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(57) Abstract

The invention relates to a tank (1) with open top, into which cell material in a tissue medium and/or a liquid can be placed. The device
comprises a separator in the form of a stamp comprising a flat-shaped separating disk (2), the ring edge of which is sealed water—proof to
the inner walls of the tank and presents at least one passage covered by a membrane (5). The separating disk can be inserted from above
into the tank (1) so that it can put under pressure said cell material together with the tissue medium and/or the liquid and activate the cell
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residues are retained.




(57) Zusammenfassung

Beschrieben wird eine Vorrichtung sowie Verfahren zur Isolierung von Zellmaterial aus einem Gewebeverband und/oder einer
Fliissigkeit. Die Erfindung zeichnet sich durch ein oben offenes Behiltnis (1) aus, in das das zu isolierende Zellmaterial im Gewebeverband
und/oder in der Fliissigkeit einbringbar ist. Die Vorrichtung sieht eine stempelartig ausgebildete Trennvorrichtung vor, die eine flachig
ausgebildete Trennscheibe (2) aufweist, deren Umfangsrand fluiddicht mit den Behéltnisinnenwiinden abschliet und wenigstens eine
DurchlaBsffnung aufweist, die von einer Filtermembran (5) iiberdeckt ist, und die von oben in das Behiltnis (1) einbringbar ist, so
daB die Trennscheibe das Zellmaterial samt Gewebeverband und/oder Fliissigkeit druckbeaufschlagt und durch Rotation mit Scherkréften
beaufschlagt. Hierbei treten die Zellen und/oder Zellverbiinde durch die Poren der Filtermembran (5) hindurch, wohingegen das Restgewebe

zuriickgehalten wird.
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Vorrichtung sowie Verfahren zur Isolierung von Zelimaterial aus einem Gewebever-
band und/oder einer Flussigkeit.

Technisches Gebiet

Die Erfindung bezieht sich auf eine Vorrichtung sowie ein Verfahren zur isolierung

von Zellmaterial aus einem Gewebeverband und/oder einer Fliissigkeit.

Stand der Technik

Zur medizinischen Diagnose von Krankheitsbildern sowie auch zu wissenschaftlichen
Untersuchungszwecken, insbesondere im biomedizinischen Bereich, werden einzel-
ne Zellen oder Zellverbénde analysiert. VVoraussetzung fiir die an Zellen durchzufiih-
renden Analyseverfahren ist die Isolation einzelner Zelien aus Gewebeverbanden
bzw. aus Flussigkeiten, in denen die einzelnen Zellen in ihrer natarlichen Form vor-
kommen. In vielen Fallen werden Zellen fur die Zelluntersuchung aus biologischem
Weichgewebe, wie beispielsweise der Milz, Leber sowie auch aus harterem Gewebe,
der Haut oder Haaren entnommen. Haufig werden auch bei der Blut- oder Urinunter-
suchung Zellen aus Flissigkeiten isoliert, die anschlieRend beispielsweise auf
Krankheitserreger hin untersucht werden. Derartige Untersuchungen erstrecken sich
auch auf in Kdrpersekreten, Abstrichen oder sonstigen kérpereigenen Flissigkeiten
enthaltenen Zellen, die jedoch, wie in allen vorstehend genannten Fallen, aus den
einzelnen Gewebeverbanden bzw. Flissigkeiten zu isolieren sind.

Gegenwartig sind jedoch keine standardisierten Verfahren zur Zellisolierung bekannt.
Bislang bedient man sich vorwiegend der manuellen Abtrennung einzeiner Zellen
oder Zellkonglumeraten aus Gewebeverbanden und/oder Flissigkeiten, so daf zur
Extraktion von Zellen aus Gewebe, beispielsweise aus der Milz, verschiedene, indi-

viduell entwickelte und dem Geschick der jeweils durchfilhrenden Person angepafite
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manuelle Methoden angewendet werden. Auf diese Weise haben sich im Laufe der
Zeit unterschiedliche Zellisolierungstechniken ausgebildet, die sich von Labor zu La-
bor unterschiedlich entwickelt haben. Auch sind aus der einschlagigen Literatur keine
hilfreichen Hinweise zu entnehmen, aus denen aligemein tbliche oder gar genormte
Verfahren zur universellen Zellisolierung abgeleitet werden kénnen.

