QA RCMIA (Rare Cell Multiprobe Imaging Analyzer)
Teilprojekt im Verbundprojekt NADIM (Neurodegeneration and Alzheimer's Detection in Monocytes/
Macrophages) - Férderkennzeichen 13GW0406B

- Abschlussbericht Teil I: Kurzbericht -

(2024-08/QA)

RCMIA (Rare Cell Multiprobe Imaging Analyzer) ist ein von Quantum Analysis (QA) entworfenes und
untersuchtes innovatives biophotonisch-mikrofluidisches Instrument fiir die bildunterstitzte
Identifikation und statistische Analyse seltener biologischer Zellen, z.B. in Vollblut, und anderer
mikroskopischer Partikel. Auf Basis einer kombinierbaren simultanen und sequenziellen
biochemischen bzw. molekularbiologischen Vielfach-Fluoreszenzfarbung kénnen z.B. Zellen mit
einem Anteil < 0,5% an anderen, dhnlichen Zellen oder kleinste Partikelkonzentrationen < 0,1/ml
bildunterstiitzt und mit Hilfe einer groRen Zahl von Fluoreszenzmarkern (z.B. >10...20) groRflachig
(>10 mm x 10 mm) und mit optischen Auflésungen < 0,5 um identifiziert und statistisch analysiert
werden.

RCMIA: Grofsflichige Multi-Color Fluoreszenzanalyse (Beispiel): 2 mm x 2 mm / 300 MPixel/
Auflésung: < 0,5 um. Probe (Invigate): 4-fach Fiarbung Vollblutprobe nach Prdparation/Anreicherung:
CD14-Atto488 + CD16-Pen + CD3-APC + DAPI (DNA/Kernfdrbung). Falschfarben-Overlay.

Zusammen mit der Expertise von Invigate und Immunotools und von ihnen entworfenen
biochemischen Sonden (Antikrper/Fluoreszenzmarker), Methoden und Erprobungen wurde im
Verbundprojekt NADIM (Neurodegeneration and Alzheimer's Detection in Monocytes/Macrophages)
in Zusammenarbeit mit dem Universitatsklinikum Erlangen die Anwendbarkeit von RCMIA fir die
Friiherkennung neurodegenerativer Erkrankungen aus Vollblutproben erkundet.

Mit bisherigen Methoden ist eine analytische Abgrenzung und Analyse der hierfiir relevanten
seltenen Zellen nicht zuverlassig oder gar routinemaRig moglich: Mit Flow Cytometry (FCM) kann
Ublicherweise zwar eine grolRe Zahl von Zellen innerhalb weniger Minuten sequenziell analysiert
werden (typ. 10.000...100.000/s in einem Volumen von 0,1...1 ml). Mangels Bildunterstiitzung
koénnen charakteristische morphologische Zelleigenschaften (GroRe, Form, Verteilung von Strukturen
mit biochemischen Sonden identifizierbarer Stoffe) jedoch nur sehr indirekt (etwa Uber integrale
Streulichteigenschaften) bzw. Giberhaupt nicht (integrale Fluoreszenzintensitat pro Zelle) fir eine
robuste Abgrenzung dhnlicher Zellen untereinander herangezogen werden. Weiter kann mit FCM
jede Zelle nur einmal untersucht werden, und die Anzahl der pro Zelle simultan verwendbaren
Sonden ist limitiert (typisch in der Routine: ~4-6).
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Im Gegensatz dazu kdnnen mit bildgebender Fluoreszenzmikroskopie morphologische bzw.
subzellulare Zellstrukturen optisch aufgelost werden. Dabei kann auch hier (iblicherweise nur eine
begrenzte Zahl von Fluoreszenzsonden (~4-5) simultan eingesetzt werden. Dariiber hinaus ist wegen
der optisch limitierten Objektflache (z.B. bei einer Auflésung von 0,5 um mit einem typischen
Objektiv 40x und numerischer Apertur 0.8 etwa 0,25 mm x 0,25 mm pro Bild) die Gesamtzahl von (im
Bild nicht Gberlappenden) Zellen fiir eine statistische Analyse seltener Zellen zu klein.

Um die Unzulanglichkeiten von FCM und herkdmmlicher Fluoreszenzmikroskopie zu tGiberwinden,
verfolgte QA mit RCMIA ein Konzept und die instrumentelle Integration einer innovativen
mikrofluidischen Analysekammer, die sich sowohl zur mehrfach sequenziellen Farbung und
hochaufgel6st (< 0,5 um) bildunterstitzten Einzelpartikelanalyse einer hohen Zahl von an einer tiber
1000x groReren Oberflache (> 10 mm x 10 mm) adharierten/immobilisierten Zellen (Modus 1
,statisch”) als auch zur automatisierten bildunterstiitzten sequenziellen Analyse einer hohen Zahl
von Zellen in Suspension (Modus 2 ,,dynamisch”) eignet.

Im Ergebnis liefert RCMIA in allen Modi neben integralen optischen Eigenschaften morphologisch
weiter auswertbare Einzelbilder aller flr weitere Betrachtungen relevanter Einzelzellen. In Modus 1
ist (bislang) die erzielbare optische Auflésung héher.

Zur Erkundung der Moglichkeiten wurden unter Verwendung speziell auf die Anforderungen von
RCMIA abgestimmter und ausgerichteter neuartiger mikroskopoptischer Module von Cytecs und
eigener Komponenten instrumentelle Demonstratoren realisiert. In mehreren Stufen wurden das
Instrument und seine Analysemoglichkeiten mit mikroskopischen Modellpartikeln und biologischen
Proben gemeinsam mit den Projektpartnern erprobt und sukzessive optimiert.

Fir die Instrumentierung mussten von QA insbesondere folgende Komponenten entworfen,
integriert, erprobt und sukzessive optimiert werden:

e Einfach als Verbrauchsmaterial herzustellende mikrofluidische Analysekammer (MSA Slide,
modular, mit Wechseladapter) in Varianten fiir Modus 1 und 2

e  Mikrofluidik-Steuerungsmodul fiir automatisierte sequenzielle Farbungen und Modus 2

e Ultraprazisions-Dosier-Spritzenpumpe SMSP (Smart Mini Syringe Pump)

e Kompakte, steuerbare Fluoreszenz-Anregungslichtquellenmodule (Diodenlaser, LED)

e Empfindliche Fluoreszenz-Optik (optische Spektralfilterkombinationen, Kameramodul)

e Motorisierter XY-Stepper fiir grof¥flachige, optisch hochaufgeloste Analysen

e Software zur Steuerung, Bilddatenakquisition und Bildanalyse (Vorverarbeitung)

Es konnte gezeigt werden, dass sich mit dem Instrument auf Glastrager adharierte Zellen sequenziell
mit biochemisch spezifischen Fluoreszenzmarkern (z.B. Antikérper) markieren und diese groRflachig
(> 10 mm x 10 mm), dennoch mit subzelluldrer Auflésung (< 0,5...1 pum), und UGber mehrere spektrale
Fluoreszenzkanale und im Durchlicht (Modus 1) abbilden und statistisch weiter analysieren lassen.
Damit wird es moglich, auch bei anteilsmaRig seltenen Zellen (<0,5%) und kleinsten
Partikelkonzentrationen (<< 1/ml) eine statistisch relevante Zahl nachzuweisen und zu analysieren.

Der dynamische Modus 2 wurde nur QA-intern realisiert und bislang mit Modellproben die
grundsatzlichen Moglichkeiten sondiert.

