsensor soll helfen, die Grö-

ßenverhältnisse der auftretenden Kräfte zu bestimmen, die bei den verschiedene Mahl- und 

Schneidvorgängen während dem Dissoziationsprozess auftreten. 

 

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

Zunächst wurden Referenzmessungen durchgeführt, um eventuelle Abweichungen der bela-

denen Dissoziationsröhrchen 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 Möglichkeit, mit jeder Umdrehung das Gewebe 

zu dissoziieren. Dieser Vorgang wiederholt sich fortwährend. Mit fortschreitender Dissoziation 

sinkt die strukturelle Integrität der Gewebeprobe und damit einhergehend ist eine Reduktion 

der Widerstandskraft messbar. Diese Änderung der Kraft wird anhand des Drehmoments-

ensors wiedergeben und aufgezeichnet. Zur systematischen Untersuchung dieser Vorgänge 

während des Mahlprozesses wurde ein Versuchsplan erstellt, um das Drehmoment bzw. den 

SME mit unterschiedlichen Prozessparametern (in Abhängigkeit von Umdrehungsgeschwin-

digkeit und Beladungszustand der Mahlwerke) zu ermitteln (Abbildung 38). Für die Durchfüh-

rung der Experimente wurde ballistische Gelatine (Clear Ballistics LLC, 608729261421) ein-

gesetzt, um die mechanischen Eigenschaften des menschlichen Gewebes annäherungsweise 

zu simulieren und um reproduzierbare Versuchsbedingungen für die sensitive Messung des 

Drehmomentsensors zu gewährleisten. 

Drehmomentsensor
(ETH, DRBK-1)

 

Stepper motor
NEMA 17

Motorkupplung

Sensorkupplung
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Abbildung 38: Arbeitsmatrix der Versuchsanordnung für die Drehmomentmessung am Beispiel Be-
triebsmodus: Scheren/Mahlen.Hierbei wurden in Zeitintervallen von 10 s die Rotatationsrichtung ge-
wechselt. Es wurde eine analoge Arbeitsmatrix für die Betriebsmodi: Mahlung und Scheren erstellt 
(siehe Anhang). Nr. 37-54 stellen jeweils eine Versuchsdurchführung dar. L/S ration stellt das Verhältnis 
von Flüssigkeit (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 begründet. Zu erkennen ist, dass das Drehmoment bei Drehzahlerhöhung 

bei allen Versuchsreihen steigt. Bei der Versuchsdurchführung mit einem frequenten Rotati-

onsmodus (Scheren/Mahlen) wurden die größten Drehmomente bei maximaler Beladung des 

Mahlwerks (300/500 L/S) erzeugt. Ein hoher Beladungszustand erhöhte die Belastung der 

Mahlzähne, aber eine niedrige Umdrehungszahl führte zu einer geringen Dissoziationsleis-

tung. Bei niedrigen Umdrehungszahlen war der Einfluss der verschiedenen Parameter auf das 

Drehmoment deutlicher zu erkennen. Wurde hingegen die Umdrehungszahl erhöht oder das 

L/S-Verhältnis verringert, sank das Drehmomentniveau. Mit der Formel 7 können die gemes-

sen Drehmomentwerte in einen spezifischen mechanischen Energieeintrag überführt werden. 

Hierdurch wird ein Kennwert für den Energieeintrag in eine Gewebedissoziation erzeugt, der 

auch für unterschiedlich verwendete Motoren herangezogen werden kann. 
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Abbildung 39: Bestimmung des Drehmoments und der spezifischen mechanischen Energie bei unter-
schiedlichen Rotationsmodi und in Abhängigkeit unterschiedlicher Rotationsgeschwindigkeiten und Be-
ladungszuständen im Zeitfenster von 0-60 s. 

Bei Voraussetzung eines konstanten spezifischen Energieeintrags muss bei einer Erhöhung 

der Drehzahl die Beanspruchungszahl sinken. Da durch die Erhöhung der Drehzahl auch die 

Anzahl der Beanspruchungsvorgänge pro Zeiteinheit zunimmt, ist dies nur durch eine Verkür-

zung der Versuchsdauer möglich.153 Als Annäherung kann angenommen werden: Je höher 

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 zusätzlichen Produktdurchgängen, zum Beispiel in Zellhomogenisatoren, das Auf-

chlussergebnis merklich verbessern lässt. Die Fortschritte pro Passage und bei Drehrichtungs-

änderungen zwischen Schneiden und Mahlen sind deutlich messbar. Sie werden jedoch beim 

jeweils nachfolgenden Durchgang immer kleiner und nähern sich asymptotisch einem Grenz-

wert an. Hierbei liegt es am ausführenden Nutzer, festzulegen, welche Anzahl von Passagen 

unter wirtschaftlichem bzw. produktspezifischem Aspekt vertretbar sind. Durch die geschlos-

sene Konfiguration des Gewebedissoziators und sequentiellen Drehrichtungsänderungen des 

Rotors, wird das Produkt wiederholt umgewälzt und effizient dissoziiert. Das Verfahren ist 

schnell, und je nach Elastizität der Gewebeprobe werden die gewünschten Ergebnisse in der 

Regel in 60-180 Sekunden erzielt (vollständige Messkurven des Drehmoments und SME im 

Anhang unter Abbildung 74 zu finden). Für 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. Für Versuche mit klinischen Gewebeproben konnte der vorlie-

gende Drehmomentsensor nicht eingesetzt werden, da die Messsensitivität des Sensors für 

die relevanten Gewebeproben nicht ausreichend war, um den Dissoziationsfortschritt über der 

Zeit zu erfassen. Nichtdestotrotz stellt die Bestimmung des SME einen wichtigen Parameter 

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

5.6 Materialauswahl 

Das Material der Einwegkomponenten, die bei der Probenverarbeitung für die Einzelzellana-

lyse, insbesondere in der Einzelzellsequenzierung, verwendet werden, ist ein wichtiger Aspekt, 

der oft vernachlässigt wird. Bedingt durch mechanische Grenzen wie Festigkeit und strö-

mungstechnische Restriktionen, wie Kavitation können in einem Dissoziationsgerät nicht un-

endlich viele Dissoziationszonen mit unendlich hoher Umfangsgeschwindigkeit untergebracht 

werden. Hinzu kommen zusätzliche unerwünschte Nebeneffekte wie z.B. Materialabrieb, die 

für den Einsatz in einer hochregulierten GMP-Produktion nicht vernachlässigbar sind. Durch 

diese Einschränkungen sind die mit Rotor-Stator-Systemen einsetzbare Materialen nicht be-

liebig wählbar. Die Rotor- und Statoreinsätze wurden aus Polycarbonat (PC) hergestellt, um 

die Anforderungen an die chemische und mechanische Stabilität sowie die Kostenanforderun-

gen für ein Einwegprodukt zu erfüllen. Des Weiteren kommt hinzu, dass bei dem Durchlauf 

durch den Mahlspalt ein großer Teil der eingetragenen Energie in Form von Wärme freigesetzt 

wird. Somit kann auch eine Temperaturobergrenze die Anzahl der möglichen Passagen be-

schränken. 

5.7 Temperaturentwicklung 

Um eine mögliche Schädigung der Zellsuspension durch Temperaturerhöhung zu betrachten, 

kann diese näherungsweise berechnet verwendet werden. Hierzu wird die Formel für die spe-

zifische Wärmekapazität verwendet, um die Erwärmung der Suspension durch den Energie-

eintrag des Gewebedissoziators zu berechnen. 

Δ𝑄 [𝐽] = 𝑚[𝑘𝑔] ∙ 𝑐 [
𝐽

𝑘𝑔 ∙ 𝐾
] ∙ Δ𝑇[𝐾] 

Formel 8: Formel für die spezifische Wärmekapazität. ΔQ = Änderung der Wärmeenergie, m=Masse 
des zu erwärmenden Materials; c = spezifische Wärmekapazität, ΔT = Temperaturänderung. 

Die Berechnung erfolgt mittels einiger vereinfachender Annahmen. Die an der Spannungs-

quelle gemessene Leistungsaufnahme des Motors beträgt P=1,7 Watt bei 120 U/min. Diese 

Leistung wird dem Wärmeenergieeintrag gleichgesetzt, obwohl in Wirklichkeit der Wärmeein-

trag niedriger anzusiedeln ist. Zudem wird vereinfachend für die Zellsuspension die von Wär-

mekapazität und Dichte von reinem Wasser angenommen. Die Masse wird für 500 µL Zellsu-

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

𝛥𝑄 = 𝑃 ∙ 𝑡 = 1,7𝑊 ∙ 2 𝑚𝑖𝑛 = 1,7
𝐽

𝑠
∙ 120𝑠 = 204 𝐽 

 

Es ergibt sich mit m=0,0005 kg; ΔQ=204 J; c= 4190 J·kg-1K-1 : 

Δ𝑇 [𝐾] =
Δ𝑄 [𝐽]

𝑚[𝑘𝑔] ∙ 𝑐 [
𝐽

𝑘𝑔 ∙ 𝐾
]

=
204 𝐽

0,0005 𝑘𝑔 ∙ 4190 
𝐽

𝑘𝑔 ∙ 𝐾

= 2,095 𝐾 = 2,095 °𝐶 

Selbst unter der idealistischen Annahme einer vollständigen Umwandlung der aufgenomme-

nen Leistung des Gewebedissoziators in eine Erwärmung der Zellsuspension, ergibt sich eine 

maximale Temperaturerhöhung von etwa 2 °C innerhalb der Dissoziationsdauer. Eine Schä-

digung durch eine stark steigende Temperatur bei zunehmenden Umdrehungszahlen er-

scheint somit unwahrscheinlich. Diese theoretischen Annahmen, konnte experimentell durch 

einen Versuchsaufbau mit einer Wärmebildkamera (Wärmebildkamera FLIR, Teledyne) be-

stätigt werden. Hierbei wurden Gewebeproben mit unterschiedlichen Dissoziationsprotokollen 

prozessiert. Die Temperaturentwicklung wurde während der Dissoziation mit einer Wärmebild-

kamera aufgezeichnet. Die Temperaturentwicklung nach 10 s, 60 s und 100 s sind in Abbil-

dung 40 dargestellte. Es konnte bei keinem Dissoziationsprotokoll eine Temperaturerhöhung 

von über 2 °C festgestellt werden. 

 

Abbildung 40:Temperaturmessung mittels Wärmebildkamera (Wärmebildkamera FLIR IR 320x256 px, 
60Hz) für unterschiedliche Dissoziationsprotokolle. Für die Messung des Temperaturverlaufs wurde 
eine Region of Interest (ROI) im Mahlwerk definiert. 
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Generell sollte der Zellaufschluss nicht länger als notwendig durchgeführt werden, da die ein-

getragene Energie in Wärme dissipiert und so bei unzureichender Kühlung die Suspension bis 

zu einem Punkt erwärmt werden kann, an dem potentiell temperaturinstabile Proteine denatu-

rieren oder Zellschädigungen auftreten können. Ferner können Proteine und Zellen durch 

übermäßige mechanische Beanspruchung ihre Funktion verlieren oder genetische und/oder 

metabolische Reaktionskaskaden auslösen, die die Zellintegrität verändern. 