Zur Herstellung einer Einzelzellsuspension fiir die Untersuchung eines bestimmten
Zelltypes sind eine Reihe von hintereinander durchzufuhrenden Arbeitsschritten er-
forderlich, die bis heute ausschlieRlich manueil erfolgen.

Zur Analyse von Zellen, die in Gewebeverbanden vorkommen, muf zunachst ein
Gewebestiick, beispielsweise aus Milz oder Leber, in einer gewunschten Grél3e ab-
getrennt werden. Die entnommene Gewebeprobe wird fiir gewshnlich in ein Medium
gegeben, das zusammen mit der Probe in eine Petrischale eingebracht wird. Nach-
folgend wird die in dem Medium befindliche Gewebeprobe mit Hilfe geeigneter Werk-
zeuge mechanisch zerdriickt und zerkleinert, wodurch die zu analysierenden Zellen
besser aus dem Gewebe herausgelést werden kénnen. Die sich in dem Medium an-
reichernden, aus den einzeinen zerkleinerten Gewebestiickchen herausgelOsten
Zellen bzw. Zellkonglumerate, sind nun als Suspension aus dem in der Petrischale
befindlichen Medium zu entnehmen. Dieser Trennvorgang erfolgt fiir gewohnlich un-
ter Verwendung einer Pipette, deren Offnung jedoch leicht durch abgetrennte kleine-
re Gewebestlickchen verstopft werden kann. Das Abpipettieren der Zellsuspension
erfordert von der jeweiligen Person daher ein besonderes handwerkliches Geschick,
da die isolierten Zellen zusammen mit den durch den mechanischen Herauslésevor-
gang zerkleinerten Gewebestiickchen in dem Medium vorliegen.

Die durch Abpipettieren gewonnene Zellsuspension wird abermals in ein GefaR ver-
bracht, in dem die zusammen mit den Zellen entnommenen kleineren Gewebestiick-
chen aufgrund Ihrer gréReren Masse am GefaRboden durch Sedimentationsprozes-
se absitzen kénnen. Abermals wird der vorstehend beschriebene Pipettiervorgang
wiederholt, um auf diese Weise eine an Zellen angereicherte Suspension zu erhal-

ten. Je nach Art, Gréfle und Anteil von in der Suspension vorliegenden, abgetrennten
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kleinen Gewebestlickchen muf der auf Sedimentation beruhende Trennvorgang 6f-

ters wiederholt werden. Dieser Vorgang kann auch durch den Einsatz von Zentrifu-
gen unterstitzt werden.

Zum Auflésen und Trennen von in der Suspension vorliegenden Zeliverbanden in
einzelne Zelien wird die an Zellmaterial angereicherte Suspension mehrmals ein- und
abpipettiert, so daR méglichst viele Zellen im isolierten Zustand in der Suspension
vorliegen. Die auf diese Weise gewonnene Suspension von einzelnen, isolierten
Zellen aus einem Gewebeverband werden fiir gewshnlich in ein weiteres GefaR ver-
bracht, in das beispielsweise zum Entfernen der in der Suspension ebenfalls vorlie-
genden roten Blutkdérperchen Ammoniumchiorid zugegeben wird.

Die vorstehend beschriebene Vorgehensweise zur Zellisolation beispielsweise von
Zellen aus einem Gewebestlickchen beispielsweise der Leber, hat gezeigt, dal eine
Vielzahl von manuell hintereinander durchzufiihrenden Trennschritten durchzufiihren
sind, bis einzelne, isolierte Zellen erhalten werden kénnen. Mit jedem der einzelnen
Trennschritte falit jedoch schwer zu entsorgender Restmiill an, beispielsweise die
Suspensionsflussigkeiten, die fur den Trennvorgang benétigten Werkzeuge wie Pi-
pettierspitze bzw. Trennvorrichtungen sowie auch die verwendeten Gefale.

Zur Reduzierung des mit dem Trennvorgang verbundenen Aufwandes werden in
vielen Labors, beispielsweise in diagnostischen PCR-Labors, auf die spezifische
Herstellung von Einzelzellsuspensionen verzichtet und statt dessen der Gesamtge-
webeverband aufgeschlossen. Dies mag zwar eine Zeitersparnis mit sich fihren, ist
jedoch mit dem Nachteil verbunden, daR uneinheitliche Homogenisate mit einer Viel-

zahl von Zelltypen, Gewebebruchstiicken und haufig Hemmstoffen fiir die nachfol-
gende Analytik entstehen.