Weitere spezifische Ergebnisse fiir das Verbundvorhaben lassen sich den Abschlussberichten der
Kooperationspartner fiir das NADIM-Projekt entnehmen.

Seite 2 von 2



QA RCMIA (Rare Cell Multiprobe Imaging Analyzer)
Teilprojekt im Verbundprojekt NADIM (Neurodegeneration and Alzheimer's Detection in Monocytes/
Macrophages) - Férderkennzeichen 13GW0406B

- Abschlussbericht Teil Il: Eingehende Darstellung -

(2024-08/QA)

RCMIA (Rare Cell Microscopic Imaging Analyzer, Abb. 1) ist das von QA im Teilprojekt fir NADIM
(Neurodegeneration and Alzheimer's Detection in Monocytes/Macrophages) entworfene

Analyseinstrument zum Nachweis kleinster Anteile und Konzentrationen biologischer Zellen und
anderer mikroskopischer Partikel (Ubersicht vgl. zugehériger Kurzbericht).
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Mikrofluidik-Steuerung mit Workstation mit Software fiir

Reagenzien-Autoloader (hier ohne Systemsteuerung, Automatisierung,
Partikelanalyse

RCMIA/MSA Mikroskopische Einheit (abschlieBende
Projektversion)

(mit XY-Tisch fiir Mikrofluidik-Slide, Lichtquellen fiir Gehduse)
Fluoreszenzanregung, Kameras, ...)

Abb. 1 RCMIA Demonstrator-Setup zum Projektabschluss

Fir RCMIA (auch ,,MSA Analyzer”) und die auch den Projektpartnern zur Verfligung gestellten
Demonstratoren wurden von QA eine Vielzahl von innovativen technischen Losungen und
Komponenten entworfen. Auf den technischen Aufbau und einzelne L6sungen und wichtige
Komponenten wird detaillierter eingegangen, nachdem zunéachst Eckdaten und Angaben zur
technischen Leistungsfahigkeit auch im Vergleich zu den urspriinglich identifizierten
Leistungsanforderungen zusammengestellt werden. Auch werden Ausblicke flir erweiterte
Anwendungsgebiete gegeben.

Leistungsfahigkeit RCMIA / MSA

Zur Erprobung bei QA und Optimierung der technischen Leistungsfahigkeit wurden neben eigenen
kiinstlichen und biologischen Modellpartikelproben (unterschiedliche mikroskopische Polymerbeads,
Pflanzenzellkerne, Laktose-Bakterien, Hefezellen) biologische Proben (Vollblutpraparate) der
Projektpartner Invigate (INV) und Immunotools (IMT) und Universitatsklinik Erlangen (UKE)
eingesetzt. Den Projektpartnern INV und UKE wurden von QA auch Demonstratoren in mehreren
Optimierungsstufen zur Verfligung gestellt und dort fir anwendungsnahere Erprobungen, Feedback
an QA und Optimierungen genutzt. Die Leistungsfahigkeit wird hier anhand einer exemplarischen
Auswahl der Ergebnisse gezeigt. Gleichzeitig werden dabei zusatzliche Anwendungsmaoglichkeiten
deutlich.
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Abbildungsleistung: Analyseflache, Optische Auflosung / Fluoreszenzempfindlichkeit

Mit RCMIA lassen sich grof3flachig (>10 mm x 10 mm) adhérierte Zellen mit mikroskopischer
Auflésung (<0,5...1 um) analysieren (Abb. 2 und 3). Damit kann eine groRe Zahl von rdumlich sich
nicht Gberlappenden Zellen analysiert werden mit dem Ziel, eine statistisch ausreichende Zahl
anteilsmaRig oder zahlenmaRig seltener Zellen zu identifizieren. Gleichzeitig ldsst sich die
morphologisch-raumliche Verteilung der Markierungen (intrazellulare Marker) bzw. an den
Zellmembranen (Oberflachenmarker) innerhalb der Einzelzell-Bildextrakte analysieren, um diese fir
eine bessere ldentifikation relevanter Zellen heranzuziehen.

> ilcsuretime—SM? PE Channe|: CD14 ) ; Iiliosuretime-ZOOms
I ':monOCyteslmacrOphageS

€a.. 2000 cells (ca. 10%)

13 x13 pum

Abb. 2) GroRflachige Analyse (digitale Zoomfolge) einer groRen Zahl (~20000) an einer Glasoberflache
adhérierter Leukozyten mit RCMIA / MSA (2 mm x 2 mm). Probe (PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells,
Immunotools): Farbung/Analysekanale: CD14-PE (Monozyten/Macrophagen ~ 2000) + DAPI (DNA). Anregung
UV/blau (LED). In den aus der Aufnahme gewonnenen Einzelzellbildern I4sst sich die unterschiedliche
morphologisch-raumliche Verteilung der Oberflichenmarker (CD14) bzw. DAPI deutlich voneinander
unterscheiden.
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Bright field. : FITC-Channel

PE-Channel . . APC-Channel

Abb. 3a) Analyse von Leukozyten nach Farbung mit CD14-PE, CD16-APC and LAMP1-AF488 Antikorpern.
Durchlicht/Hellfeld und zugeordnete Fluoreszenzkanile. Anregung sequenziell durch LED blau (PE, AF488 =
Alexa Fluor 488) und rot (APC). Analyseflache 2 mm x 2 mm mit ca. 100.000 raumlich ausreichend voneinander
separierten Zellen. Detailzoom s. Abb. 3b.
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Bright field 2 FITC-Channel

®»

oL ! .9 »
0.2x0.2mm . ) B! 0.2x0.2 mm

PE-Channel APC-Channel

0.2x0.2 mm 0.2x0.2 mm

Abb. 3b) Digitaler Detailzoom von Abb. 3a mit subzellularer optischer Auflésung. Auf einer Flache von 0,2 mm x
0,2 mm befinden sich ca. 100 Zellen mit ausreichender raumlicher Separation.

Zu Projektbeginn stand die bildunterstltzte Gewinnung zuséatzlicher morphologischer Merkmale
biologischer Zellen mit hinreichender optischer Auflésung im Fokus, nicht das Generieren moglichst
hochaufgel6ster qualitativ ansprechender Bilder. Im Projektverlauf ist jedoch deutlich geworden,
dass gerade zur Erprobung dennoch eine dariiber hinaus gehende, moglichst gute optische
Abbildungsleistung, insbesondere Auflésung und Bildhomogenitdt, wiinschenswert ist, die der darauf
spezialisierter und teurer (Forschungs-)Fluoreszenzmikroskope entspricht. Um eine solche Auflosung
und Bildhomogenitéat zu erreichen, musste erheblicher Aufwand in die Erprobung und sukzessive
Optimierung des optischen Aufbaus und Auswahl geeigneter optischer Objektive mit den
zugehdrigen optischen Anpassungen von Lichtquellen und Kameraoptik investiert werden. Im
Ergebnis lassen sich nicht nur die Gesamtintensitat pro Zelle, sondern auch fluoreszenzmarkierte
subzellulédre Strukturen (bei Verwendung eines hochwertigen Objektivs mit numerischer Apertur NA
0,8) mit einer optischen Auflésung von < 0,5 um (Abstand voneinander unterscheidbarer Strukturen)
und hoher Fluoreszenzempfindlichkeit abbilden (Abb. 4).
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Helligkeitsverteilung der Zellen in APC-Kanal
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Abb. 4) CD16-APC Fluoreszentintensitatsverteilung von Leukozyten einer Vollblutprobe (nach Praparation) in
RCMIA / MSA. Links: Monozyt (CD16+). Rechts: Granulozyt (Neutrophile) (CD16++), exemplarisch. Unten:
Gesamtintensitatsverteilung APC-Fluoreszenzkanal (Anregung rot (LED) + roter Fluoreszenz-Spektralbereich)
mit exemplarischen Einzelzellbildern. Die optische Auflésung (Objektiv 40, NA = 0,75) liegt bei etwa 0,5 um.