5.8 Lösungskonzept für 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 für die Dissoziation von Biop-

sien konzeptioniert, der während der Dissoziation die Umdrehungsgeschwindigkeit, Dauer und 

Rotationsrichtung steuert. Die Geschwindigkeit des Motors ist stufenlos regelbar, so dass die 

auf die Gewebeprobe wirkenden Mahl- und Scherkräfte optimal eingestellt werden können. 

Die als Tischgerät ausgeführte Antriebseinheit ist vollständig gekapselt, um den hygienischen 

Anforderungen im Labor zu entsprechen. An der Oberseite des Geräts sind vier Stutzen vor-

handen. In jede dieser Öffnungen kann ein Zentrifugenröhrchen 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 Zentrifugenröhrchens wird durch eine umlaufende Gummilippe 

gegriffen und fixiert. Aseptische O-Ring-Abdichtungen schließen sämtliche verschraubten Ma-

schinenteile zur Produktseite hin ab und verhindern somit versteckte Ablagerungen. Jedes 

Zentrifugenröhrchen kann separat gesteuert und betrieben werden. Das Rotationsprofil des 

Rotors wird computergesteuert ausgeführt, was komplexe und wiederholbare Protokolle er-

möglicht. Die Komponenten dieser Testplattform sind in einer detaillierten Darstellung in Ab-

bildung 41 dargestellt. Das System besteht aus den folgenden Komponenten: Dissoziations-

röhrchen, 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 Gerätes 
erfolgt über 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 können. 

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

höher) Betriebssystem und einer USB-Schnittstelle benötigt, die mit einem Embedded Con-

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

Benutzer wählbare Parameter für Steuerung der Dissoziation, der Anzahl der Rotorumdrehun-

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

sind in folgender Tabelle 8 dargestellt: 

Tabelle 8: Dimensionen und Gewicht der Antriebseinheit. 

 Höhe 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. Präanalytik, Analytik und 

Postanalytik. In der Präanalytik 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 Fehleranfälligkeit von bis zu 60 %154 in der Präanalytik im Vergleich zu der 

Analyse und Postanalyse. Dadurch hat die Präanalytik einen sehr großen Einfluss auf den 

diagnostischen Gesamtprozess und ist entscheidend für die Qualität des Analyseergebnisses. 

An diesem Punkt setzt der in dieser Arbeit entwickelte Lösungsansatz für die mechanische 

und enzymfreie Gewebedissoziation an. In Abbildung 42 ist ein Lösungsansatz für die enzym-

freie und mechanische Gewebedissoziation im Kontext des diagnostischen Gesamtprozesses 

skizziert. Zur Vereinfachung wird der entwickelte Lösungsansatz 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 Zentrifugenröhrchen und Zellfilter, in welchen ein Mahl- und Schneidwerk zur mechani-

schen Dissoziation von Gewebeproben integriert wurde. Durch die Kombination von Zentrifu-

genröhrchen, Zellfilter und Mahl-und Schneidwerk in einem Gefäß, können verschieden Ope-

ration (Gewebedissoziation, Waschen und Filtration durch Zentrifugation) in einem geschlos-

senen System ausgeführt 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 große Ausrüstungen (z. B. Schüttler, Zentrifuge, Vortex-Mixer, automatischer 

Zellzähler), 5-8 verschiedene Instrumente (z. B. Scheren, Klingen, Zellsiebe, Schalen, Röhr-

chen), sowie ~10-15 Pipettierschritte häufig für die konventionelle Verarbeitung von Gewebe 

zu Einzelzellen verwendet 70 (siehe Abschnitt 3.3.3 und 3.3.5). Diese Abfolge von Prozessen 

mit unterschiedlichen Hilfsmitteln bietet eine Kette von Möglichkeiten für Zellverlust, Beschä-

digung und Exposition gegenüber externen Kontaminationen. Im Gegensatz dazu wird in die-

ser Arbeit eine geschlossene sterile Plattform entwickelt, die die Ausrüstung auf ein Minimum 

verringert und die Pipettierschritte deutlich reduziert und sich für eine Vielzahl an Gewebety-

pen eignet (Abbildung 42).  
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Abbildung 42: Schaubild eines idealen Workflows für ein mechanisches und enzymfreies Gewebedis-
soziationsverfahren mit dem Gewebedissoziator -System. 

Im Folgenden wird der Aufbau und die Verwendung des Gewebedissoziators schematisch er-

klärt (Abbildung 43). Das zu untersuchende Gewebe wird in die Mahlkammer eingeführt. Die 

Beladung hängt 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 

Pufferlösung oder Zellkulturmedium von bis zu 800 µL zugegeben. Im nächsten Vorbereitungs-

schritt wird das Zentrifugenröhrchen auf den Deckel gesetzt und verschraubt. Das Röhrchen 

mit dem integrierten Mahlwerk und die Antriebseinheit sind durch eine formschlüssige Verbin-

dung miteinander verbunden. Der Zapfen des Rotors ragt aus dem Deckel heraus und muss 

auf die Antriebswelle der Antriebseinheit aufgesteckt werden. Der Befestigungsstutzen für das 

Dissoziationsröhrchen ist so gestaltet, dass das Zentrifugenröhrchen fest positioniert und fi-

xiert ist. 
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Abbildung 43: Arbeitsablauf des Gewebedissoziators.145 (a) Der Rotoreinsatz wird in den Deckel des 
Zentrifugenröhrchens eingesetzt. (b) Die Gewebeprobe wird in den freien Raum zwischen den Rotor-
zähnen eingebracht und mit Zellkulturmedium versetzt. (c) Der Statoreinsatz wird in ein Standard-Ny-
lonzellensieb eingesetzt. (d) Im nächsten Vorbereitungsschritt, wird das Zentrifugenröhrchen auf den 
Deckel gesetzt und mit diesem verschraubt. (e) Dissoziationsröhrchen und Tischgerät werden durch 
eine formschlüssige Verbindung verbunden. 

In Abbildung 44 wird die Prozessübersicht mit dem Gewebedissoziator -System noch detail-

lierter in Bezug auf die benötigten Materialien und Pipettierschritte, beschrieben. Die Prozess-

schritte der Probenvorbereitung, der Transfer der Proben in das Probenröhrchen, die Dissozi-

ation und Zentrifugation umfassen insgesamt fünf Pipettierschritte. 

 

 

 

Abbildung 44: Prozessanalyse des enzymfreien und mechanischen Gewebedissoziators. 

 

 

 

 

(a) (b) (c) (d) (e)

Prozessschritt Beschreibung Materialien Pipettierschritte Dauer 

Probenvorbereitung 

Auswahl + Isolierung des Organs    

Entfernung von nekrotischem 

Gewebe 

  30sec. -1min 

Gewebe in kleine Stücke 

schneiden 

  30sec. -1min 

Waschen mit DPBS  -Hinzufügen DPBS 

-Entfernen von DPBS 

2 20sec. 

Probenröhrchen 
Übertragung der Gewebestücke in 

einen Zerkleinerer 

  20sec. 

 Puffer hinzufügen  1 5sec. 

Dissoziation    3-4min. 

Zentrifugation 
Remove supernatant and 

resuspend cells 

-Entfernen des Überstands 

-Resuspendierung 

2 5min. 20sec. 

  Total 5  
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Tabelle 9 gibt einen Überblick über die Prozessparameter und Gerätespezifikationen des Ge-

webedissoziators. 

Tabelle 9: Gesamtsystem Spezifikationen des Gewebedissoziators. 

Spezifikationen  

Beladung 4 Röhren parallel, individuelle und unabhängige Bearbeitung möglich 

Zellsieb 40, 70, 100 µm Maschenweite 

Plattform Standard 50 ml konische Zentrifugenröhrchen 

Probenvolumen 5-400 mg Gewebe plus 500-700 µl Puffer / Zellkulturmedium 

Drehzahl Mahlwerk Arbeitsbereich 1-30 U/min; max. 110 U/min 

Modus der Rotation Scheren, Mahlen und Scheren/Mahlen 

 

Während sich das bisherige Lösungskonzept mit der Integration in ein Laborformat, der Aus-

legung der Mahlwerksdimensionen und des zerkleinerungsaktiven Volumens beschäftigt, ist 

es im nächsten 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 aufgeschlüsselt in Zeitaufwand pro Prozessschritt und die Kosten pro Probe für 

eine bestimmte Dissoziationsmethode.  

5.9.1 Pipettierschritte pro Prozessschritt im Kontext des Kontaminationsrisikos 

Eine Kontamination liegt vor, wenn eine unerwünschte Substanz vorhanden ist. In der Biologie 

kann es sich dabei zum Beispiel um unerwünschte Bakterien, DNA, RNA und Proteine han-

deln. Eine Möglichkeit, eine Kontamination von Laborproben zu vermeiden, besteht darin, be-

stimmte Aspekte des Prozesses zu automatisieren. Durch erhöhte Automatisierung und In-

tegration von Prozessschritten kann auch die Anzahl der benötigten Pipettierschritte deutlich 

reduziert werden. Wie bereits in Abschnitt 3.2.1 gezeigt, steht die Anzahl der Pipettierschritte 

in direktem Verhältnis mit dem Kontaminationsrisiko. In Abbildung 45 ist eine Übersicht über 

die Anzahl der benötigen Pipettierschritte für verschiedene Gewebedissoziationsmethoden 

dargestellt. Die enzymatischen Verfahren benötigen mit der Explantmethode die höchste An-

zahl an Pipettierschritten (12 bzw. 13 Pipetttierschritte). Im Vergleich dazu benötigen die ma-

nuelle Methode und der Gewebedissoziator nur 5 Pipettierschritte. Als Grundlage für die Ana-

lyse der Prozesse wurden repräsentative Dissoziationsprotokolle ausgewählt. 
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Abbildung 45: Anzahl der Pipettierschritte pro Gewebedissoziationsmethode. Als Datengrundlage der 
Prozessanalyse wurden repräsentative 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 möglichst 

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 höchsten Zeitaufwand mit 28 und 39 Minuten. Dies entspricht einer ca. 4-

fach längeren 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 zeitaufwändigste Schritt bei den enzymatischen Methoden ist. Diese 

kann bei anderen Enzymzusammensetzungen auch mehrere Stunden betragen. Durch die 

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

gen ist. Dies führte zu einer erheblichen Verkürzung der Verarbeitungszeit. 

 

 

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

5.9.3 Kosten pro Dissoziationsmethode 

Die Kostenanalyse der Dissoziationsverfahren wurde durchgeführt, indem die Gesamtkosten 

für die Durchführung der verschiedenen Methoden summiert wurden. Diese Kosten setzten 

sich aus den handelsüblichen Materialkosten für sämtliche Verfahren zusammen, einschließ-

lich Objektträgern und Pipettenspitzen. Ebenso wurden die geschätzten Personalkosten unter 

Berücksichtigung eines angenommenen Stundensatzes von 18 € pro Stunde (netto) sowie der 

Anschaffungspreis für 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 Dissoziationsröhrchen auch bei moderatem Probendurchsatz kosteneffi-

zient, zeichnet sich durch einfache und sichere Handhabung aus und erfordert kein geschultes 

Personal. 