Darstellung der Erfindung

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung sowie ein Verfah-
ren zur Isolierung von Zellmaterial aus einem Gewebeverband und/oder einer Fliis-

sigkeit derart anzugeben, daf die Anzahl der durchzufiihrenden manuellen ProzeR-
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schritte reduziert und die Durchfiihrung der Zellisolierung weitgehend standardisiert
wird, so daB eine zuverlassige Reproduzierbarkeit der mit der Zellisolation verbun-
denen Analyseergebnisse erhalten werden kann. Die mit jedem einzelnen Trennvor-
gang verbundenen Abfalle, wie beispielsweise Petrischale sowie allgemeine Gefalle
und Werkzeuge, sollen Uberdies reduziert werden. insbesondere soll die mit dem

herkémmlichen Verfahren verbundene Kontamination des Arbeitsplatzes weitgehend
vermieden werden.

Die Losung der der Erfindung zugrundeliegenden Aufgabe ist im Anspruch 1 ange-
geben, in der eine erfindungsgemaRe Vorrichtung beschrieben ist. Im Anspruch 14
ist ein erfindungsgemaRes Verfahren zur Isolierung von Zelimaterial aus einem Ge-
webeverband und/oder einer Fliissigkeit angegeben. Den Erfindungsgedanken vor-

teilhaft ausbildende Merkmale sind Gegenstand der Unteranspriiche.

Der Erfindung liegt die Idee zugrunde, ein Probentragersystem zu schaffen, das

samtliche Funktionen zur Zellisolation aus einem Gewebe sowie zur Anreicherung
von Zellen aus einer Flussigkeit integriert.

ErfindungsgemaR weist die Vorrichtung zur Isolation von Zellmaterial aus einem Ge-
webeverband und/oder einer Fliissigkeit ein oben offenes Behaltnis auf, in das das
zu isolierende Zellmaterial im Gewebeverband und/oder in der Flissigkeit einbring-
bar ist. Ferner ist eine stempelartig ausgebildete Trennvorrichtung vorgesehen, die
eine flachig ausgebildete Trennscheibe vorsieht, deren Umfangsrand fluiddicht mit
den Behéltnisinnenwénden abschlieRt und wenigstens eine DurchlaRéffnung auf-
weist, die von einer Filtermembran tiberdeckt ist. Die Trennvorrichtung ist von oben
in das Behaltnis einbringbar, so daR die Trennscheibe das Zellmaterial samt Gewe-
beverband und/oder Flussigkeit druckbeaufschlagt und durch Rotation mit Scher-
kraften beaufschlagt. Hierbei ist die Trennscheibe derart ausgebildet, vorzugsweise
an ihrer Unterseite mit Reibelementen versehen, so daf das Zellmaterial bei Rotati-
on der Trennscheibe innerhalb des Behaltnisses zerkleinert wird.
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Mit Hilfe der erfindungsgemaRen Vorrichtung ist es méglich, da nach Probenent-
nahme, beispielsweise bei einem Arzt, die entnommene Probe sowie gegebenen-
falls, den ProzeR unterstiitzende Reagenzien in das erfindungsgeméBe Behéltnis
zum Transport einbringbar sind. Durch entsprechende GréRengestaltung des Be-
héaltnisses kann zugleich die GréRe der zu entnehmenden Gewebeprobe vorbe-
stimmt werden, so daR auf diese Weise durch entsprechend am GefaR anzubringen-
de Markierungen dem Arzt angezeigt wird, wieviel Gewebevolumen fir die jeweilige
Untersuchung notwendig ist. Diese MaRnahme tragt ebenso dem Wunsch nach

Standardisierung bei der Durchfiihrung derartiger Gewebeuntersuchungen Rech-
nung.

