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Zellanalyse und -separation

LIFTOSCOPE: automatisierte Highspeed-
Zelluntersuchung und -transfer
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Analysis and isolation of cell cultures play a decisive role in biological
processes. Currently, these steps are often performed manually, which
is time-consuming. Additionally, for each step a separate device is
required. The aim of LIFTOSCOPE is to automate these processes in
just one device. It combines three functional principles: high-speed
microscopy, image analysis and laser-induced forward transfer. A pro-
totype was successfully developed to demonstrate the feasibility of

this concept.
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B Der Markt fiir biologische Anwendungen
wachst stetig [1]. Um den steigenden Bedarf
zu bewaltigen, werden vollstandig automati-
sierte Losungen immer wichtiger [2]. Hiervon
sind auch die Kultivierung, Analyse und Iso-
lation von Zellen betroffen. Daraus entstand
die Idee, ein Gerat zu entwickeln, das die Zell-
observation, Evaluation und Separation in
einem einzigen Gerat vereint - das
LIFTOSCOPE. In einem Prototyp wurden hier-
fiir die Kernprozesse der Highspeed-Mikro-
skopie, der Kl-basierten Zellbildauswertung

und dem laserinduzierten Vorwartstransfer
(laser induced forward transfer, LIFT) vereint.
Im Gegensatz zu anderen kommerziell verfiig-
baren Technologien ist es dadurch moglich,
alle drei Schritte direkt auf einer herkdmmli-
chen Mikrotiterplatte (MTP) ohne weitere
Probenpraparation durchzufiihren [3].

Prototyp

Der LIFTOSCOPE-Prototype wird auf der
Basis eines inversen Mikroskops aufgebaut
(Abb. 1A). Dieses wird durch einen bewegli-

chen Mikroskoptisch, eine Hochgeschwin-
digkeitskamera und eine Blitzlichtquelle fiir
die schnelle Bildaufnahme ergédnzt. Die
Bewegungen des Mikroskoptischs werden
von einem Achsen-Controller gesteuert. Die
Koordination des Gesamtprozesses iiber-
nimmt ein leistungsfahiger Computer, wel-
cher ebenfalls zur Auswertung der Bilddaten
verwendet wird.

In das Mikroskop wird ein Lasersystem
optisch iiber Spiegel fiir den LIFT-Prozess
eingekoppelt (Abb. 1B). Es kann zwischen
den beiden Modi, der Kamera- und Laseran-
wendung, gewechselt werden. Die Zellen
befinden sich wéhrend des Prozesses in han-
delsiiblichen 6-Well-Mikrotiterplatten
(MTPs).

Highspeed-Mikroskopie

Fir den ersten Prozessschritt des
LIFTOSCOPEs kommt ein kontinuierlicher
Bildaufnahmeprozess zum Einsatz. Dabei wird
die Probe kontinuierlich unter dem Sichtfeld
des Mikroskops verfahren und hunderte hoch-
auflosende Bilder pro Sekunde aufgenommen.
Die einzelnen Bildaufnahmen werden abschlie-
Bend durch einen Stitching-Algorithmus zu
einem Gesamtbild zusammengefiigt (Abb. 2A).
Um trotz des unebenen MTP-Bodens und
geringer Tiefenschirfe des Mikroskops schar-

Strahlengange

B _ LIFT
Licht- Eigﬂe
quelle |
MTP-
‘ b Adapter
B-Well- /
MIP - T 1 1 ’
I . ' High-Speed-
Kamera
[P - | VY
f=—T—ta0] |
LIFT- Filterblock- 1 ]
Laser Revolver 3

A Abb. 1: Der LIFTOSCOPE-Prototyp. A, Demonstrator mit Komponentenbeschreibung. B, schematische Darstellung des Lasers im Strahlengang des

Mikroskops. HSM = Highspeed-Mikroskop.
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A Abb. 2: Schritte der Bildverarbeitung fiir den Transfer der Zellen. A, iPSC-Kultur in einer Mikrotiterplatte unter Phasenkontrast-Mikroskopie mit
4x-Objektiv. B, Bildausschnitt mit deep-learning-klassifizierten Zellen. C, vergréBerter Ausschnitt der Zellkultur, Grenzen der Kolonien in griin und
Mittelpunkt mit roten Kreuzen gekennzeichnet. Die Nummer der Kolonie und die Rundheit werden neben der Kolonie angegeben

fe Bilder zu erhalten, stellt ein Autofokussys-
tem bei jedem Einzelbild den richtigen Fokus-
abstand her. Hierzu werden Daten aus einem
vorgelagerten Scan verwendet [4].

