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Agenda
I Einfuhrung

| PBMC-Ringversuch (Pilot 2020)

I Ausgewahlte Ergebnisse
— Lagerung (Versand) der Primarprobe
— Lagerung (Versand) der Kryoprobe
— Vitalitats-Bestimmung
— PBMC-Zusammensetzung
— Inter-/Intra-Biobank-Variabilitat

I Fazit und Ausblick
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Human Lysed Whole Blood

PBMC e

60-70% ™

20-30%

I mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(Syn.: MNC)

_ Natural
Killer Cells

I Blutzellen mit einem einzigen rundlichen Zellkern
— [T-, B-, NK-] Lymphozyten,

- Monozyten
— (dendritische Zellen) . . . \D
Human PBMCs

I Anreicherung aus Vollblut durch Separation von T e
anderen Blutzellen (Granulozyten, Erythrozyten, L

Thrombozyten) und Plasma;
z.B. durch “ )U @ . @

20-30%

Natural

— Dichtegradientenzentrifugation, Kitler Cels
— Antikorper-basierte Selektion . o2 (ﬁ
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Immunologische Anwendungen

I PBMC nehmen an einer Vielzahl

immunologischer Vorgange teil a0

r

Infectious
I effizientes Zusammenspiel und disease and fieeplontatig
vaccine

development

Kommunikation spielen eine
wichtige Rolle

I bedeutendes Werkzeug in der
Erforschung des Immunsystems

oot Immunology

I hohe Qualitat der PBMC ist D
Grundvoraussetzung zur / \
Gewinnung valider Ergebnisse el T
— moglichst realitatsnah < y

g -

— ausreichende Anzahl und Vitalitat -
— adaquate Komposition
— zellulare Funktion vorhanden
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Einflussfaktoren auf PBMC-Qualitat

[ Praanalytik Isolation
» Abnahmegefal’ * |Isolationsverfahren
* Antikoagulanz  Zentrifugation
» Dauer bis zur Verarbeitung « Waschschritte
» Transport-/Lagerungs-

Temperatur
PBMC-
Qualitat

[ Auftauen Kryokons. / -lagerung
» Auftauverfahren * Kryomedium
* Waschmedium + Zellkonzentration

* Einfrierverfahren
» Temperatur(schwankungen)
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PBMC-Ringversuch (Pilot 2020)

Ziele und Motivation

I Etablierung eines umfassenden ,Qualitatssicherungs-Programms”

fur das Biobanking von PBMC-Proben
— Unterstltzung der Biobanken bei Qualitatssicherung
— hohe Proben-Qualitat (im Netzwerk) fordern

I Pilotstudie unter GBA-Biobanken

I sinnvolle Erweiterung bestehender Angebote (z.B. IBBL)
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Design

I Versuchsaufbau ,simuliert* A
ASpekte des kompletten Blutkonserve || Verteilung PBMC-Isolation nach In- _ o ». ---------------- BeL
. . (DRK) Haus-Verfahren bl 5
Biobanking-Prozesses von : L Bl gerure Analytik
. . . Before After } - ' g apeaTa S —SOQC
Materialgewinnung bis @ ot | g g v =
Kryokonservierung T 1@ |- SN - 10 T PN
— Temperatur- und Zeit-iberwachter Srondere, || momerettn - IBIE =
. agpe . citrat-anti-koaguliert - IBBL: 1x (9mL) i ottt ' = - ;:Ewn:o\:\:;ai:it:rta’l‘:mun-
Versand einheitlichen Materials an | e & W=
Biobanken Labor Biobank Labor
I PBMC-Isolation nach lokalem B — _ _
Materialgewinnung Versand Isolation Kryokonservierung
Verfahren (mehrfaChe Referenzproben (Ref)

Bearbeitung) s varsit v § M
I zentrale Analytik und Datenanalyse  set2(ref2 UDBB* U D88, U D,

{mit Versand) Flow Flow Flow

— DBB: ZeIIzahIen & —populatlonen, N - —r s
Leukozytendifferenzierung Vollblut PBMC PBMC
(vor Isolation) (nach Isolation) {nach Kryokonservierung)

