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Bildbasierte Zellsortierung
kann so einfach sein

ie Auftrennung heterogener Zell-
Dproben ist ein Schliisselprozess in der

modernen Biomedizin [1]. Herkommli-
che Sortierverfahren verwenden eindimen-
sionale Sortierkriterien wie die integrale
Fluoreszenzintensitat fiir die Sortierung,
womit ortsaufgeloste Merkmale in Zellen
ungenutzt bleiben [2]. Um Merkmale wie
Morphologie oder subzellulare Verteilung
von Zellorganellen und Proteinen fiir die
Zellsortierung zu nutzen, miissen bildge-
bende Verfahren mit einer hochprizisen
Sortierfunktion kombiniert werden.

Zellsortierung der nachsten Generation

Die Verwendung von Zellen als Biomarker in
der Diagnostik, als Zielstruktur in der Arz-
neimittelentwicklung oder als Grundlage fiir
Zelltherapie und Tissue Engineering erfor-
dert oft die Isolation spezifischer Zelltypen
aus heterogenen Zellgemischen. Dabei miis-
sen zunichst die Zielzellen identifiziert wer-
den, bevor sie aus der Probe isoliert werden
kénnen. Obwohl die Mikroskopie in vielen
zellbiologischen Laboren eines der wichtigs-
ten Verfahren zur Identifizierung und Erfor-
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schung von Zellen und ihren verschiedenen
Zustandsformen ist, spielen mikroskopische
Bilddaten fiir die meisten géngigen Sor-
tierverfahren kaum eine Rolle. Stattdessen
werden die Zellen in der Regel anhand der
An- oder Abwesenheit bestimmter Oberfla-
chenmarker klassifiziert und sortiert. Wesent-
liche Merkmale wie Gr6Be, Form, Anordnung,
Anzahl oder Interaktion von Organellen und
Proteinen (Tab. 1) kénnen mit diesen Verfah-
ren daher nicht oder nicht gut erfasst werden.
Ebenso gestaltet sich die Nutzung chemi-
scher oder struktureller Merkmale, die durch
bestimmte Mikroskopietechniken wie Raman-
oder quantitativer Phasen-Bildgebung label-
frei erfasst werden konnen, mit herkommli-
chen Verfahren als schwierig oder unmdoglich.

In den letzten Jahren wurden neue Kon-
zepte zur Durchflusssortierung entwickelt,
die mikroskopische Bildinformationen zur
Zellsortierung nutzen konnen [3-6]. Dabei
werden die Zellen einer Probe mittels eines
mikrofluidischen Systems in den Fokusbe-
reich einer bildgebenden Optik geleitet, wo
ihr Abbild in mehreren Hellfeld- oder Flu-
oreszenzkanilen erfasst wird (Abb. 1). Die
Bildinformation wird dann in Echtzeit mit
zuvor festgelegten Sortierkriterien abgegli-
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chen. Erfiillt eine Zelle diese Kriterien, wird
sie durch stromabwirts gelegene Aktor-
strukturen von den {ibrigen Zellen separiert.

Prazise Fiihrung der Zellen

Die prizise Fiihrung und Positionierung des
Probenstroms in der Flusszelle ist dabei von
entscheidender Bedeutung und wird norma-
lerweise durch sogenannte Hiillstrome reali-
siert, die den Probenstrom in der Flusszelle
verjlingen und gleichzeitig prézise ausrich-
ten (Abb. 2). Jedoch geht diese Verjiingung
mit einer Beschleunigung des Probenstroms
und hohen Vortriebsgeschwindigkeiten ein-
her, was eine enorme Herausforderung fiir
die Abbildung schwacher (Fluoreszenz-)
Signale mit hoher 6rtlicher Auflésung und
minimaler Bewegungsunschérfe darstellt. In
diesem Fall sind nur kiirzeste Integrations-
zeiten zur Erfassung und Verarbeitung der
Bildinformation zuldssig, was aufwindige
optische Systeme und eine komplexe IT-Inf-
rastruktur erfordert. Entsprechende Systeme
sind daher oft komplex, teuer, inflexibel
oder liefern nicht die nétige Bildqualitéit zur
zweifelsfreien Identifizierung der Zielzellen.
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Ein Mikrofluidik-Modul fiir Mikroskope

