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Zellmanipulation im Hochdurchsatz mittels
gepulster Laser (CellPulse)

Die Herausforderung

Eine prazise Zellmanipulation bietet flr
biomedizinische Applikationen vielfalti-
ges Einsatzpotenzial. Neben der Zellauf-
reinigung ist vor allem eine Einbringung
von Fremdsubstanzen (z. B. Xenobiotika,
Nukleinsduren, Peptide) in das Zytoplas-
ma von Zielzellen von Interesse. Zudem
konnte eine zellschonende, hochprazise
und insbesondere standardisierbare Me-
thode der Zellmanipulation grundlegend
zu zahlreichen neuartigen Anwendungen
in der Biotechnologie und in der klini-
schen Praxis (hier vor allem in immuno-
logischen Verfahren, Krebs-Immunthera-
pie und Stammzelltherapien) beitragen.
Die gegenwartig genutzten Techniken
der Zellmanipulation beruhen allerdings
meist auf mechanischen oder chemi-
schen Prinzipien und sind oft durch ei-
nen hohen apparativen Aufwand, keine
konstant hohe Effizienz, eine hohe Belas-
tung der Zellen und/oder mangelnde
Zellselektivitat gekennzeichnet. Ein Ver-
fahren, das bei hohem Durchsatz gleich-
zeitig hochspezifisch, standardisierbar
und Substanzunabhangig fir die Zellma-
nipulation verwendet werden kann, war
bislang nicht in greifbarer Nahe.

Die Innovationsidee

Ziel des IGF-Vorhabens CellPulse war die
transiente Permeabilisierung von Sau-
gerzellen im Hochdurchsatz mithilfe von
einzelnen Sub-Nanosekunden-Laserpul-
sen ohne Applikation exogener Absor-
ber.

In einem experimentellen Aufbau am
Lichtmikroskop sollten unter Verwen-
dung eines Nd:YVO,-Lasers die Parame-
ter Pulsenergie, Energiedichte, Rayleigh-
lange (Abstand zum Fokus, in dem sich
die Strahlquerschnittsfliche verdoppelt)
und Fokuslage (in Relation zur Zelle) vari-
iert und hinsichtlich ihrer Effekte auf ad-
hidrent (auf Oberflichen) wachsenden
Zielzellen bewertet werden. Das Ausmal}
der transienten Zellpermeabilisierung
unter Erhalt der Zellvitalitat als Reaktion
auf die Auslosung photophysikalischer
Prozesse sollte durch den Substanztrans-
fer in die Zellen bewertet werden.

Basierend auf den optimierten Parame-
tern fiir die transiente Manipulation im-
mobilisierter Zellen sollte anschlieRend
die flachige Zellpermeabilisierung er-
forscht werden.
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Das Programm ,Industrielle Ge-

meinschaftsforschung” (IGF) ...

... fordert Studien zur industriellen Mach-
barkeit von Innovationsideen und be-
schleunigt so Technologietrends. Dazu
arbeiten Wissenschaft, Industrie und
Politik zusammen:

0 Das BMWi fordert vorwettbewerbliche,
innovationsorientierte Forschung mit
dem IGF-Programm.

1 Industrie und Wissenschaftler entwi-
ckeln Innovationsideen und geben
Projektimpulse.

2 AiF-Forschungsvereinigungen, wie die
F.0.M., finden Forschungspartner.

3 Wissenschaftler von je 1-3 Forschungs-
einrichtungen schreiben Forderantrage.

4 Industrieunternehmen beraten bei der
Entwicklung der Antrage.

5 Die Forschungsvereinigungen optimie-
ren die Qualitat der Vorhaben und der
Antrage und reichen die Antrage ein.

6 Die Arbeitsgemeinschaft industrieller
Forschungsvereinigungen (AiF) lasst die
Antrage durch Experten aus Industrie
und Wissenschaft begutachten.

7 Das BMWi finanziert die Forschungs-
kosten bis max. 275/525/750 T EUR.

8 Die Industrie teilt sich die Administra-
tionskosten.

9 Die Wissenschaftler der Forschungsein-
richtungen fiihren die Forschung durch.

10 Die Forschungsvereinigungen stellen
mithilfe von je 10-20 Unternehmen pro-
jektbegleitender Industrieausschiisse
mit mindestens 50 % KMU einen regen
Technologietransfer bis hinein in die
Branchen sicher.

11 Die Industrie sorgt durch Bekundung
ihrer Interessen fir die Praxisrelevanz
der Forschung, steuert Industrieexperti-
se bei und validiert die Ergebnisse.