 

 

 

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

Im nächsten 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 Einsatzfällen der 

entwickelte Gewebedissoziator validiert wird.   
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6 Validierung 

Das konkrete Ziel der Validierung des Gewebedissoziators ist die Abgrenzung zum manuellen 

und enzymatischen Dissoziationsprozess bezogen auf Funktionalität, Effizienz und Interope-

rabilität 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-

qualität verringern. Erste Ergebnisse mit dem in dieser Arbeit entwickelten System haben ge-

zeigt, dass mit dieser Methode viable Einzelzellen aus Gewebeproben gewonnen werden kön-

nen.145 Ziel dieses Vorhabens ist daher die Durchführung von Testreihen mit definierten Ge-

webetypen, die eine repräsentative Auswahl an klinischen Proben darstellen. Mit diesem De-

monstrator sollen dann im Rahmen der Validierung vor allem folgende Prozessparameter be-

stimmt werden: Dissoziationseffizienz, Viabilität und Zellausbeute. In Abbildung 48 ist der ge-

fertigte Prototyp des Dissoziationsröhrchen und der Antriebseinheit, die für die Validierung 

verwendet wurden, dargestellt. 

A) 

 

B) 

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

Die Validierung des Demonstrators mit klinischen Proben erfolgt in mehreren Stufen. So wer-

den einerseits die jeweiligen Teilsysteme hinsichtlich ihrer Leistungsfähigkeit (z.B. Zellviabilität 

und Zellausbeute) charakterisiert und getestet. Im Rahmen der Integration werden anderer-
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seits Trockentests der Systemabläufe durchgeführt und schlussendlich soll das integrierte Ge-

samtsystem mit klinischen Proben, unter möglichst praxisnahen Bedingungen getestet und die 

Leistungsfähigkeit demonstriert werden. 

Aufgrund der extremen Vielfalt an in der Praxis eingesetzten Probenarten und Probenmerk-

malen sowie den vielfältigen analytischen Fragestellungen und ihrer Zielmoleküle werden für 

die Entwicklung im Rahmen dieser Arbeit folgende repräsentativen Zell- und Gewebeproben 

gewählt: 

Tabelle 10: Übersicht verwendetes Probenmaterial für die Validierung. 

Probenmaterial Gewebe-/Zelltyp Art Hersteller/Herkunft 

CHO-K1 Zelllinie Hamster 
Thermo Fisher Scientific 

(514448) 

Milz Primärmaterial Maus Tierhaus* UMM  

Leber Primärmaterial Maus Tierhaus* UMM  

Sinovialhaut Primämaterial  Schwein Schlachter 

Tumor  Primärmaterial  Mensch Chirurgie** UMM  

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

 

Diese Gewebearten unterscheiden sich in Struktur und mechanischen Eigenschaften und stel-

len somit eine repräsentative Bandbreit für den klinischen Anwendungsbereich für das zu ent-

wickelnde mechanische Aufschlussverfahren dar. Die Ergebnisse der Untersuchung in diesem 

Kapitel bilden die Grundlage für die finale Konfiguration des Probenträgersystems und für die 

Auswahl der Aufschlussparameter in Abhängigkeit der Proben und Zielzellen der jeweiligen 

angestrebten Anwendung und Analyse. 

6.1 Zellqualität 

Der erste Schritt zur Einzelzellanalyse ist die Gewinnung von Zellen aus einer Gewebeprobe. 

Um anhand von Einzelzelldaten Rückschlüsse auf die Funktion eines Organs oder sogar eines 

ganzen Organismus ziehen zu können, ist es von entscheidender Bedeutung, dass die Zellen 

repräsentativ für 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 Zentrifugenröhrchen entnommen. Um über die Qualität der Gewebedissoziation zu 

entscheiden, werden an den generierten Einzelzellproben weitere Untersuchungen durchge-

führt, unter anderem mikroskopische und molekularbiologische Analyseverfahren. Vor den 
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nachfolgenden Untersuchungen müssen die Einzelzellsuspensionen in den meisten Fällen ge-

waschen und verdünnt werden, um einzelne Zellen sichtbar zu machen und Zelldebris zu ent-

fernen. Eine Auswertungsmethode ist die Viabilitäts- und die Gesamtzellzahlbestimmung mit-

tels Neubauer Zählkammer. Zusätzlich wurde zu Beginn der Versuchsreihe noch eine Aus-

wertung mittels Massenausbeutenbestimmung durchgeführt. Hierbei werden Gewebe und 

Puffer einmal vor Beginn der Dissoziation gewogen. Eine zweite Massenbestimmung erfolgt 

nach der Dissoziation und Entnahme der Suspension aus dem Reaktionsgefäß (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 Abhängigkeit von ver-

schiedenen Betriebsbedingungen, Zielzelltypen und Applikation durchzuführen. Dies ermög-

licht es, eine Gesamtübersicht über die Leistungsfähigkeit, Leistungspotentiale und Limitatio-

nen des entwickelten Gesamtsystems zu erfassen. Ein entscheidendes Ziel eines jeden Ge-

webedissoziationsprotokolls ist es, möglichst viele lebensfähige Zellen für die nachfolgende 

Bearbeitung und Analyse zu gewinnen. Mehrere Protokollparameter können das Ergebnis der 

Gewebedissoziation beeinflussen, z. B. die Tierart, der Gewebetyp, Temperatur, usw. (siehe 

Abschnitt 3.2.1). Parameter, die beeinflusst werden können, werden empirisch bestimmt und 

optimiert, um die Ausbeute und Lebensfähigkeit der Zellen zu maximieren. Aufgrund der spe-

zifischen Leistungseintragsberechnungen mit dem entwickelten Mahlwerk, unter zur Hilfe-

nahme der theoretischen Betrachtung, wurden folgenden Protokolle ausgewählt, die den kom-

pletten Leistungsbereich des Systems abdecken. Dadurch wird eine vollständige Leistungs-

betrachtung des entwickelten Gewebedissoziators möglich. 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 für die Gewebedissozi-

ation bereitsteht, ab. 
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Abbildung 49: Übersicht über die verwendeten Dissoziationsprotokolle zur Demonstration der Leis-
tungsfähigkeit des entwickelten Systems.  

6.1.1 Überprüfung der Dissoziationsleistung unterschiedlicher Mahlwerksvarianten 

Im ersten Schritt wird die Auswirkung von unterschiedlich hergestellten Mahlwerken (Frästeil 

oder Spritzgussteil) auf die Dissoziationsleistung getestet, um die Zellintegrität für die folgen-

den Versuche zu gewährleisten. Getestet wurden ein Mahlwerk, welches mittels Fräse herge-

stellt wurde und ein Mahlwerk, welches mittels Spritzgussverfahren hergestellt wurde. Das 

Fräsverfahren ist sehr präzise zur Herstellung von feinen Strukturen, eignet sich jedoch nicht 

für die Massenproduktion, daher wurden die beiden Mahlwerksvarianten getestet, um sicher-

zustellen, dass keine unerwarteten Effekte in Bezug auf die Zellqualität verursacht werden, 

wenn die Mahlwerke in größerer Stückzahl im Spritzgussverfahren gefertigt werden. Hierzu 

wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Modellsystem mit CHO-K1-Zellen etabliert, um die Bedin-

gungen für die Viabilitäts-, Zellintegritätstest und die Auswirkung auf die Dissoziationergeb-

nisse zu ermitteln, bevor das Verfahren an primärem Gewebe getestet wird. 
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Die verwendeten Mahlwerke unterscheiden sich zunächst einmal in ihrer Fertigungsweise, 

wodurch zwischen Frästeilen und Spritzguss differenziert werden kann. Spritzgussmahlwerke 

werden hergestellt, indem Maschinen flüssigen Kunststoff in ein speziell angefertigtes Spritz-

gusswerkzeug, eine Negativform des Bauteils, spritzen. Der Vorteil liegt darin, dass sie kos-

tengünstig, in großen Stückzahlen, gefertigt werden können. Frästeile dagegen werden als 

Präzisionsteile angesehen, deren Toleranzen sich bei der Herstellung sehr genau kontrollieren 

lassen. Sie werden über ein spanendes Verfahren hergestellt, wobei Vollmaterial mittels un-

terschiedlicher Werkzeuge abgetragen wird. In Abbildung 50 wird deutlich, dass sich Abwei-

chungen in der Maßhaltigkeit vom Frästeil zum Spritzgussprozess ergeben. 

 

Abbildung 50: CT-Scan von Fräs- und Spritzgussmahlwerk. Eine Auflösung von 0.1 Millimeter wurde 
mit ein Werth TomoScope HV500 erzielt. Abweichung zum Sollmass des Frästeils sind in rot dargestellt. 

Diese Abweichungen können die Leistungsfähigkeit, aber auch die Handhabung der im Spritz-

gussverfahren hergestellten Mahlwerke, negativ beeinflussen. Da es jedoch keine Alternative 

für den Spritzgussprozess in Bezug auf Herstellungskosten gibt, wurde das Spritzgussmahl-

werk nachgearbeitet, um sich dem Frästeilmaßen in Bezug auf die Toleranzen wieder anzu-

nähern. Im ersten Schritt wurde nun die Vergleichbarkeit von Fräs-, Spritzgussteil und nach-

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

Zunächst wurde eine Gesamtbestimmung der Zellzahl durchgeführt. Für die Bestimmung der 

Zellkonzentration und Viabilität wurde das automatisierte Zellzählgerät (Countess 3 Thermo 

Fisher) verwendet, welches sich für etablierten Zellkulturen, wie bei einer CHO-K1 Suspensi-

onskultur, eignet. 800 µl 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-

abilität und Zellausbeute vor und nach dem Dissoziationsprotokoll durchgeführt. Das Ziel die-

ses Versuches bestand darin, den Einfluss auf die Zellviabilität, Zellausbeute und Zellintegrität 

von Suspensionskulturen hinsichtlich unterschiedlicher Mahlwerke in Bezug auf Herstellungs-

verfahren und Nacharbeiten (händisches entgraten der Spitzgussmahlwerke), zu untersuchen. 