Ist die Gewebeprobe in dem verschiieRbaren Behiltnis im Analyselabor eingetroffen,
so konnen im Labor entsprechende Reagenzien fir den nachfolgenden Trennvor-
gang in das Behaltnis eingebracht werden. Zur Zellisolation dient die stempelartig
ausgebildete Trennvorrichtung, die von oben in das GefaRinnere eingebracht wird.
Die Trennvorrichtung ist erfindungsgemaR mit einer Trennscheibe ausgebildet, die
bundig an der GefaRinnenwand anliegt und tber einen Betatigungsschaft senkrecht
nach unten in das Gefaf} absenkbar ist. Die Trennscheibe ist dabei derart ausgebil-
det, daf sie DurchlaRoffnungen aufweist, die jeweils mit einer Filtermembran zusatz-
lich Uberzogen sind. Die Filtermembran weist Membranéffnungen auf, die der GroRe
der jeweils zu isolierenden Zellen bzw. Zellverbinden entsprechen. Durch Absenken
der Trennvorrichtung innerhalb des Behaltnisses in Richtung der in einer Lésung vor-
liegenden Gewebeprobe, kénnen die Lésung sowie die aus der Gewebeprobe her-
ausgeldsten Zellen bzw. Zellverbénde durch die Filtermembran hindurch in den obe-
ren Bereich des Behaltnisses gelangen. Auf diese Weise werden in dem Behaltnis
zwei Raumbereiche geschaffen, die durch die Trennscheibe voneinander abgetrennt
werden. Unterhalb der Trennscheibe befindet sich das in der Lésung vorliegende
Gewebestiick, wohingegen oberhalb der Trennscheibe die in Suspension vorliegen-
den isolierten Zellen bzw. Zellverbande enthalten sind.

Vorzugsweise sind an der Unterseite der Trennscheibe Reibelemente in Form von

spitzen bzw. kantigen Fortsatzen angebracht, die durch Absenken und durch Rotati-
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on der Trennscheibe die Gewebeprobe regelrecht zerreien, so daR die in der Ge-
webeprobe befindlichen Zellen bzw. Zellverbéande méglichst vollsténdig als Suspen-

sion vorliegen und auf diese Weise durch die Filtermembran in den oberen Teil des
Behéltnisses hindurchtreten kénnen.

Uber den Betatigungsschaft, der sowohl als zentraler Haltestiel auf der Trennscheibe
angebracht ist oder als Hohlzylinder ausgebildet ist, der mit dem peripheren Um-
fangsrand der Trennscheibe abschlie3t, kann die Trennscheibe kontrolliert in das
Behaéltnis abgesenkt und in Rotation versetzt werden, so daR gezielte Druck- und
Scherkrafte auf die in der Losung befindliche Gewebeprobe ausgelbt werden kon-
nen. Unterstutzt durch die an der Trennscheibe befindlichen Reibelemente kann eine

hochst effiziente Trennung der zu isolierenden Zellen bzw. Zellverbénde von der
Gewebeprobe realisiert werden.

Durch die rdumliche Trennung der in Suspension vorliegenden Zellen und Zeliver-
bande von der unter der Trennscheibe befindlichen zerkleinerten Gewebestiicke
kann mit Hilfe Ublicher Pipetten die Zellsuspension oberhalb der Trennscheibe aus
dem Behéltnis entnommen werden, ohne der Gefahr zu unterliegen, daR kleine Ge-
webestticke die Pipettenéffnung verstopfen. Nach entsprechender Entnahme der
Zellsuspension durch Pipettierung bzw. Dekantierung kénnen die im Behaltnis unter-

halb der Trennscheibe befindlichen Gewebereststoffe und —reagenzien samt dem
Behaltnis entsorgt werden.

Die erfindungsgemaéfe Vorrichtung erméglicht auf diese Weise ein Probentrager-
und Zellenisolier-System, das trotz hoher Sterilitatsanforderungen sowohl fir die
Gewebeprobenaufnahme, den Transport in ein Untersuchungslabor, den gesamten
IsolierungsprozeR sowie die abschlieBende Entsorgung geeignet ist. Durch die Vor-
gabe geeigneter VolumengréRen der Behaltnisse kénnen Gewebeanalysen besser

standardisiert werden, so daB die Analysenergebnisse mit einer zuverlassigeren Re-
produzierbarkeit erreicht werden kénnen.
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Durch die erfindungsgemag ausgebildete Trennvorrichtung ist es zum einen méglich,
die ProzeRgeschwindigkeit, mit der die Zellisolierung durchgefuhrt wird, erheblich zu
steigern und zum anderen, den manuellen Aufwand zum Durchfiihren der Zellisolie-
rung zu verringern. Da der gesamte Isolierungsvorgang in ein- und demselben Be-
haltnis stattfindet, konnen Risiken zur Kreuzkontamination mit anderen Proben oder
Personen oder Gegenstanden auf ein Minimum reduziert werden.