Abbildungsleistung: Homogenitat / Differenzierbarkeit

Die mit mikroskopischen, in ihren Eigenschaften nahezu identischen Modelpartikeln erzielbare
Homogenitat (der gemessenen Intensitdten) - vor rechnerischen Korrekturen — erreicht 7% im Fall
von schwachen Fluoreszenzsignalen (CV% der Partikel-Gesamtintensitdten): Abb. 5.
Hintergrundintensitat ist mit gutem Signal-Rauschabstand problemlos diskriminierbar.

Daraus ergibt sich eine Differenzierbarkeit von tiber grofRe Probenbereiche verteilte Partikeln mit sich
um >5...10% voneinander unterscheidenden Fluoreszenzintensitaten (pro Fluoreszenzkanal). Das liegt
deutlich unter den typischen (biologisch bedingten) Varianzen (>30%) bei Intensitdtsunterschieden
fir die Klassifizierung von Immunfarbungen (wie etwa im FCM analysiert) und sollte damit — fiir alle
hier ins Auge gefassten Anwendungen — gut geeignet sein.
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Standard G beads 10/ml; volume 10 ml; CV 7%
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Abb. 5 Verteilung der aus Einzelpartikelbildern bestimmten Fluoreszenzintensitaten (griiner Spektralbereich) im
MSA (Modellpartikel: ,,Standard G” auf einer Flache von 2,5 mm x 2,5 mm). Die Intensitdt der Modellpartikel
entspricht etwa niedrigen bis mittleren typischen Fluoreszenzintensitaten immungefarbter Leukozyten.
Hintergrundsignale sind problemlos diskriminierbar. Auch zur Identifikation stoffwechselaktiver Bakterien
genutzter Fluoreszenzmarkierungen haben liegen auf einer vergleichbaren Intensitatsskala.

Zum Vergleich: in guten FCM und kdnnen bei vergleichbar niedrigen Intensitaten mit Unterschieden
der Fluoreszenzintensitat von <2% voneinander unterschieden werden, bei hohen Intensitdten <1%.

Differenzierbarkeit immungefarbter Zellen aus Vollblut (Plausibilitit/Vergleich)

Tab.1 zeigt das Ergebnis der Identifikation und Zdhlung immungefarbter Zellen. Die gefundenen
Anteile sind plausibel zu den fiir einen Normalspender zu erwartenden Werten.

CD14 Atto488 n Green 250 6% 5-10%

CD16 PE n Red 2891 69% 70%

CD3 APC n Cyan 889 21% 30%
Brightfield - - 4188 100% 100%

Tab. 1) Vergleich gefundener und zu erwartender Anteile positiv (hell) gefarbter immungefarbter Zellen (CD14-Atto488/CD16-PE/CD3-APC).

Anzahl simultan (pro Durchgang analysierbarer Sonden)

RCMIA unterstiitzt zu Projektabschluss mehrere Lichtquellen und (Fluoreszenz-)Bildkanale, mit denen
Zellen pro (Farbe-)Durchgang mit mehreren Sonden analysiert werden kdnnen. Abb. 2 und 3 zeigen
neben dem Hellfeldbild exemplarisch Simultanfarbungen mit 2-fach (CD14-PE/DNA-DAPI) und 3-fach
Antikorper-Markierungen (CD14-PE, CD16-APC and LAMP1-AF488) bei zeitlich voneinander
separierter Anregung mit blauer (465 nm) LED und roter LED (650 nm). Der Ablauf ist weiter
automatisierbar und optimierbar. Z.B. ist bei Verwendung mehrerer Fluoreszenz-
Anregungswellenldngen (z.B. blau + rot fir PE + APC) und eine optimale Lichtausbeute bislang noch
ein manueller Wechsel von Filtersatzblécken erforderlich.
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Nachweis kleinster Partikelanteile (< 0,5%)

Um zu Gberprifen, ob auch kleinste Anteile (z.B. <0,5%) von Subpopulationen mikroskopischer
Partikel in statistisch relevanter Zahl identifiziert werden kénnen, wurde eine Mischung von stark
unterschiedlichen Anteilen von Polymer-Beads (10 um Durchmesser) zweier unterschiedlicher
Beladungen mit Fluorochromen angesetzt. Aus dieser Suspension wurden die Partikel per Filtration
durch eine Mlkroporen-Filtermembran auf einer Oberflache adhariert und groRflachig untersucht
(Abb. 6 und 7).

In den mit den Bilddaten berechneten Haufigkeitsverteilungen der Partikelintensitaten kénnen die
Subpopulationen voneinander differenziert werden. Histogramme und Anteile sind mit den per FCM
gewonnenen vergleichbar, jedoch lassen sich in RCMIA zusatzlich die zugrundeliegenden Partikel-
Bilder zuordnen und in diesen weitere morphologische Eigenschaften analysieren (etwa
PartikelgroRe/-form oder rdumliche Verteilung der Fluoreszenz).

Auf einer Flache von 5 mm x 5 mm wurden insgesamt 6448 Beads identifiziert, darunter 26 mit der
deutlich selteneren hohen Fluoreszenzintensitat. Der damit ermittelte Anteil von 0,40% der
selteneren Partikel deckt sich mit den per FCM ermittelten Daten (im Rahmen des allein aufgrund der
gegebenen kleinen Partikelzahlen statistisch zu erwartenden Fehlers).
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Abb. 6) Identifikation (anteilig und absolut) seltener Modellpartikel in einer Mischung von zwei unterschiedlich

intensiv fluoreszierenden Intensitatsklassen (Polymerbeads, 10 um) mit RCMIA / MSA. Analyseflache: 5 mm x 5
mm. Analysevolumen 10 pl (oben). AnteilsmaRig kleine Partikelzahlen < 0,5% lassen sich identifizieren.
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Rare particles analysis

Background Object:
1000 5 = Bead suspension mixture
3 / with 0.05% bright fluorescent beads
: Dim Particl Analysis Result:
im Particles 11216 beads total;
100 3 7 bright fluorescent beads
] = 0.06%
= 1 K Analysed surface: 2.25 x 2.25 mm;
c
S 4
o 10 E
© ] Rare Bright Particles
14
0,1 TTTTTTT I I T I T T T I I T I T T T T I I I I T T T I I T T T T T I I T T T I I T I T I I I T I T I T I T T T T T T I T I T I I T I T I T T I T T I T I I T I T T T T I T T IrTT T Tl

O O O O O 0O OO0 OO0 0O OO0 00000000000 00O 00O o oo
< 0O AN VOO T OAN OO TN OO SO AN OO ST OoOAN VWO I T 0N OO

Brightness

Abb. 7a): Nachweis von Partikel mit einem Anteil von 0,05% an einer Gesamtheit von rund 10.000
Modellpartikeln.