Hierbei kam das gefräste 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. Zunächst wurde die Zellkon-

zentration hinsichtlich der einzelnen Protokolle separat betrachtet. Hierbei ergibt sich für das 

Soft-Protokoll eine durchschnittliche Zellkonzentration von 7,86E+06 Zellen/ml. Für das Me-

dium Protokoll eine Konzentration von 7,45E+06 Zellen/ml und für das harsh Protokoll eine 

Zellkonzentration von 7,21E+06 Zellen/ml. Neben der Zellkonzentration wurde ebenfalls eine 

Gesamtbestimmung der Zellviabilität hinsichtlich der einzelnen Mahlwerke durchgeführt. Um 

einen Referenzwert für die Zellausbeute und Zellviabilität zu erhalten, wurde ebenfalls eine 

Gesamtzellzahlbestimmung und eine Viabilitäts-Bestimmung bei der zuvor entnommenen 

Zellsuspension aus der Stammlösung durchgeführt. Diese Suspensionsprobe wurde als Kon-

trolle nicht mit einem Dissoziationsprotokoll beansprucht. Bei dieser Versuchsreihe wurde 

ebenfalls überprüft, ob sich bei unterschiedlichen Mahlwerken eine unterscheidbare Zellgrö-

ßen-Verteilung bestimmen lässt. In der Abbildung 51 ist erkennbar, dass sich die Durch-

schnittsgröße der lebenden Zellen kaum zwischen den unterschiedlichen Protokollen unter-

scheidet. Die Größe der lebenden CHO-Zellen beläuft sich gemittelt auf einen Wert von 12,92 

μm, wohingegen die Größe der toten Zellen 9,64 μm betrifft. Wie dem Diagramm der Gesamt-

bestimmung der Zellviabilität zu entnehmen ist, können keine Unterschiede hinsichtlich der 

verschiedenen Mahlwerke erkannt werden. Die Zellviabilität wurde bei allen Proben mithilfe 

des Zellzählers bestimmt. Es wurde eine Viabilität der Zellen von ca. 98 % gemessen. Zusam-

menfassend ist festzustellen, dass sich keine negativen Effekte der Spritzgusshergestellten 

Mahlwerke in Bezug auf Zellausbeute, Zellviabilität und Zellgrößenverteilung eingestellt ha-

ben. 
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Abbildung 51: Bestimmung des Einflusses von Fräsmahlwerk, Spritzgussmahlwerk und modifiziertes 
Spritzgussmahlwerk auf die Dissoziation. A) Mikroskopische Aufnahmen der untersuchten Mahlwerks-
varianten. Einfluss der unterschiedlichen Mahlwerke auf die B) Zellgröße, C) Zellausbeute und D) Via-
bilität von CHO-K1Suspensionszellen wurde mit unterschiedlichen Dissoziationsprotokollen getestet. 
Die Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler dargestellt. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler 
von mindestens drei unabhängigen Experimenten dar. 
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Nachdem eine Schädigung der Zellen durch die nachgearbeiteten Mahlwerke ausgeschlossen 

worden ist, wurden diese Mahlwerke auch für die weiteren Versuche verwendet. Im nächsten 

Abschnitt folgen erste Versuch der Mahlwerksvarianten mit Primärmaterial, um den Auf-

schlussgrad von Leberproben in Abhängigkeit von unterschiedlichen Gewebemengen zu be-

stimmten. 

6.1.2 Bestimmung der Dissoziationseffizienz 

Eine effiziente Gewebedissoziation bedeutet, dass das Gewebe zügig und vollständig getrennt 

werden kann, ohne dabei unerwünschte Schäden zu verursachen. Dies ermöglicht es, Ge-

webe schnell und genau zu analysieren oder zu isolieren. Zunächst 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 gefrästen Mahlwerks durchge-

führt. Dabei wurde eine Gewebemenge von 100 mg verwendet und sowohl das soft als auch 

das harsh Protokoll angewandt. Eine Variation der Dissoziationsprotokolle führt zu keiner Ver-

änderung des Aufschlussgrads bezogen auf die unterschiedlichen Mahlwerke und die Aus-

gangsprobe. Dies wird bestätigt 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 Fräsmahl-

werks und des Spritzgussmahlwerks sind die Zellpopulationen der Hepatozyten mit einer cha-

rakteristischen Zellgröße von ca. 25-40 µm klar erkennbar.  
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Abbildung 52: Vergleich Fräs- und modifiziertes Spritzgussmahlwerke mit Primärmaterial. A) Dissozia-
tionseffizienz in Abhängigkeit 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 Größe von 25-40 μm in beiden Mahlwerksvari-
anten.Schwarzer Messbalken = 100 µm. 
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Nach der Feststellung, dass das im Spritzgussverfahren hergestellte Mahlwerk weder die Le-

bensfähigkeit noch die Integrität der Zellen in Suspensionskulturen oder bei Verwendung von 

Primärmaterial beeinträchtigt, wurde das modifizierte Spritzgussmahlwerk für die folgenden 

Experimente verwendet. Des Weiteren wurde mit den Zellfiltern der Porengröße 70 μm wei-

tergearbeitet, um eine bessere Vergleichbarkeit für weitere Versuche mit dem Benchmark-

Gerät gentleMACS® zu gewährleisten, welches ebenfalls Zellfilter mit einer Porengröße von 

70 μm 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 Zuständen beeinflusst wird. Durch die Untersuchung von Milzgewebe können 

Wissenschaftler mehr über 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 für die Dissoziation von 

Milzgewebe beschrieben. Bei diesem Ansatz wurde Milzgewebe durch ein angepasstes Pro-

tokoll dissoziiert, um eine möglichst 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 zellulären Verunreinigungen zu entfernen. An-

schließend erfolgte die mechanische Dissoziation, gefolgt von der Zentrifugation. Daraufhin 

wurden die Zellausbeute und die Zellviabilität bestimmt sowie eine qualitative Bewertung des 

Grads der Einzelzellbildung durchgeführt. Die manuelle Vergleichsmethode155 bestand -in ei-

nem weit verbreiteten Ansatz- darin, eine vorzerkleinerte Milz mit minimaler Kraftanwendung 

mittels einem weichen Gummispritzenkolben durch ein 70 μm Zellsieb zu drücken. Die Ergeb-

nisse zeigen, dass die Dissoziation mit dem Gewebedissoziator eine höhere Viabilität 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. 

 



Validierung 
   

 
94 

 

A)  

 
 

B)  

  

C)  

  

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

Primäre menschliche Leberzellen können die vollständige Leberfunktionalität in vivo wider-

spiegeln, weshalb sie für die pharmakologische und toxikologische in vitro-Forschung von gro-

ßer Bedeutung und zu einem wichtigen Modellsystem für die klinische Forschung macht. Da 

der Zugang zu menschlichen Leberproben begrenzt ist, werden häufig Leberproben von Mäu-

sen als Alternative verwendet, die gleichzeitig die Möglichkeit bietet, Arzneimittel in vitro zu 

testen. Hinzu kommt, dass die Leber ein relativ weiches Material ist, was sie zu einem geeig-

neten Gewebe für die Prüfung des schonenden Gewebeaufschlusses mit dem Gewebedisso-

ziator macht. Für die Herstellung einer primären Zellkultur wurde eine teilautomatisierte me-

chanische Dissoziation mit dem Gewebedissoziator und eine enzymatische Dissoziation mit 

dem gentleMACS® durchgeführt. Daher wurden die generierten primären Zellen auf ihre Le-

bensfähigkeit und Zellausbeute analysiert. Für die Analyse wurden die beiden unterschiedli-

chen Zellzählmethoden Neubauer-Zählkammer und Nucleocounter verwendet. Da die Unter-

scheidung zwischen Zelltrümmern und echten Zellen in einer primären Zellkultur schwierig ist, 

wurde die manuelle Neubauer-Zählmethode zusätzlich mit dem automatischen Nucleocounter 

verglichen. Das verwendete experimentelle Dissoziationsprotokoll für den Gewebedissoziator, 

in Bezug auf die Gewebeinputmenge und Zentrifugationsparameter, wurde durch Vorversuche 

mit variierenden Prozessparametern ermittelt.156 Parallel wird der enzymatische Dissoziations-

verlauf mittels gentleMACS® als Benchmark mitgeführt. In Abbildung 54 ist erkennbar, dass 

das Gewicht von 150 mg mit einer Zellausbeute von 2,66E+08 Zellen mg-1 und einer Viabilität 

von 96,59 % das beste Ergebnis der Zellausbeute und Zellviabilität lieferte. Ein geringeres 

Probengewicht von 50 mg liegt mit einer Zellausbeute von 2,48E+08 Zellen mg-1 vor. Dagegen 

ist bei einem erhöhten Probengewicht von 300mg eine deutlich geringere Zellausbeute fest-

stellbar. Nach der Bewertung der zellulären Lebensfähigkeit und Ausbeute wurde die Einzel-

zellsuspension auf die Dissoziationseffizienz untersucht, der durch die Differenz zwischen dem 

Eingangsgewicht und dem nach der Verarbeitung in den Röhrchen verbleibenden Gewebe 

definiert ist.  
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Abbildung 54: Ergebnisübersicht 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 Viabilität der Leberprobe nach der Dissoziation. 
Die Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler dargestellt. Fehlerbalken stellen den Standardfehler aus 
mindestens drei unabhängigen 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 Elastizitätsskala (Absatz 2.2) be-

findet. Die Sinovialis ist von Gefäßen, Nerven und elastischen Fasern durchsetzt. Charakte-

ristisch für die Morphologie der Sinoviozyten sind lange zytoplasmatische Ausläufer, mit denen 

sie sich untereinander verbinden. So können Zellen aus der obersten Schicht mit entfernteren 

Zellen in Verbindung treten. 

Um Sinovialiszelle aus den Gewebeproben (Schwein) zu gewinnen, wurden diese zunächst 

großflächig mit 70-prozentigem Isopropanol abgesprüht und unter der Sicherheitswerkbank 

seziert. Dazu wurde die Sinovialis freipräpariert, indem die noch anhängenden Fett- und 

Fremdgewebeschichten auf der Gelenkkapsel weitestgehend entfernt wurden, ohne dabei die 

Sinovialis zu beschneiden. Die anschließend flächig abgetragenen Sinovialmembran wurde 

zweifach in PBS -/- gewaschen und für die weitere Verarbeitung in wenige Millimeter große 

Stücke zerteilt. Diese Stücke wurden in das Mahlwerk des Gewebedissoziators überführt und 

verarbeitet. Für die enzymatische Gewebedissoziation ist zunächst das Gewicht der zerklei-

nerte Sinovialisstücke pro Ansatz auf ein Gramm gemessen worden. Anschließend wurden 

diese Gewebeproben mit einer enzymatischen Mixtur bestehend aus 10ml einer 0,2%igen 

Kollagenase-I-Lösung (bei 200 U/mg) aus RPMI 1640 (Rosell Park Memorial Institute) + HE-

PES (Hydroxyethylpiperazinylethansulfonsäuren) + L-Glutamin mit 10%igem fetalem Bovinse-

rum und einem Prozent Penicillin/Streptomycin versetzt. Dieser Ansatz wurde über Nacht bei 

37° C und 60 Umdrehungen pro Minute auf einem Schüttler inkubiert. Nach 24 Stunden konnte 

die Suspension durch einen Zellfilter mit einer Porengröße von 70 μm abzentrifugiert werden 

und mit einer Zellkonzentration von 5,0E+05 Zellen ml-1 in einer Gelatine-beschichteten T25-

Zellkulturflasche und 5ml RPMI 1640 + HEPES + L-Glutamin mit 10% fetalem Bovinserum und 

einem 1% Penicillin/Streptomycin ausgesät 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 Verhältnis spiegelt sich ebenfalls in der gemesse-

nen Zellausbeute wider. 
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Abbildung 55: Ergebnisübersicht der Gewebedissoziation mit Sinovialgewebe. A) Sinovial-spezifisches 
Profil des Gewebedissoziationsprotokolls 157. B) Darstellung der Beladung des Mahlwerks mit Sinovial-
proben vor und nach der Dissoziation. C) Darstellung des Aufschlussgrads. Zellausbeute und Viabilität 
nach der Dissoziation. 
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chige fibroblast like synoviocytes (FLS)-Kulturen zu sehen. Die Zellen sind in beiden Kulturen 

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

homogenen Verband mit langen zytoplasmatischen Ausläufern.  