— Flow: Vitalitat, Immunphano-
typiSierung (T—, B—, NK—Ze”en) Teilnehmerproben (BB) (DBB) U 223‘:
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Teilnehmerkollektiv

13 Biobanken (GBA)

Schema Biobanken Teilnahmen Proben

gesamt 13 21 54 = § il = i
IBBL 13 21 21
+ GBN 10 11 33
| umfassender
+ GBN 11 33 Report
mit DBB (vor Ort) 7 21 ﬁ
ohne DBB (vor Ort) 4 12 _ Datenbasis fur

Auswertung
+ 9 Referenzproben
(Durchlaufen aller Prozessschritte
[aul¥er ,realer” Transport])
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Transport der Primarproben

9

Versand bei Umgebungs-
temperatur (November 2020)
Dauer: ca. 21,9 h

Eingang: ca. +38,8 h
Temperaturprofile uber
Transport

Bemerkungen:
— stark verzogerter Eingang (1/9)

— verbreitet Temperaturabsenkung
auf unter 15°C

10. Nationales Biobanken-Symposium, Berlin

Temperatur Transport_1

mean 14,6 bis 16,5
sd 3,5 bis 4,5 e =
min 3,9 bis 10,8
max 22,1 bis 22,8
MKT(AH 83,144) 15,7 bis 17,2

MKT

Mittlere kinetische Temperatur

C]

Temperatur [®

25 r

Transport_1
T

20,5

43,6

12 24

Dauer [h]

Zeit [h] nach Blutabnahme
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viahility [%]

Zeit bis zur Verarbeitung

I Vitalitat nimmt ab

I Zellzahl (WBC) nimmt (scheinbar) zu, allerdings
— MNC-Anteil sinkt
— Neutrophilen-Anteil steigt (= nicht gewunscht; keine MNC)

Vitalitst B Zellzahl C Neutrophile MNC Ref@m1 ineffizientere Abtrennung im
vor Isolation . .
10 0 ¥ | O ; - || Dichtegradienten nach
95 | migm 9 I 90 - . .
w“ _— ez “ _ Dichteverminderung aufgrund
- =] | 27 Z 7 - Neutrophilen-Aktivierung
= g | 2 60 - . .
o g ° g e (low-density neutrophils) [l
75 ¢ = 5 f B 50 -
| ] c & =
70 | 2 a4t 2 a0 - @
65 R == [ £ 30
60 2 20 - .
N | - | Neutrophilen-
T —— Bi— i . s Kontamination
viability viability viability WBC WBC WBC NEUT% NEUT% NEUT% MNC%  MNC%  MNC% NEUT% MNC%
+17,2h +40,2h +62,5h +17,2h +40,2h +62,5h +17,2h +40,2h +62,5h +17,2h +402h +62,5h
(N=3) (N=36) (N=3) (N=3) (N=36) (N=3) (N=3) (N=36) (N=3) (N=3) (N=36) (N=3) (N=6) (N=6)
Zeit nach Abnahme Zeit nach Abnahme Zeit nach Abnahme

Funktionseinschrankung !!
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Neutrophilen-Kontamination und PBMC-Funktion

Korrelation des Neutrophilengehalts mit verfigbaren Funktionsdaten (IBBL)
Trend bzgl. eingeschrankter PBMC-Funktion (ELISPOT) bei steigendem Neutrophilen-Gehalt

erkennbar (vergleichbar zu Literaturdaten )
— zusatzliche Einflussfaktoren sind wahrscheinlich
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Transport-Temperatur und PBMC-Funktion

I Korrelation der Temperaturdaten mit verfugbaren Funktionsdaten (IBBL)
I PBMC-Funktion (ELISPOT) eingeschrankt bei

— geringerer Temperatur (MKT)

— hdherer Schwankungsbreite der Temperatur (IQR)

— langerer Dauer unter 15°C

A PHA B PHA C PHA
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< o0 .- < ‘e.0 = < o0
S 5000 P S 5000 ° o . S 5000 Sing
> [ o ° | g .
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Fazit: Lagerung der Primarprobe

I Dauer bis Verarbeitung moglichst kurz (<8h) halten
— falls schnelle Bearbeitung nicht moglich: sofortige 1+1-Verdinnung mit PBS
verlangert akzeptables Zeitfenster (bis ca. 24h) []