0.2x0.2 mm

2.25x.2.25 mm

Abb. 7b) Identifikation kleinster Partikelzahlen. Fluoreszenzkanal: grin (FITC). (Digitale) Zoomfolge mit
Einzelpartikelbildern (exemplarisch) seltener Partikel.
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Nachweis kleinster Partikelkonzentrationen

Um zu untersuchen, ob sich mit der Methode auch kleinste Partikelkonzentrationen nachweisen
lassen in einer Empfindlichkeit, die mit FCM oder gar herkdmmlicher Mikroskopie schwer zu
erreichen ist, wurden in einer Verdiinnungsreihe Polymer-Modellpartikel mit ahnlichen GréRe (1 pum)
und Fluoreszenzintensitat wie Bakterien (entsprechend niedrig/mittlerer Fluoreszenz bei typischen
Leukozyten-/Lymphozyten-Immunfarbungen) nach Farbung der enzymatischen Aktivitat durch eine
Filtermembran aus niedrigstkonzentrierter Suspension herausgefiltert und untersucht (Abb. 8).

Damit wurde gezeigt, dass sich mit RCMIA / MSA Partikel auch in kleinsten Konzentrationen von

< 1/ml identifizieren und nachweisen lassen. Uber die Moglichkeiten von FCM hinausgehend ist
dabei, dass gleichzeitig tiber die Abbildung dieser seltenen Partikel mit hoher optischer Auflosung
eine Verifikation von GréRe und Form moglich wird. Das bei vielen Anwendungen fiir eine sicherere
Identifikation hilfreich, etwa die Identifikation von Mikroorganismen (Abb. 9).

Color Fiter
Gamma Adjustment

Standard G beads 10/ml; volume 10 ml

250 x 250

Visible Area: 2500,0 pm x 2500,1 pm (20971 x 20944 px)

Filtration

25 mm

silicone mask
— filter, pores 0.2 um
— filter

Analysis results with VIS Toolbox v1.0
2022-04-20: 91 events: 84 single beads +
7 double beads = 98 beads.

Abb. 8a) Zoomfolge bei groRflachiger Analyse kleinster Partikelkonzentrationen auf Filtermembran
(exemplarisch 10/ml).
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Dilution series Standard G beads
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Abb. 8b): Ergebnis Verdiinnungsreihe bis < 0,1/ml. Bestimmung der Grundkonzentration mit FCM.

; Background Rare Events Analysis
6 Events with 10 ml water with ~10 ml* Lactobacillus acidophilus
bacterial nature (~100 events all in all)
cv filtered through 0.2 um filter membrane
5 38% and stained with Component A of QA Viability Stain NA2
4 112 rod-shaped events with integral brightness 35...200
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Abb. 9) Identifikation kleinster Bakterienkonzentrationen auf Filtermembran. Bildunterstiitzt lassen sich
morphologische Eigenschaften analysieren und damit Bakterien von anderen Partikeln dhnlicher integraler
optischer Eigenschaften zuverldssiger voneinander unterscheiden als mit FCM, wo diese als Hintergrund-Counts
storen kdnnen. Durch die Abbildung lassen sich auch mégliche Bakteriendoubletten (z.B. im Teilungsprozess)
oder Agglomerationen von einzelnen Bakterien unterscheiden und in der quantitativen Analyse
bericksichtigen.

Analysezeiten/Probendurchsatz

Analysezeiten und Probendurchsatz bei RCMIA hdangen entscheidend von einer Reihe von
anwendungsspezifischen Faktoren, wie etwa den nachzuweisenden Stoffmengen pro Zelle
zusammen mit verwendeten Markern (z.B. Effizienz, Fluorochrome, Photostabilitdt). Diese Faktoren
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wurden im Projekteverlauf fiir NADIM nicht abschlieRend festgelegt. Ersatzweise werden hier fir die
Abschatzung in Untersuchungen mit Gblichen immungefarbten biologischen Modell-Vollblutproben
gewonnene und plausibilisierte Faktoren beriicksichtigt.

Die Zeiten lassen sich aufteilen in:

- Belichtungszeit fiir Einzelbild (,,Kachel”) pro Anregungslichtquelle
- GroRe der Analyseflache (Anzahl Kacheln)

Bei sequenzieller automatisierter Farbung zusatzlich:

- Inkubationszeit fir Fluoreszenzmarker
- Bleichzeit (auf erforderliche Restintensitat)

Dazu addieren sich z.T. rein instrumentelle Zeiten fiir das ,,Steppen” (die Bewegung des
motorisierten XY-Verstelltisches), den Datentransfer und -verarbeitung sowie (bei sequenzieller
Farbung) den mikrofluidischen Transfer von Markierungs-Fliissigkeiten in die mikrofluidische Kammer
(MSA Slide).

Typische geeignete Einzelbild-Aufnahmezeiten fir Blutzellen mit immunologischen Marken lagen je
nach Fluoreszenzintensitat in einem Bereich von 100 ms...500 ms pro Flache von 0,25 mm x 0,25 mm
(pro Anregungsfarbe). Daraus ergibt sich im ungiinstigsten Fall bei schwachen Fluoreszenzen und z.B.
2 Anregungsfarben flir eine Gesamtflache von z.B. 2 mm x 2 mm (rund 100 an den Flachenrandern
etwas Uberlappenden Einzelbild-Kacheln) eine Gesamtzeit von etwa 2 x 100 x 500 ms = 100 s, bei 5
mm x 5 mm (rund 500 Kacheln) etwa 10 Minuten.

Photobleaching of antibody conjugates of PE
& APC dyes on blood leucocytes

a 1,00 ‘ y = 0,885400144x
Q '-,‘-._. 2 _
S 0,30 ""\-.-‘..:: ...... R*=0,9527
ﬁ, ._' .................. y= 0,93698'0'0273x
060 [ e @ e R%=0,9955
- ... e,
% Parameter PE APC | T Tt L _AXTEPPS °.
O 0,4 Light [LEDblue | LEDred BT r'y
(9] source 494 24A @,
Z oA e T @...
= 0,20k 00273 o044l e, ®
©
o Ty [5] 25 48
o 0,01, [s1 84 160
Ty [5] 165 320 20 30 40 50 60

Irradiation time [s]

@ PEatblueLED4.9A @APCatredLED 2.4 A

Abb. 10) Bleichkurven (exemplarisch) an mit PE- und APC-Antikorpern gefarbten Leukozyten in RCMIA / MSA
bei typischen instrumentellen Parametern. Daraus ergeben sich Bleichzeiten auf <1% der anfanglichen
Fluoreszenzintensitdt von >169 s = ~3 min (PE) bzw. >320 s = ~7 min (APC).

Pro (sequenziellem) Farbedurchlauf (= ,,Run”) sind vor der Bildaufnahme fiir die Inkubation inkl.
mikrofluidischem Transfer des Markersatzes typische Zeiten von maximal 20 Minuten einzuplanen.
AbschlieBend mussen die Fluorochrome durch die Anregungslichtquelle(n) gebleicht werden. So
kénenn im folgenden Run andere Sonden, wieder mit den gleichen Fluorochromen gekoppelt,
verwendet werden. Bei den verwendeten Lichtquellen erfordert das Bleichen nach eigenen
Untersuchungen eine Zeit von typischerweise (z.B. bei Verwendung der Fluorochrome PE + APC und
blauer + roter Fluoreszenzanregung) 3 min + 7 min = 10 min pro Run, um auf ein Level von <1 % zu
kommen (Abb. 10).
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Insgesamt dominieren Inkubations- und Bleichzeit den Zeitaufwand fiir die Analyse bzw. bestimmen
den Probendurchsatz.