In vorteilhafter Weise ist der fiir das Handhaben der Trennvorrichtung vorgesehene
Betatigungsschaft sowohl manuell als auch automatisiert zu bedienen. Neben der
Maglichkeit, den Betatigungsschaft I6sbar fest an einer, das Behaltnis abschlieRen-
den VerschluRkappe anzubringen und auf diese Weise eine vereinfachte, manuelle
Handhabung der Trennvorrichtung zu realisieren, kann der Betatigungschaft zudem
einen Flansch zur automatischen Betatigung mittels einer geeigneten Handhabungs-
vorrichtung, bspw. ein Roboterarm, vorsehen. Mit Hilfe des Einsatzes von Bewe-
gungsautomaten ist es méglich, unter Verwendung des erfindungsgemaRen Proben-
tragersystems die Zellisolierung vollautomatisch durchzufiihren. Dies wiederum
kommt dem Ziel einer standardisierten Methode zur Zellisolierung und damit verbun-
den mit einer hohen Reproduzierbarkeit naher.

Auch im Hinblick des steigenden UmweltbewuRtseins tragt das erfindungsgemafe

Probentragersystem dazu bei, die zu entsorgenden Abfallprodukte durch Verwen-

dung nur eines einzigen Behaltnisses zu minimieren.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

Die Erfindung wird anhand eines Ausfiihrungsbeispiels unter Bezugnahme auf die
Zeichnung exemplarisch beschrieben. Es zeigen:

Fig. 1 Darstellung des Probentragersystems und

Fig. 2 Sequenzdarstellungen zur Anwendung des Probentragersystems.
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Beschreibung eines Ausfiihrungsbeispiels und gewerbliche Anwendbarkeit

Das erfindungsgemafRe Probentragersystem besteht aus einem vorzugsweise zylin-
derférmig ausgebildeten Behaltnis 1, das gleichsam einem Becher eine obere Off-
nung aufweist. Durch die obere Offnung des Behaltnisses 1, die im gezeigten Aus-
fuhrungsbeispiel mit einem Schraubdeckel 4 abgeschlossen ist, ist eine Trennvor-
richtung einbringbar, die aus einer Trennscheibe 2 und einem Betatigungsschaft 3
besteht. Der Betétigungsschaft 3 sitzt zentrisch auf der Trennscheibe 2 und ist mit
dieser fest verbunden. Auf der anderen Seite des Betatigungsschaftes 2 ist dieser
I6sbar fest mit dem Schraubdeckel 4 verbindbar, der das Behaltnis 1 fluiddicht ab-
schlieBt. Vorzugsweise weist der Schraubdeckel 4 an seiner oberen Flache ein

Septum auf, das zum Durchstechen von Pipettiernadeln zur Entnahme der Zellsus-
pension geeignet ist.

Vermittels des Betatigungsschaftes 3 kénnen auf die Trennscheibe 2 gezielte Kraft-
momente Ubertragen werden, indem der Betatigungsschaft 3 rotatorisch um seine
Schaftachse und/oder vertikal angetrieben wird. Insbesondere ist am oberen Bereich
des Betatigungsschaftes 3 ein Adapter bzw. ein Flansch fiir automatische Bedienge-

rate, wie beispielsweise Roboterarm, angebracht (nicht in der Fig. 1 dargestellt).

Die Trennscheibe 2 weist auf ihrer ringférmigen Oberflache DurchlaRéffnungen auf,
die mit einer Filtermembran 5 tberdeckt sind. Die PorengroRe der Filtermembran

richtet sich je nach Ausgangsgewebe und Zeligrée und betragt Gblicherweise zur
Untersuchung von Leberzellen ca. 100 um.

An der Unterseite der Trennscheibe 2 sind Reibelemente 6 angebracht, die in der
gezeigten Figur als spitze Kanten ausgebildet sind. Die Reibelemente 6 bohren sich
durch entsprechendes Absenken der Trennvorrichtung in das unter der Trennscheibe
2 befindliche Gewebestiick ein (nicht in Fig. 1 dargestellt) und zerkleinern das Ge-

webematerial derart, daB die im Gewebe enthaltenen Zellen und Zellkonglumerate
bevorzugt aus diesen herauslésbar sind.
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Das in der Fig. 1 dargestellte Behaitnis ist aus leicht sterilisierbarem Kunststoff her-
gestellt, das zur besseren Visualisierung der im Behaéltnisinnern erfolgenden Trenn-
vorgange lichttransparent ausgebildet ist.