I Lagerung vor Verarbeitung bei Raumtemperatur
— niedrige Temperaturen vermeiden
— Versand bei 15-30°C (ggf. Warmepack nutzen)

I EEEE————————————————————————————————————————————————————————————— UniverSitétSklinikum N
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Transport der Kryoproben

I Versand auf Trockeneis Temperatur Transport_2 578
I Dauer: ca. 21,8 h e vy g |
i sd 0 DIS O, 5,3 120,7
I Eingang: ca. +86,0 h min -85,1 bis -72,9 R
. . max -62,9 bis -42,6 2 24 18 72 % 1
I Temperaturprofile Uber MKT(AH 83.144) -75.9 bis -65.3 Dauer [
Tra n S po rt MKT Mittlere kinetische Temperatur
Transport_2
an . . -30 gy
I Auffalligkeiten: 4
LL] = 0
— z.T. Temperaturen uber -65°C _
. . £ 50
— Proben nicht korrekt im 5
Trockeneis verpackt (5/9) g ™ . {{ _____________________ §
5 iy
_\
-80 a N
0 B ol mi B B Bl b b B o G e o
AL R
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Einfluss der Kryolagerung

I hohe Temperatur (MKT) und Temperatur- cel viability
schwankungen (IQR) kénnen PBMC-Funktion . . |
beeintrachtigen Pioed I ol .

— CAVE: keine direkten Daten des Kryoversands 50 el B G I
an IBBL verfugbar (Analogieschluss) 2 om0 e 10 N S

I Temperaturschwankungen (IQR) kdnnen ) B ol

Vitalitat beeinflussen i | i
CPI viability

Fazit: wafe 4 vl 8

I Versand-Temperatur unter -65°C halten Fawo | K .
— Korrekte Verpackung in Trockeneis !! Tao | 70 2

- Proben komplett im Trockeneis einschliel3en T . - .
- Luftraum minimieren ” A - ;
0 2 1 . 6 8 10 0 2 ! o 6 8 10
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Vitalitat: Bestimmungsmethoden

I Ergebnisse abhangig von Bestimmungsmethode
— unterschiedliche Farbemechanismen (lebend vs. tot) Propidium lodide 3 23%
— Trypan Blau uberschatzt Vitalitat Flow Cytometry 3 23%

(besonders bei niedriger Vitalitat und nach Kryokonservierung) mg:rr;B'”e g g; oﬁ’
— unzuverlassige Probencharakterisierung
- 110
90 ?
80 . 100 + . *
70 = “r
2 60 % 90 -
§ £ —— W
= 40 - W."'
30
20
10 70 T T T T T
™
A Y
’ Trypan Blue 7-AAD/AnnV (??p ﬁ Cf Q\Q ‘@
W Fresh m Stored <-150°C  m Stored <-150°C + Cycled  ® Stored -80°C V\} \}&
b

Yang et al., BMC Immunology (2016) 17:6
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PBMC-Zusammensetzung

I zellulare Zusammensetzung der PBMC ist variabel und weicht z.T. deutlich von der
Primarprobe ab

I-Zellen (%) | B-Zellen (%) (1) NK-Zellen (%) 1
PP PF
100 100 100 100
a0
80
. I - s - 5000000028 - =
= 70 £ £
= U C . 1. ... AU = =
] 00000° 2 g
® g2 &0 T %
£ 00® £ £
2 v 50 g s 50 2 50
> [ 1-] > >
< a0 s 10 S 40
E . Z 30 Y of 30
°
= o 6009, = o
) ; o
E]é ”””,”,”666weeg@oauccpﬁ?95 ,,,,, 20 20 n6ep0820°" 20
L sucooeed ) SIS RIS T L L ettt et
00% 10 10 i o 10
o
ACS; B-Zeller h Kryokons.) ACS: NK-Zellen ( h kons. )

I Ursachen konnen vielfaltig sein (hier nicht im Detail evaluierbar):
— Verzogerung und Kuhlung vor Bearbeitung
— individuelle Schritte im Isolationsverfahren
— Kryokonservierung

I Effekte in Literatur mit variablem Erscheinungsbild (bzgl. Richtung und Ausmalf) beschrieben