Gemeinsam starken wir die Innovations-
kraft des Mittelstands und den Fachkraf-
tenachwuchs in Deutschland.
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Die Ergebnisse

Die verwendete Laserstrahlquelle, ein
glitegeschalteter Nd:YVO,-Laser (die Pul-
se werden verkirzt und die Laserleistung
wahrend des Pulses erhoht), wurde in
ein inverses Fluoreszenzmikroskop ein-
gekoppelt. Die Fokussierung auf die Pro-
ben erfolgte mit dem Mikroskopobjektiv,
das gleichzeitig zur visuellen Probenbe-
trachtung verwendet wurde. Entspre-
chend moglicher Zielanwendungen (Bio-
technologie und Medizin) wurden die
Saugerzelllinien CHO und THP-1 beschos-
sen und die Parameter Pulsenergie, Ener-
giedichte, Rayleighlange und Fokuslage
variiert. Als Nachweis der transienten
Permeabiliserung vitaler Zellen wurde
fluoreszenzmarkiertes Phalloidin und als
Totfarbstoff Propidiumiodid verwendet.

Wahrend stark fokussierte Pulse mit ho-
her Energiedichte neben der Permeabili-
sierung einen starken Abtrag und die Eli-
mination von Zellen bewirkten, konnten
durch einen weniger stark fokussierten
und gegenliber dem Zellrasen axial ver-
schobenen Puls Abtrag und Elimination
stark reduziert werden. Die Prozessie-
rungsgeschwindigkeit zeigte sich als kri-
tisch fir den Permeabilisierungserfolg.
Die Effizienz des Substanztransfers war
dagegen weitgehend unempfindlich ge-
geniiber geringfligigen axialen Fokusva-
riationen.

Eine flachige Zellpermeabilisierung war
also reproduzierbar unter weitgehender
Vermeidung laserpulsinduziertem Zellab-
sterbens bei Fokussierung in den Zellkul-
turliberstand moglich. Dies ermdglicht
einen zeitlich und rdaumlich kontrollier-
ten Transport von Substanzen aus dem
umgebenden Medium in die Zellen. Da-
bei ist eine zelllinienspezifische Optimie-
rung der Bestrahlungsparameter emp-
fehlenswert.
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Die Verwertung

KMU-Nutzen

Die entwickelte Technologie kann in den
Life Sciences, der in vitro Diagnostik,
Wirkstoffforschung und in therapeuti-
schen Verfahren in der Human- und Ve-
terindrmedizin eingesetzt werden. KMU,
mit meist geringen Forschungsetats, kon-
nen das Verfahren in bestehende Geradte
zur Hochdurchsatz-Zellbeobachtung und
vergleichbare automatisierte Mikrosko-
pe oder High Content Screening Systeme
implementieren. Dadurch erfahren die
Systeme eine substanzielle Applikations-
erweiterung und starken die Wettbe-
werbsfahigkeit der Unternehmen.

In zukunftsweisenden Technologien wie
Organ-on-Chip eroffnet die Technologie
die Moglichkeit, Zellen in ihrem Gewebe-
verband zielgerichtet zu manipulieren.
Dadurch werden sowohl in der in vitro
Diagnostik als auch in der Wirkstofffor-
schung neue Verfahren moglich, von de-
nen KMU profitieren kdnnen. Applika-
tionsbegleitend ist zu erwarten, dass
neue diagnostische Tests fur den Erfolg
der Zellmanipulationen entwickelt und
vertrieben werden kénnen.

Bei der Manipulation von Immunzellen
im Rahmen von therapeutischen Verfah-
ren, wie der (Tumor)vakzinierung, konn-
te das Verfahren fiir den reproduzierba-
ren Transfer von Molekilen in das Zyto-
plasma antigenprasentierender Zellen ex
vivo verwendet werden, was die Stan-
dardisierung und damit die Zulassungs-
chancen erheblich verbessern kann.

Umsetzung

Mit mehreren PA-Unternehmen werden
seit Projektende bilaterale Gespréache zu
Weiterentwicklungen der Technologie
gefiihrt. Gegebenenfalls sollen ZIM-For-
derungen beantragt werden.
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CHO-Zellen nach Laserpuls-Exposition in Gegenwart der Farbstoffe Phalloidin (griin) und Propidiumiodid
(P, rot; Totfarbstoff): Die Farbung des Actin-Zytoskeletts mit Phalloidin ist ein unmittelbar quantifizierba-
rer Parameter der Substanzaufnahme lebender Zellen, die transient permeabilisiert wurden.