Um die Identität der Zellen nachzuweisen, wurde der spezifische Oberflächenmarker Cadhe-

rin-11 der FLS mittels AlexaFluor™ 488 konjugiertem Anti-CDH11 grün angefärbt. Zusätzlich 

wurde die DNS mit Hoechst® 33342 FITC blau markiert, um einen Kontrast zu bilden und 

Zellen von Fragmenten sowie Artefakten unterscheiden zu können. 

In Abbildung 56 ist die grüne Fluoreszenzfärbung der Cadherin-11 Oberflächenmoleküle deut-

lich zu erkennen. Die Analyse der Zellen in allen durchgeführten Versuchen lässt darauf schlie-

ßen, dass es sich um Synoviozyten handelt. Hierzu wurden Zellen aus enzymatisch und me-

chanisch dissoziierten Kulturansätzen angefärbt. Zweiwöchige Kulturen wurden ebenfalls an-

gefärbt. 

 

Abbildung 56: Fluoreszenzfärbung der Cadherin-11 Oberflächenmoleküle der generierten Einzelzellen. 
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umgesetzten Resazurins in RFU (relative fluorescence units) wieder und steht in einem direk-

ten Verhältnis zur Stoffwechselaktivität der Zellen. Für die Positivkontrollen der Sofortkulturen 

wurden FLS aus einer zweiwöchigen Kultur, die enzymatisch aufgeschlossen wurden, verwen-

det. Für die Positivkontrollen der zweiwöchigen Kulturen wurden ebenfalls enzymatisch auf-

geschlossene zweiwöchige Kulturen verwendet, welche aber in Medium mit doppeltem FBS-

Anteil (20 %) kultiviert wurden. Die Negativkontrollen bestanden jeweils aus zweiwöchigen, 

enzymatisch aufgeschlossen Kulturen, zu denen je fünf Mikroliter Staurosporin pro Well zuge-

geben wurden, um die Zelle abzutöten. 

Abbildung 57 zeigt die Viabilität der Sinoviozyten nach 24 Stunden. Bei der Betrachtung der 

Balkendiagramme zeigten sich bei den enzymatisch dissoziierten Proben marginal größere 

Viabilitätswerte. In den Untersuchungen der zweiwöchigen Kulturen zeigt sich ein ähnliches 

Gesamtbild wie in denen der Sofortkulturen. Für 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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A) 

 

B) 

 

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

Das nächste Ziel war es, die Leistung des Spritzgussmahlwerks mit verschiedenen Gewebe-

proben von Mäusen zu testen (Interne Anzeige Universitäts Medizin Mannheim, Aktenzeichen 

I-17/12). Zur Bewertung der Leistungsfähigkeit 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.156,158 Für die mechanische Dissoziation mit dem Gewebedissoziator wurden die Or-

gane gründlich 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 

für 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 durchgeführt, wie in145,159 beschrieben. Die Gewebeprobe 

wurde in kleine Stücke von etwa 1-2mm geschnitten und mit 800 μl DMEM, ergänzt mit 2 % 

FBS, in die Rotoreinheit des Gewebedissoziators gegeben. Die Rotoreinheit wurde im Deckel 

eines 50-ml-Falcon-Röhrchens positioniert. Der Statoreinsatz mit einem 70-μm-Zellsieb wurde 

auf die Rotoreinheit gesetzt. Ein 50-ml-Falcon-Röhrchen wurde auf den Deckel gesetzt, ver-

schraubt und auf die Gewebedissoziator-Antriebseinheit aufgesetzt (Abbildung 43). Nach dem 

Mahlvorgang wurde das Falcon-Röhrchen auf ein Gestell umgedreht, geöffnet und das Zell-

sieb mit 5 ml DMEM, 2 % FBS, gewaschen. Der Durchfluss wurde in ein 15-ml-Falcon-Röhr-

chen überführt und 8 Minuten lang bei 300 x g zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand 

abgesaugt und das Zellpellet mit 2 ml PBS, 2 % FBS gewaschen, durch ein FACS-Röhrchen 

mit einer Zellsiebkappe geleitet und 5 Minuten lang bei 300 x g zentrifugiert160. 
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Abbildung 58: Vergleich der Viabilität bei mechanischer und enzymatischer Dissoziation. Die Lebensfä-
higkeit der Zellen wurde mit Propidiumiodid bestimmt (für Gewebedissoziator-Daten Niere und Magen: 
n=3, Pankreas n=2; für enzymatische Dissoziation Niere, Pankreas und Magen: n=1; alle anderen Or-
gane n=2). 

Insgesamt wurden 10 verschiedene murine Gewebe verarbeitet. Die Lebensfähigkeit betrug 

in den gewonnen Einzelzellen 70-90 % (Abbildung 58). Die Zellausbeute war vergleichbar zur 

enzymatischen Dissoziation und gewebeabhängig. Es wurde festgestellt das gerade die Zell-

ausbeute bei der enzymatischen Methode teilweise höher 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 materialaufwändiger. In Abbildung 59 sind die Zellausbeuten für die 

prozessierten Mausgewebeproben dargestellt. 

Viabilität [%] 

Biologische Replikate

Niere 98.07 94.90 97.16

Magen 96.48 98.06 82.99

Pankreas 99.52 91.75

Human Organoids 78.86

Gewebedissoziator
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Abbildung 59: Vergleich der Zellausbeute bei mechanischer und enzymatischer Dissoziation. Anzahl 
der Zellen pro mg verarbeitetes Gewebe, bestimmt durch Zellzählung mittels Neubauerzählkammer (für 
Gewebedissoziator -Daten Niere und Magen: n=3, Pankreas n=2; für 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 Anwednungsfällen valdiert wird. Unter Real-

bedingungen soll damit die Tauglichkeit des Systems und die Vorteile gegenüber dem Stand 

der Technik gezeigt werden. Durch den Test des aufgebauten Demonstrators und dessen Er-

probung in klinisch relevanten Einsatzfällen mit repräsentativen Gewebeproben, wird der 

Nachweis der technischen Machbarkeit erbracht und eine Überprüfung und Bewertung der 

Forschungsarbeit ermöglicht.  

Zellausbeute [Zellen/mg]

Biologische Replikate

Niere 9,54E+04 3,45E+04 5,09E+05 3,81E+05

Magen 3,75E+03 1,83E+03 4,88E+03

Pankreas 2,41E+04 3,09E+04

Herz 4,77E+04 3,79E+04

Gewebedissoziator
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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 können verbessert werden, wenn 

sie auf reine Einzelzellpopulationen (z. B. Tumorzellen ohne kontaminierende Stromazellen) 

oder auf Einzelzellebene (DNA/RNA-Sequenzierung) angewendet werden. Die überwiegende 

Mehrheit dieser Technologien benötigt einzelne und möglichst unversehrte Zellen für den Ana-

lyseprozess. Entscheidende Voraussetzung für die High-End-Analytik ist daher, die Zellen 

möglichst 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 für 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 für Leberge-

webe, soll der Gewebedissoziator mit dem enzymatischen Verfahren des gentleMACS®, als 

Benchmark-Gerät, verglichen werden. Um die Anwendbarkeit des Demonstrators zu zeigen, 

wurde die Viabilität, die Zellausbeute und der Dissoziationsgrad von murinen Leberproben 

überwacht. Frisch isoliertes murines Lebergewebe wurde in RPMI-Medien ins Labor transpor-

tiert und für den Versuch auf Eis gelegt. Die Proben wurden innerhalb von 2 h nach der Ent-

nahme verarbeitet, um eine maximale Zellviabilität zu gewährleisten. In Abbildung 60 ist der 

Versuchsverlauf dargestellt. Für diesen Versuch wurde der entwickelte Gewebedissoziator 

und der gentleMACS® Dissociator von Milteny Biotec eingesetzt. Für den gentleMACS® wur-

den C-Röhrchen verwendet. Die Probenvorbereitung und -aufbereitung mittels gentleMACS® 

erfolgte entsprechend dem kommerziell erhältlichen Leberenzym-Kit (Best.-Nr.:130 105 807) 

von Miltenyi Biotec. Gewebeproben für den Gewebedissoziator wurden ohne Enzymzusatz 

verarbeitet. Nach der Erzeugung der Einzelzellen und der Qualitätsbestimmung der Suspen-

sion wurden im nächsten Schritt die Zellen zu dreidimensionalen Sphäroiden 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 Sphäroide. 

Um eine Einzelzellsuspension aus einer Gewebeprobe mit dem enzymatischen Verfahren mit-

tels gentleMACS® isolieren zu können, müssen zunächst die im Kit enthaltenen Enzyme vor-

bereitet werden. Hierfür wird den einzelnen Vials, abhängig vom Enzym, mit 1ml an DMEM 

und stabilem Glutamin versetzt. Die Enzyme müssen sich vollständig lösen und anschließend 

aliquotiert werden. Anschließend kann mit der eigentlichen enzymatischen Gewebedissozia-

tion fortgefahren werden. Hierfür wird das steril verpackte GentleMACS C-Tube unter der Ste-

rilwerkbank geöffnet und darin der Dissoziationsmix vorbereitet. Im nächsten Schritt wird das 

gewünschte Probengewicht abgewogen, üblicherweise 750-1200 mg, mit DMEM abgespült 

und mit Hilfe einer Pinzette in das C-Tube mit dem vorbereiteten Dissoziationsmix überführt. 

Das C-Tube wird fest verschlossen und umgekehrt auf die Portstelle des gentleMACS® auf-

gesetzt. Zusätzlich wird das Heizsystem aufgesetzt und das gewünschte, an das Gewebe und 

Kit angepasste, Programm durchgeführt. Nach Beendigung des Aufschlusses wird das C-Tube 

vom Gerät abgenommen und muss vor der Zentrifugation separat gefiltert werden. Nach der 

Zentrifugation bei 300 g für 10 Minuten wird der Überstand verworfen und das Zellpellet in der 

gewünschten Volumen Medium resuspendiert. Für einen ersten Test wurde das Dissoziations-

röhrchen des Gewebedissoziators mit frisch resezierten murinen Leberproben getestet. Die 

Dissoziationsexperimente wurden wie in 6.1.3 beschrieben durchgeführt. Um Ergebnisse der 

nicht-enzymatischen Zelldissoziation durch des Gewebedissoziators im Vergleich zur enzyma-

tischen Standardbehandlung durch den gentleMACS® zu ermitteln, wurde eine Zellzählung, 

die Bestimmung der Zellviabilität und eine qualitative mikroskopische Analyse der Zellsuspen-

sionen durchgeführt. Die Ergebnisse der verschiedenen Zellzählmethoden, Neubauer Zähl-

kammer, Countess3 und Nucleocounter, wurden verglichen. Abbildung 61 zeigt die Zellaus-

beute in Zellen pro mg nach Auszählung mit den verschiedenen Zellzählmethoden. Die Ergeb-
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nisse der Neubauer-Methode und der Countess-Messung wiesen eine große 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-Zählkammer und dem Nucleocounter ermittelten Viabi-

litäswerte verglichen. Die mit der Neubauer-Zählkammer und Countess ermittelten Viabilitäten 

waren bei jedem Lauf zwischen 80 % und 90 %. Mit dem Nucleocounter reichten die Viabilitä-

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) erläutert, ein hoher 

Aufschluss von 90-95 % erzielt. 
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A)  

  

B)   

 

Abbildung 61: Zellausbeute und Viabilitätsbestimmung nach Dissoziation von Lebergewebe mittels Ge-
webedissoziator und gentleMACS®. A) Die Zellausbeute und Viabilitätsbestimmung nach der Dissozi-
ation von Lebergewebe wurde mittels manueller Zellzählmethode, 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 Größe von 25-40 μm erkennbar. In der Zellsuspension des gentleMACS® da-

gegen, finden sich keine Zellen in diesem Größenbereich. 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.161 Die RT-

DC-Analyse ermöglichte 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 zerstörerisch ist und 

die Zellen weiterverwendet werden können. Außerdem kann eine Zellpopulation von Interesse 

ohne Markierung nach bildbasierten Parametern sortiert werden. Darüber hinaus ergab die 

RT-DC-Untersuchung einzelner Zellsuspensionen, die durch enzymatische und mechanische 

Dissoziation entstanden waren, unterschiedliche Populationsverteilungen für bestimmte Ge-

webetypen 160. Die mechanische Dissoziation von Lebergewebe führte im Vergleich zu en-

zymatisch behandelten Proben zu einer Anreicherung von größeren Zellen. Hepatozyten wur-

den als Zellen in der Leber identifiziert, deren Zellquerschnittsfläche zwischen 150 µm2 und 

800 µm2 lag.160 
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B) 

 

 

Abbildung 62: Schematische Darstellung des Analyseverfahrens160. Die Gewebeprobe wird in kleine 
Stücke 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 für die multidimensio-
nale Analyse verwendet werden. Insgesamt dauert das Verfahren weniger als 30 Minuten. 