Der gesamte Zeitaufwand pro Run (inkl. Bilddatenakquisition) liegt im betrachteten Szenario bei

0,5 h...1 h. Bei angenommen 5 Farbe-Sequenzen (bei 2...3 Markern pro Run mit insgesamt z.B. max.
10...15 Markern) lage die Gesamt-Analysezeit bei 2,5...5 h pro Probe. Das ware bis zu doppelt so hoch
wie die im urspriinglichen Konzept angesetzte Analysezeit (<2 h).

Bei entsprechend reduzierten anwendungsspezifischen Anforderungen kann die Analysezeit deutlich
geringer ausfallen.

Weiter kann vor allem die Zeit Photobleichzeit auch bei gegebenen Fluorochromen durch
Optimierungen im Bereich der Lichtquellen und Beleuchtung voraussichtlich auf <50% verringert
werden. In der obigen Betrachtung ware das eine Reduktion um 50% x 5 x 10 min = 25 min der
gesamten Analysezeit. Insgesamt ist fir Anwendungen wie NADIM (mit den geschatzten Annahmen
oben) ein Probendurchsatz von 5...20 pro Tag denkbar.

Ausblick/Andere Anwendungen (Beispiele)

Vor einer diagnostischen (IVD-?) Anwendung fiir die hier im Fokus stehende Friihdiagnose
neurodegenerativer Erkrankungen werden trotz grundlegend geeignet erscheinender
Leistungseigenschaften noch erhebliche Forschungs- und Entwicklungsanstrengungen erforderlich
sein. Andererseits versprechen die Leistungsfahigkeit und zusatzlichen Moglichkeiten von RCMIA /
MSA neben der Analyse seltener immungefarbter Vollblutzellen aber im Vergleich zu bisherigen
Methoden (FCM, herkémmliche Mikroskopie) universeller auch signifikante Vorteile fir eine Reihe
weiterer Anwendungen bislang problematischer mikroskopischer Partikelanalysen, die auch zum
Betatigungsfeld von QA passen. Ein erster Eindruck der Moglichkeiten ergibt sich aus den
Untersuchungen mit Modellproben.

Beispiele:
Robustere Identifikation kleinster Konzentrationen von Mikroorganismen (Abb. 9 und 11)

1000 1000

dead Microscopy FCM

dead
100 alive ]
alive
=P
-
= =
(&) (&)
- 10 5 10
QU @
o o
1 1
01 0,1
0,1 1 10 100 1000 b) 0,1 1 10 100 1000
a) Green-Ch Green-Ch

Abb. 11) Analyse von mikrobiellen Hefezellen (Mischung aus lebenden/stoffwechselaktiven und toten
Zellen/mit Membrandefekten). Farbung: QA Viability Stain (FDA/PI). a) Fluoreszenzintensitatsverteilungen
(Dotplots griin/rot) aus RCMIA/MSA mit hier moglichen zugehérigen Einzelbildern (exemplarisch). b)
Entsprechende Dotplots QA FCM.
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Brightness distribution
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Abb. 12) Analyse kleinster Konzentration von Bakterien (vorhandene Bakterien (rote Rahmen) + zugesetzt
Lactobacillus acidophilus (grine Rahmen)) in Reverse Osmose Reinstwasser (ROW, Millipore RiOS) im Vergleich
zu Ultra-Reinstwasser (UPW, Millipore Milli-Q) auf Filtermembran. Farbung mit QA Viability Stain NA2
(Component A). Nicht-bakterielle Partikel (blaue Rahmen) lassen sich anhand der aus Einzelbildern
extrahierbaren morphologischen Information (bildunterstiitzt) von Bakterien unterscheiden.
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Hochaufgeloste groRflachige Analyse von Zellverbidnden/DiUnnschnitte

Mit MSA lassen sich auch groRere Bereiche von Zellverbanden in Ultramikrotom-Dilinnschnitten in
Gesamtheit abbilden analysieren. Abb. 13 und 14 zeigen exemplarisch Fluoreszenz- und
Durchlichtaufnahmen von Bereichen bis 16 mm x 16 mm.

b) | c)

Abb. 13) Hochaufgeloste groRflachige Fluoreszenzaufnahme eines Diinnschnitt-Praparats (UKE), Digitale
Zoomfolge. a) Gesamtbild Objektflache 10 mm x 10 mm, 1940 MPixel (44000 x 44000 px). b) Ausschnitt 1 mm x
1 mm. b) 0,3 mm x 0,3 mm. Objektiv 40x.

a) b) c)

Abb. 14) Hochaufgeldste groRflachige Fluoreszenzaufnahme (DNA-Farbung/Pl) eines Diinnschnitt-Praparats
(UKE), Digitale Zoomfolge. a) Gesamtbild Objektflache 16 mm x 16 mm, 1340 MPixel (36600 x 36600 px). b)
Ausschnitt 2,2 mm x 2,2 mm. c¢) 0,3 mm x 0,3 mm. Unten rechts: Hellfeld. Objektiv 20x.
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Statistische bildunterstiitzte Analyse von Pflanzenzell(-kernen)

Filters.

Contrast / Brightness
[ Auto-Contrast

Color Filter

Gamma Adjustment

Scan Settings

Scan Center Current Position
Scan Width [mm] | 1

Scan Height [mm] | 1

Stitching Method | Feature Based
Tile Width [mm] | 025

___________ Tile Overlap 15% v
A Save Path [=]
1 1 Channel 1
1
1
1
1
1
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1 Channel Details
__________ Name Channel 1
Run 1
\ Light Source Fluorescence

Downscaling Factor | 1
() Total Exposure [ms]
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Abb. 15) Analyse DNA-Gehalt von Pflanzenzellkernen Lepidium sativum (Gartenkresse) in MSA mit zugehorigen
Zellbildern mikroskopischer Auflésung und daraus gewonnenen Histogrammen. Farbung: Quantum Stain NA
UV 2. Kleines Bild: Histogramme Analyse mit FCM. Die Ploidie-Grade lassen sich einzelnen heterogenen
morphologischen Strukturen der Zellkerne (nach Praparation) zuordnen und so z.B. Praparationsprozesse und -
effekte besser untersuchen.
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Leistung: Vergleich Eckdaten zu urspriinglich geforderten/erwiinschten Eigenschaften Statischer

Modus

Tabelle 2 zeigt zusammenfassend einen Vergleich von Eckdaten der Leistungsfahigkeit von RCMIA im

Vergleich zu Vorgaben/Winschen.

(Vergleich mit FCM)

Anteile stimmen
mit FCM Uberein
(z.B. CD45+)

Eigenschaft Vorgabe/Wunsch erreicht | Bemerkung

Analyseflache 10 mm x 10 mm ++ groBere Flache bis 50 mm x 50
mm moglich. Erfordert
entsprechende Variation der
Objektflache.

Optische Auflosung 1um ++ ~0,5 um mit Objektiv 40x

Digitalauflésung - + >1000 MPixel

Anzahl pro Durchgang analysierbarer 100.000 + Bei 2 mm x 2mm: Raumliche

Zellen/Partikel Separation ausreichend fiir
100.000 Leukozyten. Entspricht
2,5 Mio Zellen bei 10 mm x 10
mm.

Anzahl Sonden pro Durchgang 3-4 + Gezeigt: 3 + Hellfeldbild. Fir
Anregung mit mehreren
Wellenlangen noch nicht
vollstandig
optimiert/automatisiert: Z.T.
noch manueller Wechsel
Filtersatzblock erforderlich.