Alternatiy zu der in der Fig. 1 ausgefilhrten Geometrie des Betatigungsschaftes 3
kann dieser als Hohlzylinder ausgebildet werden, der biindig am peripheren AuRen-
umfang der Trennscheibe 2 anschlieft. Durch eine derartige Ausgestaltung des Be-
tatigungsschaftes kann die gesamte Fliache der Trennscheibe 2 fiir den Trennvor-
gang genutzt werden, d.h., auch der, in dem gezeigten Ausfilhrungsbeispiel von dem

zentrisch angebrachten Betatigungsschaft auf der Trennscheibe tberdeckte Bereich
wirkt als Filter.

In den Sequenzdarstellungen geméR Fig. 2 ist eine vorteilhafte Verwendungsweise
des erfindungsgeméaRen Probentragersystems dargestellt. In der ersten Sequenz-
darstellung sind in das Innere des Behaltnisses 1 zu analysierende Gewebestiicke G
eingebracht. Zusatzlich ist eine Flissigkeit zum Lésen der in dem Gewebematerial
befindlichen Zellen bzw. Zellverbéande eingebracht, wie beispieisweise eine Saline-

Ldsung und/oder eine Ammoniumchloridiésung zum Entfernen roter Blutkérperchen.

Im zweiten Schritt wird die in das Behaltnis verbrachte Gewebeprobe samt Lésung,

durch eine VerschluBkappe fluiddicht verschlossen und steht fiir den Transport in ein
Analysenlabor bereit.

Gegebenenfalls kénnen zur Verbesserung der Trennreaktionen weitere Reagenzien
in das Behaltnis eingegeben werden. Hierzu ist entweder die Verschlukappe von
dem Behaltnis abzunehmen und wie im gezeigten Beispiel gemaR Sequenzdarstel-
lung 3 die weiteren Reagenzien mittels einer Pipettiervorrichtung 7 in das innere des
Behaltnisses einzubringen. Alternativ ist die VerschluRkappe mit einem Septum aus-
gestattet, das mit Hilfe geeigneter spitz zulaufender Kaniilen durchstochen werden

kann, um auf diese Weise unter Vermeidung von Keimkontamination eine Flussigkeit
in das Innere des Behaltnisses einzubringen.
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In der Sequenzdarstellung 4 wird die erfindungsgemaRe Trennvorrichtung entweder
manuell oder automatisiert mit Hilfe eines Roboterarmes im Behalter nach unten ge-
senkt und zugleich in Rotationsbewegung versetzt, so daR die auf dem Boden des
Behalters befindlichen Gewebestiicke druckbeaufschiagt und unter Einwirkung von
Scherkréaften zerkleinert werden. Da der AuRenumfang der Trennscheibe 2 fluiddicht
an der GefaBwandinnenseite anliegt, tritt die im Behaltnis befindliche Flussigkeit so-
wie die aus dem Gewebematerial ausgeldsten Zellen bzw. Zellkonglumerate aus-

schlielich durch die auf der Trennscheibe aufgebrachten Filtermembran in den obe-
ren Bereich des Behalters.

In der Sequenz 5 wird die oberhalb der Trennscheibe befindliche Zellsuspension ab-
pipettiert. Die Gefahr des Verstopfens der Pipettensffnung durch Gewebestiickchen

besteht jedoch nicht, da durch die Filtermembran keine makroskopischen Gewebe-
stlickchen gelangen kénnen.

Schlieilich falit am Ende der Analyse gemaR Sequenz 6 lediglich das Behaltnis

nebst Trennvorrichtung mit dem darin befindlichen Gewebematerial als Restmiill an.
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BEZUGSZEICHENLISTE

Behaltnis
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Betatigungsschaft
Schraubdeckel
Filtermembran
Reibelemente
Pipettiervorrichtung

Gewebestiicke
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PATENTANSPRUCHE

1. Vorrichtung zur Isolierung von Zelimaterial aus einem Gewebeverband
und/oder einer Flussigkeit mit

- einem oben offenen Behaltnis, in das das zu isolierende Zelimaterial im Gewebe-
verband und/oder in der Flussigkeit einbringbar ist,