Bildauswertung

Im Anschluss an die Bildaufnahme werden
die Bilder automatisiert ausgewertet. Je nach
Anwendungsfall kommen spezifische Klassi-
fizierungsalgorithmen zum Einsatz. Diese
Algorithmen kennzeichnen die zu transferie-
renden Zellen und Zellcluster und berechnen
deren Mittelpunkt und GroBe fiir den
anschlieBenden LIFT-Prozess (Abb. 2C).

Fiir den Prototypen wird exemplarisch ein
Algorithmus fiir die Identifikation von indu-
zierten pluripotenten Stammzellen (iPSC)
verwendet [5]. Dieser nutzt den PHANTAST-
Algorithmus, um den Vordergrund in den
Bildern zu segmentieren. Diese Bilder wer-
den anschlieBend in eine U-Net-Architektur
iiberfiihrt, die die einzelnen Zellen in den
Bilddaten kennzeichnet [6]. Auf Basis vorher
festgelegter Kriterien (z. B. GroBe oder Rund-
heit der Zellkolonien) werden daraufhin Zel-
len fiir den Transfer mittels LIFT ausgewahlt.
Um dem Nutzer mehr Flexibilitat zu ermog-
lichen, kann eine Auswahl der Zellen auch
manuell iiber eine grafische Benutzeroberfla-
che erfolgen.

Laserinduzierter Vorwartstransfer
(LIFT)

Der LIFT nutzt gepulste Laserstrahlung, um
Zellen zwischen zwei Oberflachen zu trans-
portieren. Dabei wird der Laser auf die
Grenzflache zwischen der MTP und dem Zell-
medium gerichtet. Das Zellmedium absor-
biert die Laserstrahlung und evaporisiert.
Beim Kollabieren der daraus entstandenen
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Blase entsteht ein Fliissigkeitsstrom, der die
Zellen {iber einen Luftspalt auf eine Empfan-
gerplatte transferiert [7]. Beim LIFTOSCOPE-
Demonstrator betragt dieser Luftspalt 2 mm.

Fiir den Prototypen wurde ein gepulster
Laser mit Pulsdauern von 9 ns und einer Pul-
senergie von 5 uJ bis 50 uJ, sowie einer Wel-
lenldnge von 2940 nm eingesetzt. Hierdurch
wird die Lasterstrahlung vom Zellkulturme-
dium absorbiert, nicht aber vom Kunststoff
der MTP. Die Transferzeit fiir eine einzelne
Zelle oder einen Zellverbund liegt zwischen
10 us bis 200 ps. Nach etwa einer Millisekun-
de befindet sich das umgebende Medium
wieder im Ausgangszustand. Die Prozessdau-
er steigt mit groBer werdenden zu transferie-
renden Volumen und Distanzen und sinken
bei steigender Laserpulsenergie [8]. Der
LIFT-Prozess hat bei Versuchen zu Uberle-
bensraten von nahezu 100 Prozent gefiihrt
und ist damit sehr schonend [9].

Fiir den Einsatz im kontinuierlichen Scan-
prozess miissen adhdrente Zellen verwendet
werden, was jedoch fiir den Transfer mittels
LIFT herausfordernd ist. Es wurden Studien
mit HeLa-Zellen ohne zusitzliche Separa-
tionsschicht in der MTP durchgefiihrt. Diese
zeigten, dass fiir den Transfer lebender adha-
renter Zellen eine diinne Hydrogelschicht
notwendig ist, um direkte Bestrahlung oder
thermische Schéaden an den Zellen zu vermei-
den [10]. Damit konnen Areale mit einem
Durchmesser von 80 um bis 100 um iibertra-
gen werden.