Gewebedissoziator

Enzymatisch
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Nach der Optimierung eines geeigneten Protokolls für den Gewebedissoziator und der Zell-

charakterisierung steht eine weiterführende Kultivierung der erzeugten Einzelzellsuspension 

aus Lebergewebe im Vordergrund. Hierfür wurde die Kultivierung zu dreidimensionalen Zella-

ggregaten, den sogenannten Sphäroiden, unter Zuhilfenahme von low-attachment Platten der 

Firma FaCellitate, durchgeführt. Für die 3D-Kultivierung der Einzelzellsuspension aus Leber-

proben mittels Gewebedissoziator, wird auch die enzymatisch gewonnene Einzelzellsuspen-

sion mittels gentleMACS® als Referenz mitgeführt. Für die genauere Charakterisierung der 

generierten Sphäroide werden diese über das Programm Fiji ImageJ untersucht.162 

Die mit dem Gewebedissoziator und gentleMACS® erzeugten Zellsuspensionen wurden zu-

nächst in 96-Multiwellplatten kultiviert mit einer Einsaat von ca. 2,5E04 Zellen pro Well (Abbil-

dung 63). 

 

Abbildung 63:Gewebedissoziator und gentleMACS® Einzelzellsuspension nach Dissoziation 

Die Kultivierung erfolgte über 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 ausgesät. In diesen Kulturschalen waren Zellen sichtbar, die 

von der Kunststoffoberfläche abgelöst wurden, was zu einem nicht-konfluenten Wachstum 

führte. Daher wurde für die weiteren Versuche lediglich mit der Biofloat 96-Wellplatte gearbei-

tet (Abbildung 64). Für eine bessere Vergleichbarkeit wurden die generierten Sphäroide be-

züglich ihrer Fläche, ihrer Dichte und ihrer Zirkularität mit der Software ImageJ analysiert. Die 

Einstellungen für die Helligkeit und Belichtungszeit wurden konstant gehalten, damit aussage-

kräftige und vergleichbare Daten erhoben werden konnten. 

Gewebedissoziator

0h 

24h 

gentleMACS
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Abbildung 64: 3D-Kultivierung der enzymfreien und enzymatischen Zellsuspensionen aus Lebergewebe 
über einen Zeitraum von 168h (8 Tage). 

Zunächst wird die Sphäroidbildung in Bezug auf ihre Fläche, Dichte und Zirkularität untersucht. 

Die Fläche der erzeugten Sphäroide hängt mit der nachfolgenden Formel proportional vom 

Radius und damit vom gemessenen Durchmesser ab. 

Fläche (A)= 𝜋 𝑥 𝑟2 

Formel 9: Bestimmung der Sphäroidfläche 

Die Dichte wird über 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. 

Zusätzlich erfolgt die Ermittlung der Zirkularität, die auch als Kreisform bekannt ist. Sie ver-

gleicht den Umfang einer Form mit der Fläche, die sie enthält und wird nachfolgender Formel 

ermittelt, wobei A die Fläche und U den Umfang angibt. 

Zirkularität (C)= 4𝜋 𝑥 𝐴𝑈2 

Formel 10: Bestimmung der Sphäroid Zirkularität 

Bereits bei der optischen Beurteilung der Sphäroide können klare Unterschiede festgestellt 

werden. Die Sphäroide aus der Gewebedissoziator erzeugten Zellsuspension zeigen einen 

deutlich höheren Durchmesser und damit verbunden eine höhere Zunahme in ihrer Fläche, im 

Vergleich zur gentleMACS® erzeugten Suspension. Die generierten Sphäroide weisen nach 

einer Kultivierungsdauer von sieben Tagen eine vergleichbare Dichte auf. Hierbei wurden bei 

den Gewebedissoziator-Sphäroiden (Abbildung 65) Daten ab Tag eins ermittelt, wohingegen 

das Sphäroid des gentleMACS®, erst ab Tag zwei auswertbar war. Um ein aussagekräftiges 

Ergebnis vorlegen zu können, wurden jeweils fünf Sphäroide 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) 

 

Abbildung 65: Sphäroid-Analyse Gewebedissoziator (Diss.) und gentleMACS® (GM) über eine Kultivie-
rungsdauer von 8 Tagen. A) Darstellung der Zirkularitäten der einzelnen Sphäroide. B) Darstellung der 
Fläche und der Wachstumsrate C) Darstellung des Verlaufes des Mean grey Values. D) Tabellarische 
Übersicht der gemessenen Parameter. 

Nachdem die Sphäroide 168 Stunden kultiviert worden waren, wurden die Lebensfähigkeits-

tests durchgeführt. Die Ergebnisse des CellTiterGlo® 3D Cell Viability Assay sind in Abbildung 

66 dargestellt. Der Lebensfähigkeitstest zeigt bei beiden Varianten lebende Zellen, auch der 

charakteristische nekrotische Sphäroidkern ist zu erkennen. 

 

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

6.2.2 Enzymfreie Gewebedissoziation von Tumorproben 

In diesem Abschnitt wird ein kompletter Arbeitsablauf für die enzymfreie Prozessierung von 

primären humanen Krebsgewebeproben in Einzelzellen demonstriert.142 Für diesen Arbeitsab-

lauf war es entscheidend, trotz struktureller Unterschiede in den Eigenschaften der prozes-

sierten Gewebeproben, lebensfähige Einzelzellen für die weitere Kultivierung bereitzustellen. 

Zur Bewertung des Stressfaktors, der durch die mechanische Gewebedissoziation verursacht 

wird, wurden die erzeugten Einzelzellen zusätzlich auf Anzeichen von Apoptose untersucht. 

Dissoziator GentleMACS

Zeit Fläche Grey Mean Value Zirkularität Fläche Grey Mean Value Zirkularität

[h] [Pixel] [-] [-] [Pixel] [-] [-]
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48 3417934,0 113,8 0,98 1843870 158,7 1,00
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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 für die Probenpräparation, Effizienz der Zellisolation, Zeitspanne bis 

zum Beginn des Zellwachstums und das Ausmaß des Stressniveaus. Diese Studie wurde von 

2019 bis 2021 durchgeführt. In dieser Zeit wurden 33 chirurgisch resezierte Tumorproben mit 

dem Gewebedissoziator bearbeitet, um seine Fähigkeit zu bewerten, lebende Zellen aus ver-

schiedenen Tumorgeweben zu isolieren. Diese bearbeiteten Tumorproben stammten haupt-

sächlich aus dem Pankreas, der Leber und dem Dickdarm-Rektal-Bereich. Einige seltene Tu-

morentitäten wie Gallengangkrebs, Dickdarmkrebs, Analkrebs, Gebärmutterkrebs-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 Universitätsmedizin Mannheim genehmigt (2012-293N-MA), und alle Spender gaben ihre 

schriftliche, informierte Zustimmung.  

Primäres Tumorgewebe wurde mit PBS gewaschen, das mit 1 % Penicillin-Streptomycin-Lö-

sung (Penicillin 10.000 Einheiten/mL/Streptomycin (10.000 µg/mL)-Lösung, Gibco, Life Tech-

nologies Limited, USA) ergänzt wurde. Blutgetränkte Gewebeproben wurden mit Ammonium-

chloridlösung (Stemcell Technologies, Kanada) gewaschen, um die Erythrozyten zu lysieren. 

Anschließend wurde das Gewebe in kleine Stücke mit einem Durchmesser bzw. einer Kanten-

länge von 1-2 mm geschnitten. Anschließend wurden die Gewebestücke gewogen und eine 

gleiche Menge des Gewebes wurde für die Zellisolation mittels Explantatmethode und Gewe-

bedissoziator aufbereitet. Für die Explantatkulturen wurde das gewogene, gewürfelte Tumor-

gewebe in Sechs-Well-Platten mit 3 ml Dresden-Medium für mindestens sechs Wochen kulti-

viert, um das Auswachsen der Zellen zu ermöglichen. Alle Zellen erhielten Dresden-Medium, 

eine Mischung aus zwei Dritteln des üblichen DMEM (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim, Deutschland), ergänzt mit 10% FBS (Gibco, Life Technologies Limited, USA) und 1 % 

Penicillin (10, 000 Einheiten/mL)/Streptomycin (10.000 µg/mL)-Lösung (Gibco, Life Technolo-

gies Limited, USA) und einem Drittel Wachstumsmedium für Keratinozyten (Gibco, Life Tech-

nologies Limited, USA), ergänzt mit Bovinem Hypophysenextrakt (25 mg) und EGF Human 

Recombinant (2. 5 µg) (Gibco, Life Technologies Limited, USA). Dieses Medium wurde bei 

früheren erfolgreichen Versuchen bei der Gewinnung von Zelllinien aus Primärgewebe etab-

liert. Das Kulturmedium wurde mindestens zweimal pro Woche gewechselt. Die Zellen wurden 

in einer Verdünnung von 1:6 passagiert, sobald sie konfluent wurden.  
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Die Kultur wurde bei 37 °C mit 5 % CO2 in einer befeuchteten Atmosphäre 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-Röhrchensets für den Gewebedissoziator wurden geöffnet und durch Ein-

rasten des Stators in das Zellsieb zusammengesetzt. Stator und Rotor mit Zellsieb wurden mit 

1 ml Dresden-Medium gespült. 100-200 mg der vorbereiteten Gewebestücke wurden in den 

Rotor transferiert (mit einer 1 ml Pipette). In Abbildung 67 ist das verwendet Protokoll für die 

Versuchsreihe dargestellt, welches bereits in Vorarbeiten erarbeitet wurde.158 

 

 

Abbildung 67: Schritte des Gewebedissoziator -Programms, die für 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 Programms beträgt folg-
lich 2 Minuten und 45 Sekunden. 