Um die oben beschriebenen Herausforderun-
gen zu liberwinden, wurde wurde am Fraun-
hofer IZI-BB in Potsdam eine mikrofluidische
Kartusche entwickelt, die eine hiillstromfreie
Durchflusssortierung bei deutlich geringeren
Vortriebsgeschwindigkeiten ermdglicht [7].
Dies erlaubt sehr lange Integrationszeiten zur
Bilderhebung und -Verarbeitung, wodurch
das System mit einem einfachen Mikroskop
verbunden und mit handelsiiblichen PCs
zur Datenanalyse betrieben werden kann
(Abb. 3). Die Qualitit der Bildinformation ist
dabei vergleichbar mit Bildern unter stati-
schen Bedingungen (Abb. 4). Die Moglichkeit
einer Sortierung basierend auf der Standard-
Bildgebung von Zellen mittels Mikroskopie
erlaubt zudem eine einfache Ubertragung der
im Labor identifizierten Merkmale der Ziel-
zellen auf den Sortierprozess.

Ein besonderes Konzept zur Handha-
bung der Zellen in der Flusszelle macht den
Ansatz so elegant: Anstatt die Probenfliis-
sigkeit wie {iblich tiber Hiillstrome zu posi-
tionieren, werden die Untersuchungsobjekte
mittels elektrischer Wechselfelder im Radio-
frequenzbereich schonend und mit héchster
ortlicher Prizision in den Fokus der bildge-
benden Optik gefiihrt. Da die Verjiingung des
Probenflusses entfillt, kann das Probenvolu-
men auch bei deutlich geringeren Vortriebs-
geschwindigkeiten in angemessener Zeit
verarbeitet werden (Abb. 2). Die gleichen
Prinzipien werden ebenfalls genutzt, um die
erfassten Zielzellen von ihrem urspriingli-
chen Weg durch den Mikrokanal abzulen-
ken: Mittels prizise ansteuerbarer elektri-
scher Felder kénnen einzelne Zellen selbst
bei hoher Zelldichte individuell gehandhabt
und von den {ibrigen Zellen getrennt werden.

Wie in der jlingsten Vertffentlichung
(doi:10.1039/D3LC00242]J) beschrieben
wurde, konnten mit dem Konzept tausende
T-Zellen anhand der subzelluldren Vertei-
lung von Fluoreszenzsignalen voneinander
getrennt werden, ohne aufwéndige optische
Systeme oder komplexe Datenverarbeitungs-
architekturen integrieren zu miissen [7]. Da
die dem Sortierverfahren zugrundeliegende
Bildinformation lediglich durch das Mikros-
kop bestimmt wird, lassen sich verschiedene
Abbildungsmodi und sogar unkonventio-
nelle Bildgebungsverfahren wie quantitative
Phasenmikroskopie [8, 9] relativ einfach und
flexibel fiir die Zellsortierung nutzen.

Die Zukunft wird noch bunter

Im Rahmen einer durch die Fraunho-
fer-Gesellschaft geforderten Forschungs-
kooperation mit Forschenden des Fraun-
hofer-Instituts fiir Angewandte Optik und

| —
-
. ’ ‘,.-"' e ~

Sortier-
entscheidung

Multispektrale
Beleuchtung

— 9 0 Q ¢ =@
@@a

Fokussier- und
Sortiereinheit

-

e
= e —

Zell-
klassifizierung

\ - W
3 Bild- N\ = " A wild-
aufnahme .y i s analyse

Abb.1: Konzept einer Bildbasierten Zellsortierung. Mittels einer Flusszelle werden die Zellen im
Fokus des bildgebenden Elementes organisiert, bevor mikroskopische Abbilder in mehreren Bild-
modalititen erhoben werden. Die Bilder werden in Echtzeit verarbeitet, die Zellen klassifiziert,
und eine Sortierentscheidung daraus abgeleitet. Auf dieser Grundlage separieren stromabwdrts
gelegene Aktorstrukturen die entsprechende Zielzellen von den iibrigen Zellen.
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Tab. 1: Beispiele fiir ortsaufgeloste Merkmale in Zellen und mogliche Anwendungsfille, die mit
einem bildbasierten Sortierverfahren adressiert werden konnen.
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Abb. 2: Organisation der zellulidren Probe im Mikrokanal. Links: Zur Positionierung der Zellen
im Fokusbereich des bildgebenden Elementes werden iiblicherweise sogenannte Hiillstromungen
eingesetzt, mit denen der Probenfluss verjiingt und dadurch ortlich eingegrenzt wird. Unter die-
sen Bedingungen sind hohe Stromungsgeschwindigkeiten fiir die Prozessierung eines bestimmten
Probenvolumens erforderlich. Rechts: Eine hiillstromfreie Handhabung der Untersuchungsobjekte
zum Beispiel mittels elektrokinetischer Krifte ermaglicht den gleichen Volumendurchsatz bei
deutlich kleineren Stromungsgeschwindigkeiten, was die Bildgebung erheblich vereinfacht.
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Abb. 3: Eine mikrofluidische Kartusche als Mikroskop-Erweiterung. Die Kartusche kann auf nahezu jedem Mikroskop platziert werden und verwandelt