Effizientes LIFT-Verfahren

Mit dem LIFTOSCOPE-Prototyp sollen mog-
lichst hohe Prozessgeschwindigkeiten bei
einer groBen Zahl transferierter Zellen
erreicht werden. Fiir die Bildaufnahme wird

dies durch die Highspeed-Mikroskopie
gewahrleistet. Die Bildauswertung wird
durch den Einsatz leistungsfahiger Computer
und Parallelisierung auf der Graphikkarte
beschleunigt. Fiir den LIFT-Prozess musste
ein effizientes Verfahren entwickelt werden.

Das einfachste Vorgehen ist der etablierte
LStop and Go“-Prozess. Bei diesem wird jede
zu transferierende Zelle auf die Fokusposition
des Lasers verfahren und dieser anschlieend
fiir den LIFT-Prozess aktiviert. Bei hohen Zell-
zahlen erweist sich dieses Vorgehen jedoch
als zeitintensiv. Daher wurde ein kontinuier-
licher Prozess implementiert, der aquivalent
zur Bildaufnahme arbeitet. Hierbei hélt der
Mikroskoptisch zum Auslosen des Lasers
nicht an und rastert die Probe in parallelen
Linien im Abstand von 50 um ab. Zellen wer-
den immer der ndchstgelegenen Linie zuge-
ordnet. Hierfiir profitiert das Prinzip davon,
dass bei einem LIFT-Prozess ein ausgedehn-
tes Areal beeinflusst wird, sodass nicht exakt
der Mittelpunkt getroffen werden muss [10].

Der Vorteil dieses Prozesses wurde in
Computersimulationen gezeigt. Ab einer
Zahl von ca. 2.000 Zellen ist der kontinuier-
liche Prozess effizienter, da mit steigender
Zellzahl mehr Ziele auf einer Linie liegen,
was keine zusatzliche Zeit benotigt. Im
Gegensatz zum ,Stop-and-Go“-Prozess steigt
dadurch die Dauer des Gesamtprozesses
fiir den kontinuierlichen Vorgang bei einer
Zellzahl von 100.000 im Vergleich zu
10.000 Zellen kaum merklich an.

Anwendungen

Das LIFTOSCOPE-Konzept ist eine vielseitige
Plattform mit unterschiedlichen Anwen-
dungsfeldern. Bei der Entwicklung wurde der
Einsatz in einem vollautomatischen Labor
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angedacht. Es kann hier fiir viele Aufgaben
der Zellisolierung trainiert werden, z. B. fiir
die gezielte Entnahme seltener Zellen oder
einer kleinen Anzahl ausgewdéhlter Einzel-
zellen aus einer groBen Kolonie ohne Fluo-
reszenzmarker.

Aufgrund seiner Modularitdt kann das
LIFTOSCOPE flexibel verwendet werden.
Auch getrennte Mikroskopie- und LIFT-
Anwendungen sind denkbar. Es sind mehre-
re Mikroskopiemodi verfiigbar, wie Durch-
licht und Phasenkontrast. Durch die Trainier-
barkeit der Bildauswertung ist die Erweite-
rung um neue Anwendungsfélle einfach
realisierbar.

Zusammenfassung

LIFTOSCOPE ist ein Konzept fiir ein vollstdn-
dig automatisiertes Zellanalyse- und Isola-
tionssystem. Aufgrund seines modularen
Designs ist es auBerst vielseitig einsetzbar
und eine Vielzahl inverser Mikroskope kon-
nen fiir die Anwendung des LIFTOSCOPE-
Prinzips ausgestattet werden. Durch die
Kombination der Highspeed-Mikroskopie
und des LIFTs lassen sich niedrige Prozess-
zeiten und ein schonender Zelltransfer reali-
sieren. Zukiinftig sollen weitere Experimente
durchgefiihrt werden, um den Einsatz des

Prototyps unter realen Bedingungen zu tes-
ten. |
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