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Methoden zum Aufbau von genau strukturierten Zell-
anordnungen sind fiir Bereiche interessant, in denen Aggre-
gate aus Zellen von zentraler Bedeutung sind: Dies sind
a) analytische Systeme, in denen Zellen als Sensoren genutzt
werden, b) Systeme fiir die Grundlagenforschung auf den
Gebieten Metabolismus, Signaltransduktion, Toxikologie,
zellulire Okologie und Biophysik von Zell-Zell-Wechselwir-
kungen und c) Systeme zur Aufklirung der Zusammenhénge
zwischen Adhision, Entwicklung und Wachstum von Zellen.
In der vorliegenden Arbeit haben wir optische Pinzetten
verwendet, um geordnete zwei- und dreidimensionale Mehr-
komponenten-Mikrostrukturen aus biologischen Zellen (Ery-
throzyten und Lymphozyten) und Polystyrol-Mikrokiigelchen
herzustellen. Diese Herstellungsmethode, die Mikrofabrika-
tion mit Licht (light-driven microfabrication), erméglicht den
Aufbau von strukturell genau definierten Zellanordnungen,
bestehend aus Zellen und Mikrokiigelchen.

Abbildung 1 zeigt die wesentlichen Elemente der Mikro-
fabrikation mit Licht. Wir verwendeten Erythrozyten -
scheibenformige Zellen mit einem Durchmesser von ca.
12 um - und Lymphozyten — nahezu kugelformige Zellen
mit einem Durchmesser von 5 um — als Modellkomponenten,
mit denen wir den Aufbau von Mikrostrukturen untersuchten.
Die Oberfliachen dieser Zellen priasentieren mehrere Oligo-
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Abbildung 1. Herstellung von Mehrkomponenten-Strukturen aus Zellen
und Polymer-Mikrokiigelchen unter Verwendung optischer Pinzetten.
a) Oligosaccharide an der Oberfliche von Hiihner-Erythrozyten und
-Lymphozyten weisen an ihren Enden N-Acetylneuraminsdure(NeuAc)-
und N-Acethylglucosamin(GlcNAc)-Reste auf. b) Ein Mikrokiigelchen
(Durchmesser 3 um) aus Polystyrol trigt kovalent gebundenes WGA, ein
Lectin, welches an NeuAc und GlcNAc bindet. ¢) Wihrend die WGA-
beschichteten Mikrokiigelchen mit einer optische Falle festgehalten
werden, kann eine Erythrozytenzelle mit zwei weiteren Fallen bewegt
und ausgerichtet werden. d) Die Mikrofabrikation mit Licht erfolgt in drei
Schritten: 1.) An eine Zelle, die mit zwei Fallen in der gewiinschten
Position fixiert wurde, wird mit dem Strahl der dritten Falle ein Mikro-
kiigelchen herangefiihrt und mit der Zelle in Kontakt gebracht. Es kommt
zur polyvalenten, biospezifischen Wechselwirkung zwischen WGA- und
NeuAc- sowie GleNAc-Gruppen. 2.) Mit den auf die Zelle fokusierten
Strahlen wird das Aggregat aus Erythrozyt und Mikrokiigelchen in die fiir
die néchsten Schritte notwendige Stellung gebracht. 3.) Durch Bewegen
beider Fallen kann das Mikrokiigelchen des Aggregates mit anderen
Anordnungen in Kontakt gebracht werden, die sich auf dem Objekttrager
befinden. Durch Wiederholung dieses Vorganges werden die gewiinschten
Strukturen erhalten.