Identifikation seltener Zellen/Partikel Anteil < 0,5% ++ 0,05%
Detektion einzelner Partikel

Nachweis von niedrigst-konzentrierten <1/ml +

Partikeln

Bestimmung Anteile Zellklassenanteile Identifizierte + Die gefundenen Anteile bei

Modellproben stimmen gut mit
per FCM ermittelten
Referenzwerten Uberein.
Gefundene Anteile z.B. CD45+
sind plausibel zu Daten FCM
und zu in normalem Vollblut zu
erwartenden Prozentzahlen.

Gesamtanalysezeit (Probendurchsatz)

<2h
(10 Proben/Tag)

(+)

Abhangig von Art und Anzahl zu
analysierernder
Sonden/Fluorochromen

Tab. 2) Vergleich vorgegebener/gewtinschter vs. erreichten instrumentellen Eigenschaften.

Dynamischer Modus

Bislang wurden die Eigenschaften des dynamischen Modus nur QA-intern mit Mischungen von
Modellpartikelklassen untersucht. Die Anteile in Suspension entsprechen den erwarteten und mit
FCM kontrollierten. Unterschiedliche PartikelgroRen (z.B. 6 um von 3 um Durchmesser) sowie
Partikelfluoreszenzintensitaten lassen sich voneinander unterscheiden. Das optische
Auflésungsvermogen (gewlinscht: <2 um) ist noch nicht systematisch nachgewiesen. Vor genaueren
guantitativen Untersuchungen sind instrumentelle Optimierungen und eine Automatisierung der

Bildanalyse der gewonnen Einzelpartikelbilder notwendig.

Seite 16 von 26




Aufbau RCMIA und Komponenten

(_\ Analysis Zone (Mode 1) Cells Mode 1 (static): surface immobilized

Mode 2 (dynamic): intermittend flow
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/ ./..o
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Abb. 17) QA Rare Cell Multiprobe Imaging Analyzer (RCMIA/MSA), Realisierung (oben) vs. Schema (unten).
Anordnung von mikrofluidischer Farbe-/Analysekammer fiir Modus 1 und 2, fluoreszenzmikroskopischem
Modul, Lichtquellen und Fotodetektoren, Fluidik, Autoloader und motorisiertem mikroskopischem
Verschiebetisch.

Die von QA realisierten RCMIA Demonstratoren (bzw. Instrumente) wurden nach dem Schema in
Abb. 17 (unten) aufgebaut. Vor dem abschliefenden Setup (Abb. 17 oben) wurden im Projektverlauf
insgesamt drei Demonstratoren (D1...D3) zunachst in einer Vorlduferversion realisiert (Abb. 18). Zwei
der Demonstratoren wurden den Projektpartnern in mehreren aufeinander folgenden
Optimierungsstufen zur Verfligung gestellt.
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Software Ablaufsteuerung und
Bildanalyse (CVIS)

Abb. 18) Demonstrator-Setup im Projektverlauf.

Eine groRflachige Lokalisierung und Analyse von an einer Oberflache adhéarierten bzw.
immobilisierten Zellen mit mikroskopischer Auflésung wird durch einen motorisierten
Verschiebetisch mit einem Verfahrweg von 50 mm ermoglicht. Damit lassen sich automatisiert eine
groBere Zahl (z.B. >100) hochaufgeldste Einzelbilder (Kacheln) akquirieren. Diese kénnen (bei Bedarf)
auch zu einem Gesamtbild (z.B. mit >1000 MPixel) zusammengesetzt werden (,,stitching”). In jedem
Fall konnen groRflachig die raumlichen Koordinaten (Lokalisierung) jedes Partikels festgestellt
werden, um dieses im Vergleich zu einem Referenzpunkt auf dem Slide oder Objekttrager jederzeit
re-analysieren zu kdnnen.

Um eine groRere Anzahl von biochemischen Sonden (pro Zelle, z.B. 10) analysieren zu kdnnen, wird
die Probe in sequenziellen Durchldufen (,Run“) mit geeigneten Satzen von Fluoreszenzmarkern mit
wiederholt identischen Fluorochrom-Gruppen (z.B. 3-fach Farbung pro Run) gefarbt. Diese
Reagenzien werden mit einem Autoloader automatisch adressiert und mit einer speziell entworfenen
mikrofluidischen Steuereinheit prazise in die mikrofluidische Analysezelle (MSA Slide) transferiert.
Nach Inkubation und Abschluss der mehrkanaligen Bildaufnahme in jedem Durchlauf werden die
Fluorochrome durch ausreichend lange intensive Beleuchtung durch Photobleichen deaktiviert.
Dadurch kénnen die gleichen Fluorochrome im folgenden Durchlauf erneut (gekoppelt an andere
biochemische Sonden/Antikorper) genutzt werden. Dadurch werden Limitationen bei der
gleichzeitigen Verwendung einer Vielzahl von Sonden/Fluorochromen aufgrund der begrenzten
spektralen Unterscheidbarkeit liberwunden.

Das Instrument verwendet einen nach speziellen Anforderungen konstruierten mikroskopisch-
fluoreszenzoptischen Grundaufbau des Projektpartners Cytecs (CYT). Softwaremodule fir
nachgelagerte spezielle statistische Analysen wurden auch vom Projektpartner Immunotools in enger
Zusammenarbeit mit QA entwickelt.
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RCMIA / MSA: Wichtige innovative Komponenten

Fir die Instrumentierung musste QA insbesondere folgende Komponenten entwerfen, realisieren
studieren, in das Instrument integrieren und zum Teil iterativ optimieren. Auf die wichtigsten wird im
Folgenden z.T. etwas ndher eingegangen.

e Einfach als Verbrauchsmaterial in Stlickzahlen von >100...1000 herzustellende
mikrofluidische Farbe-/Analysekammer (MSA Slide)

e modulare, einfach handzuhabende magnetisch selbstpositionierende Wechseladapter fiir
MSA Slide

o Mikrofluidik-Steuerungsmodul mit Autoloader

Ultraprazisions-Dosier-Spritzenpumpe (Smart Modular Syringe Pump SMSP)

Anregungslichtquellenmodule (Diodenlaser-, LED-Module) mit Lichtquellen-Steuerelektronik

Empfindliche Fluoreszenz-Optik (Spektralfilter, Kameramodul)

Motorisierter XY-Stepper fir grol¥flachige, optisch hochaufgeldste Analysen

e Software zur Steuerung, Bilddatenakquisition und Bildanalyse (Vorverarbeitung)

MSA Slide

Quantum Analysis

5 SR = ==
BN

Abb. 19) MSA-Slides: Unten: Ein zentrales Element von RCMIA sind von QA entworfene und zuletzt in Chargen
von mehr als 100 St. zu geringen Kosten (~10 €/St.) hergestellte und gut in sehr groRBen Stiickzahlen (ggf. nach
fertigungstechnischen Optimierungen 1...5 €/St.) herstellbare Acrylglastrager (Verbrauchsmaterial). Oben
rechts: Mit bereits aufgebrachtem Adhéasions-Glastrager, Variante mit Kanalbreite fir statischen Modus. Oben
Mitte: Variante mit geringerer Mikrofluidik-Kanalbreite, z.B. fiir dynamischen Modus. Oben links: Platzierung
des MSA Slide in Fluidik-Adapter.