- einer stempelartig ausgebildeten Trennvorrichtung, die eine flachig ausgebildete
Trennscheibe vorsieht, deren Umfangsrand fluiddicht mit den Behaltnisinnenwan-
den abschlieRt und wenigstens eine DurchlaRéffnung aufweist, die von einer Fil-
termembran Gberdeckt ist, und die von oben in das Behaltnis einbringbar ist, und

- daB die Trennscheibe derart ausgebildet ist, daR durch Rotation der Trennschei-
be Scherkréfte in das Material einbringbar sind.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, daR eine VerschiuRkappe vorgesehen ist, die das Behalt-
nis fluiddicht abschlief3t.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet, daR die Trennscheibe das Zelimaterial samt Gewebever-
band und/oder Flussigkeit druckbeaufschiagt.

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 3,

dadurch gekennzeichnet, daR die Trennvorrichtung einen mittig an der Trennschei-
be angebrachten Betatigungsschaft vorsieht.

5. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet, daR die Trennvorrichtung blndig zum peripheren Um-

fangsrand einen Betatigungsschaft von hohlzylindrischer Gestalt aufweist.
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6. Vorrichtung nach Anspruch 5,

dadurch gekennzeichnet, daR die Trennvorrichtung tiber den Betatigungsschaft fur
rotatorische und/oder vertikale Bewegungen antreibbar ist.

7. Vorrichtung nach Anspruch 5 oder 6,

dadurch gekennzeichnet, daR das obere Ende des Betatigungsschaftes I6sbar fest
oder fest an der VerschluRkappe anbringbar ist.

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 5 bis 7,
dadurch gekennzeichnet, daR der Betatigungsschaft einen Flansch zur automati-

schen oder manuellen Betatigung mittels einer Handhabungsvorrichtung vorsieht.

9. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 8,

dadurch gekennzeichnet, daR die Trennscheibe an der dem Boden des Behiltnis-
ses zugewandten Seite Reibelemente vorsieht.

10.  Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 9,

dadurch gekennzeichnet, daR die VerschiuRkappe als Schraubdeckel ausgebildet
ist.

11. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 2 bis 10,

dadurch gekennzeichnet, daf die VerschiuBkappe ein Septum zum Einstechen
mittels Kanlen vorsieht.

12. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 11,

dadurch gekennzeichnet, dal das Behaltnis aus Kunststoff gefertigt ist.

13.  Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, daR die Filtermembran derart beschaffen ist, daB sie Po-

ren aufweist, die den Durchtritt einzeiner Zellen und/oder Zellverbande durch die
Membran gewahrleisten und das iibrige Gewebe zuriickhalten.
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14. Vorrichtung nach Anspruch 13,

dadurch gekennzeichnet, da die Poren eine GréRe von etwa 100 um aufweisen.

15. Verfahren zur Isolierung von Zelimaterial aus einem Gewebeverband und/oder
einer Flussigkeit unter Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis
14,

gekennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte:

- das zu isolierende Zellmaterial, das in einem Gewebeverband und/oder einer
Flussigkeit integriert ist, wird in das offene Behaltnis gegeben,

- die Trennvorrichtung wird derart von oben auf das Zelimaterial samt Gewebever-
band und/oder Fliissigkeit in das Behaltnis eingebracht, daR die Trennscheibe
das Zellmaterial, das in einem Gewebeverband und/oder in einer Flussigkeit inte-
griert ist, druckbeaufschiagt und mittels rotatorischer Bewegungen das Zellmate-
rial derart mit Scherkraften beaufschiagt, daR das Zellmaterial zerkleinert wird,

- durch Absenken der Trennscheibe in dem Behaltnis wird Zellmaterial durch die
Durchlasséffnungen auf die Oberseite der Trennscheibe gedriickt, Ubrige Gewe-
beanteile und/oder Fliissigkeit werden von der Filtermembran im unteren Bereich
der Behaitnisses zuriickgehalten,

- das Uber der Trennscheibe isolierte Zellmaterial wird mittels Pipettierverfahren
und/oder Dekantieren aus dem Behéltnis entnommen.

16.  Verfahren nach Anspruch 15,

dadurch gekennzeichnet, daR vor oder nach Einfiihren der Trennvorrichtung in das
Behaltnis Reagenzien zugegeben werden.
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