Nach der 2:45-minütigen Dissoziation wurde das Röhrchen in der Laminar-Flow-Arbeitwerk-

bank wieder geöffnet. Zell- und Gewebereste wurden mit 1 ml Dresden-Medium in das Zellsieb 

und das Röhrchen gespült, um sicherzustellen, dass alle Zellen im Röhrchen gesammelt wer-

den. Das Zellsieb, einschließlich des Stators, wurde aus dem Röhrchen entfernt und für 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 für 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 möglich aus dem Operationssaal entnommen. Die Vorbereitung 
der Proben begann innerhalb von einer Stunde nach der Tumorresektion. Die Zeit für die Probenpräpa-
ration war sowohl für den Gewebedissoziator als auch für die als Kontrolle verwendete Explantations-
methode gleich. Dies umfasste das Waschen, Schneiden und Wiegen des Tumorgewebes. Das Disso-
ziationsröhrchen des Gewebedissoziators wurde mit einer Gewebemenge von 100-200 mg beladen. 
Nach dem Verschließen des Röhrchens wurde es am Gewebedissoziator befestigt, und das Dissozia-
tionsprogramm wurde ausgeführt. Nachfolgend wurde das Röhrchen zentrifugiert, der Überstand abge-
trennt, das Zellpellet resuspendiert und auf derselben Sechs-Well-Platte wie bei der Explantationsme-
thode kultiviert. Während der Zellkultivierung wurde das Kulturmedium alle drei Tage gewechselt, und 
das Wachstum der Zellen wurde überwacht und mikroskopisch festgehalten. Adaptiert von142. 

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-HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 0,5 % Natriumdeoxycholat, 1 μM 

Dithiothreitol (DTT) sowie Proteinase- und Phosphataseinhibitoren enthält. Die Proteinkon-

zentrationen wurden mit Coomassie-Reagenzien (Thermo Scientific, Rockford, USA) gemäß 

den Anweisungen des Herstellers gemessen. 
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Der Western Blot wurde wie in163 beschrieben durchgeführt. Es wurden 15 µg des Gesamtpro-

teins pro Probe auf ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel geladen und eine Elektrophorese 

durchgeführt. Die aufgetrennten Proteine wurden auf eine PVDF-Membran übertragen 

(1 mA pro cm² bei Raumtemperatur per Semidry-Blot für 1 Stunde). Anschließend wurden die 

Blots in TBS mit 0,1 % Tween 20 und 5 % BSA für 1 Stunde bei Raumtemperatur geblockt. 

Die Membranen wurden über Nacht bei 4 °C mit dem entsprechenden Antikörper inkubiert, 

wobei die Verdünnung gemäß Tabelle 13 im Anhang vorgenommen wurde. 

Eine gleichmäßige Proteinbeladung wurde durch Immobilisieren der Membran mit einem mo-

noklonalen anti-human-β-Actin-Antikörper bestätigt. Zur Bestimmung des Ausmaßes 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) durchgeführt. 

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 Bauchspeicheldrüse, während die größte 

Menge an Tumorgewebe von Leberkrebs 305 mg betrug. Der Bereich der verwendeten Pro-

benmenge für 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 höhere Bewertung, wobei 10 für die leichteste Schneidbarkeit steht, während 

Proben, die schwer zu schneiden sind, eine niedrigere Bewertung erhalten. In diesem Fall 

steht 0 für 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 höhere 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, wäh-

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: Übersicht 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 für 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. Für die Schneidfestigkeit bedeutet "0" schwer zu schneiden, während "10" für leicht zu 
schneidendes Gewebe steht. Die Konsistenz definierte die Textur des verarbeiteten Gewebes, wobei 
"10" weiches, gelartiges Gewebe bedeutet, während "0" festes Gewebe bedeutet. Adaptiert von142. 

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 

für diese Beobachtung wurde in den Fällen 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 weiße Skalenbalken stellt 200 µm dar. Adaptiert von142. 

Obwohl Zellen im Gewebe üblicherweise einer Vielzahl von mechanischen Beanspruchungen 

während der Entwicklung, der Gewebehomöostase und bei Krankheiten ausgesetzt sind, kann 

übermäßige mechanische Belastung zu Zelltod führen. Daher wurde weiter untersucht, ob Zel-

len, die durch den Gewebedissoziator dissoziiert wurden, Anzeichen von Apoptose aufweisen. 

Hierfür 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 geringfügige 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, während sie in PC-Tumor 2 nur geringfügig bei 48 Stunden 

beobachtet wurde. 

A) 

 

B) 

 

Abbildung 71: Nachweis der Wirkung von mechanischem Stress auf die Apoptose. A) Western Blots 
wurden mit dem Gesamtprotein durchgeführt, 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. 20µg Gesamtprotein wurden in jede Spur geladen und die gleiche Proteinladung 
wurde mit β-Actin bestätigt. B) Nachweis der Expression von Pankreaskrebs-Markern in drei bearbeite-
ten Pankreaskrebs-Proben (MaPaC 181 - MaPaC 183). Western Blots wurden mit dem Gesamtprotein 
durchgeführt, das aus den Zellen isoliert wurde, die nach der Verarbeitung von drei Bauchspeicheldrü-
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. 20µg des Gesamtproteins wurden in jede Lane geladen und β-Actin diente als Kontrolle. Adap-
tiert von142. 
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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 über einen Zeitraum von sechs Wochen kultiviert. Im Anschluss daran erfolgte die Unter-

suchung der Expression von Bauchspeicheldrüsenkrebs-Markern mittels Western Blot. Zu die-

sem Zweck wurde die Expression von SMAD4, p53 und CK19 ausgewertet. SMAD4 wurde in 

allen Zellen beobachtet, unabhängig davon, wie die Tumorprobe bearbeitet wurde. Eine stär-

kere Expression von SMAD4 wurde in den per Explantat isolierten Zellen von MaPaC-181 und 

MaPaC-182 beobachtet, während die mit dem Gewebedissoziator isolierten Zellen von 

MaPac-183 einen umgekehrten Trend zeigten. Das Vorhandensein von p53 wurde in allen 

untersuchten Proben unabhängig 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 Lebensfähigkeit der Zellen aufrechtzuerhalten. Des Weiteren ist das System 

mit handelsüblichen Zentrifugenröhrchen kompatibel, wodurch es eine geeignete Schnittstelle 

für Fluid-Handling-Roboter bietet und sich nahtlos in bestehende Laborabläufe integrieren 

lässt. 

Um die Nützlichkeit und Leistungsfähigkeit des Gewebedissoziators zu demonstrieren, wurde-

die Lebensfähigkeit von Zellen nach der Dissoziation von Milz (Maus), Leber (Maus), Sinovi-

algewebe (Schwein) getestet. Das Sinovialgewebe wurde als besonders zähes Gewebe und 

die Milz- und Lebergewebe als Beispiel für eine extrem kleine und weiche Gewebeprobe aus-

gewählt. Eine genaue Analyse der enzymfrei generierten Zellsuspensionen ergab eine Anrei-

chung von spezifischen Zellpopulationen (Hepatozyten, die beim enzymatischen Verfahren 

zerstört worden sind). Darüber hinaus konnte gezeigt werde, dass die enzymfreie Dissoziation 

menschlicher Tumorproben eine reichhaltige Quelle für die Etablierung patientennaher Zell-

kulturen darstellt - ideal für eine Reihe nachgelagerter Forschungs- und Therapieanwendun-

gen. In Abbildung 72 ist in einer Übersicht dargestellt welche gewebespezifischen Protokolle 

und Dissoziation mit dem entwickelten System abgedeckt wurden.  
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A) 

 

B) 

 

Abbildung 72: Arbeitsbereich des Gewebedissoziators in Bezug auf unterschiedliche mechanische Ei-
genschaften von klinisch-relevanten Gewebeproben. 
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Darüber hinaus wurde erfolgreich nachgewiesen, dass die entwickelten Dissoziationsproto-

kolle für verschiedene Gewebetypen hinsichtlich struktureller Gewebeeigenschaften wie Elas-

tizität 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 bestätigt und erfüllt werden.  
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7 Diskussion 

In dieser Arbeit wurde die Entwicklung und Verwendung eines neuartigen Gewebedissoziati-

onsgeräts zur enzymfreien und teilautomatisierten Dissoziation von Primärmaterial aus einer 

Vielzahl von klinisch-relevanten Gewebeproben beschrieben. Der erste Schritt bei der Isolie-

rung einzelner Zellen aus Primärproben besteht darin, eine Suspension lebensfähiger Einzel-

zellen herzustellen. Dies ist bei komplexen festen Geweben nicht trivial - die extrazelluläre 

Matrix, die die verschiedenen Zelltypen zusammenhält, variiert in ihrer Zusammensetzung 

drastisch von Gewebetyp zu Gewebetyp. Durch ihre stark adhäsiven Eigenschaften sorgt sie 

dafür, dass die Zellen zusammengehalten werden und so als geschlossenes Netzwerk funkti-

onieren können. Darüber hinaus können erkrankte Gewebe im Vergleich zu ihren normalen 

Gegenstücken eine unterschiedliche Dissoziationskinetik aufweisen, ebenso wie eine unter-

schiedliche Dissoziation zwischen Proben derselben Krankheit. Zum Beispiel sind Fibrose und 

Verkalkung zwei häufige 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 Möglichkeit, die Zerkleinerungs- und Schneidprozesse im Gewebedissoziator zu 

programmieren, wurden individuelle Verarbeitungsprofile für bestimmte Gewebe erstellt und 

Zellen aus verschiedenen Gewebeproben gewonnen. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Ausbeute an lebensfähigen Einzelzellen ohne enzymati-

sche Behandlung mit enzymatischen Referenzmethoden übereinstimmt oder diese übertrifft, 

während die Verarbeitungszeit um mindestens 80 % reduziert wird. Für die vorliegende Studie 

war die Dissoziation durch den Gewebedissoziator in weniger als zwei Minuten abgeschlossen 

und bot eine erhebliche Zeitersparnis gegenüber dem gentleMACS® -Verfahren (ca. 60 min), 

insbesondere wenn die parallele Verarbeitung mehrerer Proben berücksichtigt wird. Die en-

zymatische Vorbehandlung zeigte jedoch Vorteile im Aufschlussgrad, insbesondre für härtere 

Gewebeproben wie Sinovialgewebe. Offensichtlich bewirkte die enzymatische Behandlung 

eine Auflockerung der Gewebestruktur und damit eine vollständigere Verarbeitung.  