dieses in ein bildbasiertes Zellsortiersystem.
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Abb. 4: Hochqualitative Bildgebung der im Mikrokanal flieBenden Zellen. Die Schirfe und Qua-
litdt der Fluoreszenzbilder von durch den Kanal flieBenden Zellen sind von Aufnahmen unter
statischen Bedingungen kaum zu unterscheiden (40x Olimmersionsobjektiv, 500 us Belichtungs-

zeit, FlieBgeschwindigkeit im Kanal: 500 um s™').

Feinmechanik (IOF), des Fraunhofer-Instituts
fiir Integrierte Schaltungen (IIS) und der Ber-
liner Charité wird momentan an der simul-
tanen Integration von Durchlicht- und Fluo-
reszenzbildgebung in mehreren Farbkanélen
gearbeitet (www.cellsorting.fraunhofer.de).
Dartiber hinaus soll das Verfahren mit einer
intelligenten Bildverarbeitung kombiniert
werden. Die Einfachheit des Ansatzes spielt
auch hierbei erneut eine entscheidende Rolle:
Aufgrund der relativ langsamen Vortriebsge-
schwindigkeiten steht ausreichend Zeit fiir
die Bildanalyse zur Verfiigung, die dariiber
hinaus je nach den Anforderungen an die
Rechenzeit angepasst werden kann, indem
der Abstand zwischen dem Zellinspektions-
bereich und der stromabwérts gelegenen
Sortierfunktion durch einfache Verschiebung

Weitere Beitrage zum Thema:

https://bit.ly/WAS-Mikrofluidik

der Kartusche auf dem Mikroskop-Tisch vari-
iert wird. Auf diese Weise steht in jeder Situ-
ation ausreichend Prozesszeit zur Verfiigung,
um qualitativ hochwertige Bilder von leis-
tungsfahigen KI in hoher Tiefe zu analysie-
ren und fiir die Sortierung zu nutzen. Mogli-
cherweise wird es damit in Zukunft gelingen,
physiologische Eigenschaften einer Zelle mit
ihrer Morphologie zu korrelieren und neue
Marker fiir die Sortierung bestimmter Zell-
typen zu identifizieren.

Fazit

Die hier vorgestellte Mikroskop-Erweite-
rung ermoglicht eine schonende und pri-
zise Durchfluss-Sortierung von Zellen

[1]
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anhand ihres mikroskopischen Abbildes.
Dadurch werden ortsaufgeloste Merkmale
zuginglich, die mit herkémmlichen Sortier-
gerdten nicht erfasst werden kénnen. Auf-
grund der Vermeidung von Hiillstrémungen
und der Nutzung sanfter elektrokinetischer
Kréfte zur Handhabung der Zellen ist das
System zudem sehr kompakt und kann
leicht auf einem Mikroskop platziert wer-
den. Im Gegensatz zu komplexen GroBge-
riten eignet es sich damit fiir fast jede Art
von Labor. Die Verwendung mit verschiede-
nen Mikroskop-Varianten ermoglicht auBer-
dem eine hochauflésende Bildgebung und
bietet maximale Flexibilitdt in Bezug auf
die Bildgebungstechnik: Durchlicht-, Pha-
senkontrast- oder Fluoreszenzbildgebung
verschiedener Anregungs- und Emissions-
wellenléngen lassen sich ebenso leicht kom-
binieren wie weniger gingige Verfahren wie
quantitative Phasenbildgebung [8, 9] und
vieles mehr. Die besonderen Merkmale des
Verfahrens machen das System sowohl fiir
alltigliche Sortieraufgaben, als auch fiir die
Adressierung auBergewohnlicher Fragestel-
lungen oder der verlustarmen Verarbeitung
kleiner, wertvoller Zellproben gleichermaBen
interessant.
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