Universitatsklinikum
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Variabilitat

I hohere Variabilitat zwischen den Biobanken als innerhalb einer individuellen Biobank
— verfahrensbedingte Variabilitat in den Referenzproben ca. 1,1-2,6%

Vitalitat Zusammensetzung
Ref-2 Ref-2
e -—--—---k-ﬁ ------------ 100 \
95 [ 90 -
90 | ! 80 8 =) @
85 | = %I ® 70 | : ‘
T 80 | X - 2 60 - A
= =
£ 75 [ T S 50 -
= = - -
g 70 | 2 40 |
2
65 | | | & 30 -
60 - 20 - ug. é
55 | S 10 % .
50 0
viability viability viability  viability viability NEUT% NEUT% NEUT% MNC% MNC% MNC%  NEUT% NEUT% MNC% MNC%
@ml @m2 @m3 @m2 @m3 @ml @m2 @m3 @ml @m2 @m3 @m2 @m3 @m2 @m3
Anova:
Intra-BB-CV% 1,3% 5,3% 9,5% 40,2% 2,3% 7,4%
Inter-BB-CV% 6,7% 10,1% 21,3% 47,5% 5,6% 8,5%
Universitatsklinikum
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Zusammenfassung

I Ergebnisse (PBMC-Qualitat) beeinflusst durch:

— Lagerung (Transport) der Primarproben: Dauer, Temperatur
— Lagerung (Transport) der Kryoproben: Temperatur(schwankungen)
— Vitalitats-Bestimmungsmethode

I PBMC-Zusammensetzung kann beeintrachtigt werden

I Variabilitat zwischen Biobanken grol3er als innerhalb einer Biobank
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Fazit

I Potential und Machbarkeit eines umfassenden Qualitatssicherungs-
programms zur Beurteilung des Biobankings von PBMC wurde gezeigt

I Zur umfassenden Beurteilung der PBMC-Qualitat und deren Eignung fur

Immunologische Anwendungen sind essentiell:
— Zellzahl und Vitalitat

— PBMC-Zusammensetzung: Neutrophilen-Anteil (!)

— Funktionstestung (!!)

I CAVE: detaillierte Leistungsbewertung war nicht moglich

(geringe Fallzahl, fehlende Bewertungskriterien)
— ABER: Trends sind dennoch erkennbar (in Ubereinstimmung mit Literaturdaten)
— DAHER: Weiterentwicklung des Programms angestrebt
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Ausblick

I Erweiterung der Ringversuchsmethodik (Forderung bewilligt)
— Optimierung der analytischen Verfahren (Durchflusszytometrie)
— Aufbau von Methoden zur funktionellen Testung (intrazellulare Zytokinfarbung)
— Definition von validen Qualitatskriterien / -indikatoren zur Leistungsbewertung
I Erweiterung der Probengewinnungstrategie
— verschiedene Schwerpunkte der Ringversuchsrunden moglich

S eS NS R R RS ST S SN ST
» Sl ! Phinotypisierung : &1 Funktion }
_ R ] | (rel. Zusammensetzung) - ‘
Probengewinnung | @ L hozyt : ' intrazellulare Zytokinfarbung
: PBMC- Vitalitit | § [ Lnprlozyien ! : nach Stimulation ‘
: i z:‘;ntr é:' i Versand s e o Isolat i (G0, D8 ; ! (2.B. IFN-y, TNF-q, IL-10)
ereitgestellte > s S ‘ : . !
Probe(n) b 2 Versand | @ ® H o e | ®  B-Lymphozyten | |
mnnn| B o = — ‘L NK-Lymphozyten ! v 4+ O
lokal ™ e | S . 090 | | °0 | ! :
gewonnene oot E- | P! | - @ Monozyten D : 2
Probe(n) ETE 'Leukozyten-| | vitale R B LT P R ' (subpopulations-basierter,
1 ! I ! i f i
__Zahl 1 Leukozyten | Granulozyten-Kontamination | l zytokin-selektiver)
Probe(n) aus ' ! ! | Stimulationsindex
' Joka'em | — (neutr.) Granulozyten : """"""""" T B
Bestand S s ;
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