Weiterhin wurde untersucht, ob die enzymfreien und enzymatisch dissoziierten Zellen kultiviert 

werden können. Neben der Standard-zweidimensionalen-Zellkultur wurde zusätzlich die Kul-

tivierung als dreidimensionale Sphäroide unter Verwendung von low-attachment Platten ge-

testet. Die 3D-Zellkulturmodelle werden zur klinischen Anwendung verwendet, um als Ersatz 

für fehlendes oder beschädigtes Gewebe zu fungieren. Die Primärzellkultur 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-Zählkammer und 

dem Nucleocounter gezählt. Die verwendeten Zellzählmethoden zeigen unterschiedliche Er-

gebnisse. Die Unterschiede lassen sich durch die unterschiedlichen Zählmethoden erklären. 
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Der Nucleocounter zählt ausschließlich Zellen mit Zellkernen, wodurch Erythrozyten ausge-

schlossen werden. Bei der Verwendung der Neubauer-Kammer wurden alle Zelltypen erfasst, 

doch die Unterscheidung zwischen tatsächlichen Zellen und Zelltrümmern stellt eine beträcht-

liche Fehlerquelle dar. Dies wird auch durch die hohen Standardabweichungen deutlich. Der 

Nucleocounter ermöglicht präzisere Messungen, allerdings war es mit dieser Methode nicht 

möglich, Hepatozyten separat zu zählen. Zusätzlich berücksichtigt der Nucleocounter bei den 

Messungen nicht, dass Hepatozyten mehr als einen Zellkern enthalten können.164 

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 Veränderungen in Gewebebiopsien zu erkennen und Zellpopulationen aufzude-

cken, die für markerbasierte Ansätze nicht sichtbar wären. Als wichtigster parenchymaler Zell-

typ der Leber machen Hepatozyten 70 % der Leberzellpopulation aus und nehmen fast 80 % 

des Lebervolumens ein.165 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 repräsentativ für ihr bekanntes Vorkommen im Gewebe 

war. Es liegt auf der Hand, dass eine mechanische Dissoziation für empfindliche Zellen wie 

Hepatozyten, die extrem anfällig für den Zelltod sind und bei Standardisolierungsverfahren 

häufig lysiert werden, weniger störend sein kann.17 Die Zeit, die für die Bearbeitung jeder Probe 

bei der mechanischen Dissoziation benötigt wurde, belief sich auf weniger als 5 Minuten. Im 

Vergleich dazu dauerten enzymatische Dissoziationsverfahren oft Dutzende von Minuten oder 

sogar viele Stunden. Darüber hinaus erfordern enzymatische Verfahren oft kostspielige che-

mische Substanzen, die spezifisch für die jeweilige Probe sind und besondere Lagerbedingun-

gen erfordern. Im Gegensatz dazu kann die mechanische Dissoziation in herkömmlichen Kul-

turmedien durchgeführt werden. Durch eine schnelle Dissoziation können 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 längeren Verarbeitungszeiten abnehmen. 

Ein Tumor ist eine komplexe Struktur, die aus vielfältigen Zellen besteht und untereinander 

interagiert. Zum Beispiel sind Tumorfibroblasten und Tumorzellen an der Resistenz gegenüber 

Medikamenten beteiligt. Daher ist es von Bedeutung, die Heterogenität der Zellen, die aus 

dem Tumorgewebe isoliert werden, zu bewahren, um beispielsweise die Effektivität von 

Chemotherapeutika zu beurteilen. Zellen, die durch die Verwendung des Gewebedissoziators 

isoliert wurden, zeigten häufig eine höhere Heterogenität 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 Stücke von 1 mm³ besteht ein Nährstoffgradient, bei dem nur geringe Mengen 
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die Zellen im Kern des geschnittenen Gewebestücks erreichen. Dies führt dazu, dass nur spe-

zifische Zellen aus dem Gewebe herauswachsen können. Im Gegensatz zur Explantations-

methode wird das Gewebe im Gewebedissoziator nahezu vollständig in Einzelzellen dissozi-

iert. Daher sollten die mit dem Gewebedissoziator isolierten Zellen die Heterogenität des Tu-

mors besser repräsentieren als das Gewebe im Explantationsverfahren. Die Lebensfähigkeit 

und Heterogenität der erzeugten Einzelzellen wurde indirekt durch Überwachung der Zellpro-

filierung in der Kultur bestimmt. Eine direkte Messung wurde nicht durchgeführt, um das Risiko 

einer Kreuzkontamination zu minimieren und einen einheitlichen und effizienten klinischen 

Prozess zu demonstrieren. Viabilitätsergebnisse mit dem Gewebedissoziator konnten bereits 

in den Studien145,160 mit Nachweisen an verschiedenen Gewebeproben (Milz, Thymus, Lymph-

knoten, Leber, Niere, Dünndarm, Dickdarm, Lunge, Magen und Bauchspeicheldrüse) nachge-

wiesen werden. Die Gewebedissoziation vor der eigentlichen Analyse sind nach wie vor zeit-

aufwendige Prozesse. Aufgrund der häufig manuellen Durchführung ist jedoch ihre Reprodu-

zierbarkeit oft nicht vollständig gegeben.166 Die Gewebedissoziation mittels des Gewebedis-

soziators erfordert im Vergleich zur herkömmlichen Explant-Methode etwa 15 bis 30 Minuten 

zusätzliche Zeit. Jedoch wurden in den Kulturen, die mit dem Gewebedissoziator bearbeitet 

wurden, Zellen bereits früher 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 Beeinträchti-

gung der Zellintegrität 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 Schädigung durch Zentrifuga-

tion, Resuspension oder Vortexen der Zellen. Die Auswirkungen auf die Zellen hängen oft von 

der Dauer der Einwirkung dieser Faktoren ab. Beim Gewebedissoziator eröffnet die Möglich-

keit, gewebespezifische Dissoziationsprotokolle zu programmieren, inbesondere den Faktor 

der mechanischen Belastung so weit wie möglich 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 führt 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 lässt sich sagen, dass die neuartige Gewebedissoziator-Plattform erfolg-

reich als System für die Teilautomatisierung für klinische-relevante Gewebedissoziationen de-

monstriert wurde und die Anforderungen für ein enzymfreies Dissoziationsverfahren erfüllt 

sind. Basierend auf dem geschlossenen Einwegdissoziationsröhrchen für den Betrieb in Stan-

dard-Laborzentrifugen erfordert diese neuartige Gewebedissoziationsplattform minimale Infra-

strukturstandards, da Kontaminationsrisiken minimiert werden. Im Gegensatz zu herkömmli-

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 benötigt werden. Damit stellt der der Gewebedissoziator eine kos-

teneffiziente Alternative für 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 Geräten: 

• Die Gewebedissoziation wird kosteneffizienter gestaltet, da weniger Aufarbeitungs-

schritte erforderlich sind. 

• Durch eine optimierte Geometrie der Schneid- und Mahlwerkzeuge wird eine schonen-

dere Aufschlussmethode für das Gewebe erreicht. 

• Der Verzicht auf enzymatische Verdauungslösungen trägt zur Erhaltung der molekula-

ren Integrität bei und erweitert dadurch das Spektrum potenzieller Diagnoseverfahren. 

• Der gesamte Prozess ist flexibel einsetzbar. Ein modularer Aufbau ermöglicht die In-

tegration mit vorhandenen manuellen Schritten, wie beispielsweise Zentrifugation. 

Durch den Einsatz von teilautomatisierter Verfahren für den enzymfreien und mechanischen 

Gewebeaufschluss eröffnen sich vielfältige Perspektiven. Besonders angesichts des zuneh-

menden Fokus auf personalisierte Medizin in den kommenden Jahren, ist die Entwicklung un-

terstützender Verfahren von großer Bedeutung. Im Hinblick darauf, Patienten eine Therapie 

anzubieten, die spezifisch auf die individuelle Ausprägung ihrer Krankheitsbilder zugeschnitten 

ist, gewinnt die optimale Untersuchung des Gewebes an Bedeutung. Ein vielversprechender 

Ansatz hierfür ist die Analyse von Einzelzellsuspensionen. Diese ermöglichen eine präzise 

Charakterisierung von Geweben, wie beispielsweise Tumorgewebe. 

Um die praktische und klinische Routineanwendung zu ermöglichen, müssen die Gewebever-

arbeitung und die Analyse der Einzelzellphänotypen in eine einzige automatisierte Abfolge 
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integriert werden. Während die mechanische und enzymfreie Dissoziation mit dem Gewebe-

dissoziator eine effiziente Methode darstellt, um einzelne Zellen aus Gewebe für 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 kostengünstiger als die enzyma-

tische Aufbereitung von Gewebeproben. Während verschiedene enzymatische Protokolle oft 

nur zu einer Anreicherung bestimmter Zelltypen führen, gibt es Hinweise darauf, dass die nach 

der mechanischen und enzymfreien Dissoziation entstandene Einzelzellsuspension repräsen-

tativer für die tatsächlichen Zellpopulationen im Gewebe sein könnte. Daher eignet sie sich 

besser für eine unverzerrte Analyse der zellulären Landschaft. Außerdem könnten die Zellen 

aufgrund der Geschwindigkeit der mechanischen Dissoziation weniger proteomische oder 

transkriptionelle Veränderungen erfahren, die bekanntermaßen bei der deutlich längeren 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 Phänotypveränderungen und transkriptionelle Verän-

derungen verringert, die nach langer Exposition gegenüber enzymatischen Reagenzien auf-

treten können. Hierfür stellt das entwickelte System eine vielversprechende technologische 

Plattform zur Verfügung. 
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10 Anhang 

Für das zerkleinerungsaktive Volumen zwischen zwei Mahlkörpern kann folgender Zusam-

menhang hergeleitet werden 167: 

 

 

Abbildung 73: Herleitung zerkleinerungsaktives Volumen zwischen zwei Mahlkörpern. 

 

Arbeitsmatrix zur Bestimmung des Drehmoments und Berechnung des spezifischen mechani-

schen Energieeintrags. 
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B) 

 

Abbildung 74: Arbeitsmatrix der Versuchsanordnung für die Drehmomentmessung. A) Betriebsmodus: 
Scheren, B) Betriebsmodus: Mahlen. L/S ration stellt das Verhältnis von Flüssigkeit (PBS in mg) zur 
festen Probe (ballistische Gelatine in mg) dar. 

 

Übersicht über die verwendeten enzymatischen und mechanischen Dissoziationsprotokolle. 

Tabelle 11: Für jedes Organ verwendete enzymatische oder mechanische Dissoziationsprotokolle 160. 

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 169 

Bauchspeicheldrüse  Epshtein et al. 2017 170 

Thymus  Gewebe zwischen den gefrosteten Enden von zwei Objektträgern zerdrü-

cken 

Mesenterialer Lymphknoten  Gewebe zwischen den gefrosteten Enden von zwei Objektträgern zerdrü-

cken 

Milz Gewebe zwischen den gefrosteten Enden von zwei Objektträgern zerdrü-

cken 
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Übersicht über die mechanische und enzymfreien Gewebedissoziator-Protokolle. 

Tabelle 12: Gewebedissoziator-Protokolle mit dessen Hilfe die Mausorgane für die mechanische Disso-
ziation aufbereitet wurden 160. 

Gewebe Gewebedissoziator-Protokoll 

Dickdarm Colon 

Dünndarm Intestine 

Lunge Lung standard 

Leber  Liver standard 

Niere Medium 

Bauchspeicheldrüse Soft 

Thymus Spleen 

Mesenterialer Lymphknoten Lymph nodes standard 

Milz Spleen 

Menschlicher Tumor Tumor 

 

Western Blot Antikörper Verdünnungen. 

Tabelle 13: Tabelle mit der Beschreibung der in der Studie verwendeten Antikörper zur Durchführung 
des Western Blots 

Antikörper Verdünnung Produktnr. Unternehmen 

Beta-Actin 1:1000 4970S Cell Signaling Technology 

Keratin 19 1:1000 4558S Cell Signaling Technology 

P53 1:1000 48818S Cell Signaling Technology 

SMAD4 1:1000 38454S 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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