Zur Nutzung der MSA-Slides fir statische Analysen werden Zellen aus Suspension (z.B. Vollblut-
Praparat) zunachst an einen separaten diinnen (einfachen oder ggf. biochemisch
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oberflachenmodifizierten) Glastrager adhériert. Die Oberflache des Glastragers kann auch
biochemisch modifiziert sein und damit eine Anreicherung relevanter Zellen erméglichen. Der
Glastrager wird dann auf dem adhéasiven ,,Spacer” der Slides aufgebracht und bildet so eine
mikrofluidische Farbe- und Analysezelle (Abb. 19). Die mikrofluidische Geometrie

(Kanalbreite, -dicke, -volumen) ergibt sich aus Dicke und Form des Ausschnitts im Spacer, die sich
leicht und prézise je nach jeweiliger Anwendung variieren lasst. So wurden etwa unterschiedliche, fir
dynamische Analysen besser geeignete geringere Kanalbreiten realisiert.

Auch Varianten aus Glas und Quarzglas (zur Reduktion des Fluoreszenzhintergrunds bei UV-
Anregung) wurden hergestellt. Vor allem bei letzterem liegen die Fertigungs- bzw. Materialkosten
jedoch teilweise um ein Vielfaches héher (>50 €).

Flr die MSA-Slides hat sich eine eine an gebrduchlichen Objekttragern orientierende ,Standard”-
GroRe von 75 mm x 25 mm (etwa 3“ x 1) als optimal erwiesen, da so leichter begleitende
Untersuchungen z.B. zu Vergleichen mit iblichen Mikroskopen und vorhandenen Objekttrager-
Aufnahmen durchgefiihrt werden kdnnen. MSA-Slides kdnnten universeller auch fiir andere
mikrofluidische Anwendungen geeignet sein.

Fluidikadapter fiir Mikrofluidische Analysekammer

Im Projektverlauf wurden in mehreren Stufen fluidische Objekttrager und Adapter fiir die MSA-Slides
entworfen und auch im Hinblick auf einfache und sichere Anwendbarkeit optimiert (Abb. 20). Die
Slides (Verbrauchsmaterial) lassen sich so liber eine magnetisch sich an korrekter Stelle selbst
zentrierende Anschlussplattchen (mit Schlauchen) einfach wechseln und zuverlassig fluidisch
anschliefen.

Positionierrahmen
montiert auf Kreuztisch

Fluidikadapte
Mikroftoidische Analysekammer

e Analysekammer

Abb. 20) Mikrofluidische Analysekammer (MSA Slide) mit Fluidikadapter, montiert auf motorisiertem XY-
Kreuztisch des fluoreszenzoptischen Moduls (Demonstrator D1).

Mikrofluidik-Steuerungsmodul mit Autoloader

Flr die sequenzielle spezifische biochemische Farbung der adharierten Zellen mit
Fluoreszenzmarkern (Antikbrpern) missen diese Reagenzien aus einem vorgelegten Behaltnis (z.B.
einer 96 Multi Well Plate) fur die gesamte Zyklenfolge automatisiert in die mikrofluidischen Slides
transferiert werden. Um mit den Ublichen, moéglichst kleinen Volumina (typ. 20...50 ul)
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auszukommen, wird eine Tragerfllssigkeit als Transportmedium eingesetzt. Eine Vermischung oder
Verdinnung der Marker untereinander oder mit dem Transportmedium wird weitestgehend
verhindern, indem alle Flussigkeiten beim Transport durch die Schlduche durch Luftblasen
voneinander separiert werden. Fir die Automatisierung des komplexe Fluidik-Handlings wurde ein
spezielles, programmierbares Steuerungsmodul fiir Mikrofluidik mit Autoloader und zugehérigen
Software-Modulen entworfen und als Teil der Demonstratoren realisiert (Abb. 21). Dieses besteht
aus einer Mikropipettierplattform (Autoloader), mit der flexibel Multiwellplates und gréRere
Behaltnisse adressiert werden kdnnen, einem kontaminationsarmen Fluidiksystem mit geeignet
dimensionierten Schlauchen und Ventilen sowie einem speziell fiir die Anforderungen entwickelten
(Mechanik, Elektronik, Firmware) hochprazisen mikroprozessorgesteuerten Spritzenpumpenmodul
(SMSP, Smart Mini Syringe Pump).

Fres - - e

MSA Micro Slide Analyzer

e
Abb. 21) RCMIA Steuermodul fur Mikrofluidik mit Autoloader fiir Farbereagenzien (oder Proben).

SMSP Ultraprézisions-Dosierpumpe

SMSP (Abb. 22) erlaubt einen pulsations- und schwebungsfreien Transport kleinster
Flussigkeitsvolumina (nl...ul) in einem groRen dynamischen Geschwindigkeitsbereich (nl/s...ml/s).

Die Eigenschaften von SMSP erlauben gemeinsam mit der Modularitat z.B. in Bezug auf das
Spritzenkolbenvolumen auch den flexiblen Einsatz auch fiir andere Anwendungen, z.B. fiir den
dynamischen Mode mit anderen Geometrien und mikrofluidischen Anforderungen. Gleichzeitig sind
sie optimal fur die Prazisions-Flow Zytometrie ibs. Systeme von QA geeignet.

Abb. 22) SMSP (Smart Mini Syringe Pump) mit innovativer Elektronik. Abmessungen: Lange ca. 120 mm.

Mit der fiir RCMIA entworfenen, aber auch fir andere anspruchsvolle Mikrofluidik-Anwendungen
nutzbaren Spritzenpumpe lassen sich kleinste (nl...ul) und mittlere Volumina (je nach Spritzenkolben
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1...100 ml) pulsations- und schwebungsfrei, duerst prazise und in einem groBen dynamischen
Geschwindigkeitsbereich (>1000:1) transportieren. Die Pumpe kann selbstandig mogliche
VerschleiReffekte analysieren und Fehler antizipieren, um einen liickenlosen Betrieb z.B. fir
Routineanwendungen zu erméglichen.

Lichtquellenmodule (LED/Laser)

Fir eine effiziente Fluoreszenzanregung sind geeignete Lichtquellen essenziell. Speziell an die
Anforderungen angepasste Lichtquellenmodule wurden im Rahmen von RCMIA von QA entwickelt
(Abb. 23). Eine flaichenhafte und homogene Beleuchtung im statischen Modus stellt dabei andere
Anforderungen als die punktuellere Beleuchtung im dynamischen Modus (dhnlich FCM). Hierflr
wurden eine Vielzahl geeignet erscheinender Kernelemente (Diodenlaser/LED) selektiert und mit
geeigneter Optik und speziell entwickelter Elektronik fiir Steuerung und Stabilisierung kombiniert
und erprobt. Auch ein (opto-) mechanisches Konzept fiir ein optimiertes und stark miniaturisiertes
Lasermodul wurde entworfen. Die Ergebnisse lassen sich universeller nutzen und auch fiir andere
Analyseanwendungen vorteilhaft einsetzen.

Miniaturisiertes Lasermodul

Elektronik
(Lichtleistungs-, Temperatur- und
Stromregelung) 1mm

26 LEDs fur flachige und punktuelle
Fluoereszenzanregung

Abb. 23) Im Rahmen von RCMIA entwickelte und untersuchte Lichtquellenmodule (exemplarisch) auf Basis von
Laserdioden (links) und LEDs mit unterschiedlichen Emissionsflachen fiir statischen und dynamischen Modus
(rechts). Fir den stabilen Betrieb ist jeweils eine angepasste Elektronik erforderlich, wie sie von QA konzipiert
wurde.

Seite 22 von 26



Dynamischer Modus: Demonstrator-Aufbau

Kamera mit Optik (5 MPixel)

FCM Photodetektoren

Spritzenpumpen SMSP1 fir
Proben- und
Hullstromflissigkeitstransport

Blaue LED 465 nm
Messzelle

Probe

Abb. 24) Experimenteller Demonstrator-Aufbau (Optik und Fluidik) fir dynamische Analyse (RCMIA Modus 2).
Insets: Einzelpartikel-Fluoreszenzbilder (exemplarisch) von Modellpartikeln von 3 um und 10 um Durchmesser
(mit Intensitats-Linienprofilen) im Slow Flow.

Im Demonstrator-Aufbau fiir den dynamischen Modus (Abb. 24) werden seltene Partikel zunachst
mit Hilfe von FCM-Signalen detektiert. Eine schnelle, auf ps-Skala triggerbare Fluoreszenzkamera (5
MPixel) wird damit zeitlich so synchronisiert, dass einzelne Bilder der Partikel an der Messstelle
aufgenommen und damit zusatzliche Bildinformationen fir eine genauere Identifikation von
Partikeln gewonnen werden kénnen. Um eine moglichst gute optische Auflosung mit etwas langerer
Wechselwirkungszeit und ausreichendem Fluoreszenzsignal zu gewinnen, kann die Geschwindigkeit
der Partikel gegeniiber Gblichem FCM deutlich reduziert werden (Slow Flow Mode).

Automatisierung/Ablaufsteuerung: Software

Das RCMIA-Instrument wird Uber eine zugehorige von QA entwickelte spezielle umfangreiche
Software CVIS gesteuert. Diese bietet neben Automatisierungsfunktionen fiir die Aufnahme grolRer
Bildbereiche, das anschlieRende Zusammensetzen (,stitchen”) der Einzelbildkacheln auch eine
Automatisierung der mikrofluidischen Farbesequenz. Abb. 25 zeigt wichtige Elemente der
Benutzeroberflache. Darlber hinaus sind in der Software innovative Algorithmen zur automatischen
Identifikation von Partikeln und Extraktion sowie quantitativ statistischen Analyse von
Einzelpartikelbildern enthalten. Im Ergebnis kénnen z.B. Histogramme und Dotplots wie bei FCM
Ublich generiert werden, erweitert mit morphologischen Parametern (GroRRe, Verteilungsindex von
Sonden etc.). Fir weitergehende spezielle Bildanalysealgorithmen kénnen Daten in andere
Bildverarbeitungsprogramme exportiert werden, z.B. in die Software BloodCat, die IMT mit
Unterstlitzung von QA fiir NADIM entwickelt hat.
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Abb. 25) CVIS Software (Benutzeroberflache) mit Steuerelementen fir Bildaufnahmeparameter (Lichtquellen,

Belichtungszeit, ...), Probenvorpositionierung (motorisierter XY-Tisch), Sonden-Lésungen-Handling, sequenzielle
Farbung und Automatisierung (,,Job“), Einzelpartikel-Bild-Extraktion, statistische Bildverarbeitung.
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Wichtigste Positionen des zahlenmaBigen Nachweises

Quantum Analysis (QA) hat das Teilprojekt RCMIA (Rare Cell Multiprobe Imaging Analyzer) streng im
urspriinglich beantragten und bewilligten Rahmen der Arbeitspakete und fiir Personalkosten
(410.000 €) und Material (74.000€ ) durchfiihren kénnen. Entstanden sind u.a. 3 Demonstratoren mit
einer Zahl von Submodulen.

Aufgrund personeller Moglichkeiten bei Projektpartnern und QA wurde auch das Teilprojekt von QA
einmalig kostenneutral um 8 Monate verlangert, Laufzeit schlieRlich: 01.03.2020...30.11.2023.
Dadurch konnten insbesondere die Unterstitzung der Projektpartner ausgedehnt und technische
Detailwiinsche (z.B. Unterstltzung weiterer Anregungswellenlangen) umgesetzt und erprobt werden.

Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Die Aufgaben und die mit den moglichen Personalressourcen in den zugehorigen Arbeitspaketen
erzielbaren Ergebnisse erforderten Investitionen in angemessenem und erfolgtem Umfang. Ohne
Forderung hatte QA die Arbeiten aufgrund der Komplexitat der Aufgabenstellung und der Risiken von
Machbarkeit und Verwertbarkeit im gegebenen Umfang nicht durchfiihren kénnen. Mit den im
Projektverlauf realisierten Instrumenten und instrumentellen Komponenten sowie dem dabei und
daran gewonnenen Wissen werden sich mittelfristig angemessene wirtschaftliche Erfolge erzielen
lassen.

Voraussichtlicher Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses - auch konkrete
Planungen fiir die ndhere Zukunft - im Sinne des fortgeschriebenen Verwertungsplans

Die im Projektverlauf gewonnenen Erkenntnisse mit der neuen Methode machen die Entwicklung
eines routine- und wettbewerbsfahigen Instruments innerhalb der kommenden Jahre greifbarer.
Dafir sind aber noch erhebliche Entwicklungsarbeiten, nicht zuletzt im Bereich der
Softwareintegration und Usability, aber auch in Bezug auf Untersuchungen und Festlegungen zu
spezifischen Anwendungsdetails (Praparation, Markierungen) erforderlich, die mit den
Projektpartnern angegangen werden sollen.

An der Einschatzung des Marktpotenzials kann nach Projektverlauf im Wesentlichen festgehalten
werden. Die regulatorischen Anforderungen fiir IVD-Anwendungen nach aktuellem
Medizinproduktegesetz sind ohne erhebliche Investitionen bzw. von QA allein méglicherweise jedoch
nicht ohne weiteres zu schultern.

In jedem Fall werden sich Erkenntnisse und technische Teilergebnisse fiir QA z.T. auch kurzfristig in
anderen, vor allem auch nicht-medizinischen Bereichen nutzen lassen, wo es um kleinste
Partikelkonzentrationen ankommt, z.B. in der Lebensmittelqualitdatskontrolle oder Umweltanalytik.

Wahrend der Durchfiihrung des Vorhabens dem Zuwendungsempfanger bekannt gewordenen
Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Neben groBen, modularen und relativ teuren Forschungsmikroskopen mit Optionen fiir groR3flachige
Bildaufnahmen mit subzelluldrer Auflésung, ebenfalls mit einem motorisierten Probentisch, ist ein
flr solche Aufnahmen und biologische Zellanalyseanwendungen dediziertes und kompaktes System
von BioRad auf den Markt gekommen (ZOE Fluorescent Imaging Analyzer). Dieses System basiert
offensichtlich ebenfalls auf einem invers-mikroskopischen Aufbau. Es bietet einen Hellfeldkanal und
3 Fluoreszenzkanale mit 3 Anregungs- und Emissionswellenldangen. Auflésung ist 1 um bei jedoch nur
6 mm Verfahrweg. Eine Vorrichtung fiir (z.B. wie bei RCMIA mikrofluidisch sequenzielle)
Vielfachfarbung ist jedoch nicht vorgesehen, ein dynamischer Modus nicht moglich.

Anderweitige Alternativen, vor allem routinefdhige Ansatze, sind QA nicht bekannt.
Erfolgte oder geplante Veroffentlichungen des Ergebnisses nach Nr. 5 der NKBF/NABF
Ergebnisse aus dem Teilprojekt von QA werden ggf. gemeinsam mit den Projektteilnehmer

(wissenschaftlich) geeignet veroffentlicht. Darlber hinaus wird QA auch fiir andere Bereiche

Seite 25 von 26



verwertbare Ergebnisse und Teilergebnisse der neue(n) Methode(n) veroffentlichen und bewerben,
u.a. auf der Website, und soweit moglich wirtschaftlich nutzen.
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