saccharide mit N-Acetylglucosamin (GIcNAc) und N-Acetyl-
neuraminsiure (NeuAc) als Endgruppen.!! Diese Zucker
eignen sich als Liganden fiir biospezifische Adhision. Zellen
konnen tiber drei Mechanismen an Oberfldchen haften: tiber
unspezifische Wechselwirkungen (z.B. Wasserstoffbriicken-
bindungen sowie hydrophobel® oder elektrostatische Wech-
selwirkungen),?! iiber biospezifische Wechselwirkungen, die
ausschlieBlich anziehender Art sind (z.B. die Bindung von
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Lectinen an Zucker),” und iiber biospezifische Wechselwir-
kungen, die sowohl anziehender als auch funktioneller Natur
sind (z.B. die Bindung von Integrinen an eine RGD-Sequenz
oder Fibronectin®) sowie die Bindung von Selectinen an
Cadherine).’) Um Zellen iiber biospezifische Wechselwir-
kung miteinander zu verkniipfen, haben wir Polstyrol-Mikro-
kiigelchen verwendet, die an der Oberfldche mit Weizenkeim-
Agglutinin (WGA), einem gut charakerisierten dimeren
Lectin, welches NeuAc und GlcNAc erkennt,” 8 funktionali-
siert waren. Um Zellen iiber nichtbiospezifische Wechselwir-
kungen zu verbinden, haben wir unmodifizierte Polystyrol-
Mikrokiigelchen verwendet. Auch sollte es moglich sein,
funktionelle, biospezifische Wechselwirkungen zwischen Zell-
adhésionsmolekiilen auf der Oberfldche von Mikrokiigelchen
und Rezeptoren auf der Oberfliche von Sdugerzellen zu
nutzen. Mit dieser Art der Verkniipfung sollte es moglich sein,
den Einfluss von Zelloberflichen-Wechselwirkungen inner-
halb eines strukturierten Gefiiges aus anhaftenden Zellen zu
untersuchen.”

Ein essentieller Bestandteil der Mikrofabrikation mit Licht
ist die Verwendung von optischen Pinzetten, bei denen es sich
um fokussierte Lichtstrahlen handelt, mit deren Hilfe trans-
parente Objekte mit einem Brechungsindex, der groBer als
der des umgebenden Mediums ist,['”! festgehalten, ausgerich-
tet und bewegt werden kdnnen; Zellen und Mikrokiigelchen
lassen sich so miteinander in Kontakt bringen['!l und die
Geometrie des aufzubauenden Gefiiges kann kontrolliert
werden (Abbildung 1¢). Zum Festhalten der Polystyrol-
Mikrokiigelchen reicht ein Strahl aus. Erythrozyten wurden
mit zwei Strahlen an zwei unterschiedlichen Stellen fest-
gehalten; somit konnten wir sowohl deren Position als auch
deren Orientierung kontrollieren. Lymphozyten sind nahezu
kugelformig und werden in den fokalen Bereich eines ein-
zigen Laserstrahls gezogen. In Abbildung 1d ist die Vorge-
hensweise fiir die Mikrofabrikation mit Licht dargestellt.

Abbildung 2 zeigt mehrere zweidimensionale Anordnun-
gen, die sich jeweils auf der Oberfliche eines Objekttrégers
befinden, der mit Pufferlosung bedeckt ist. Die Ehrytrozyten
liegen auf der Oberfldche mit der flachen Seite dem Beob-
achter zugewandt. Die unterschiedlichen Schattierungen der
Polystyrol-Mikrokiigelchen spiegeln wider, dass diese etwas
auBerhalb der Fokusebene liegen; je heller die Kugel ist, desto
niher liegt sie an der Fokusebene der Kamera.

In den Abbildungen 2a-2c¢ und 2e sind die Zellen iiber
biospezifische Wechselwirkungen von WGA auf der Ober-
flache der Mikrokiigelchen und NeuAc oder GlcNAc auf der
Oberflache des Erythrozyten miteinander verbunden. Auf-
grund von fiinf Befunden folgern wir, dass die Adhision
biospezifischer Natur ist: a) Nach Kontaktierung hingen die
WGA-beschichteten Mikrokiigelchen auf der Oberfliche der
Erythrozyten und konnten mit optisch erzeugten Kréften im
Bereich von 0.1-10 pN nicht abgelost werden. b) Losliche,
WGA-bindende Kohlenhydrate verhindern die Adhésion:
15 mM GleNAc, 0.05 mm N,N'-Diacetylchitobiose (GlcNAc,)
oder 0.01 mm Tetra-N-acetylchitotetraose (GlcNAc,) vermin-
derten die Wahrscheinlichkeit der Adhision, P zwischen
einem Kiigelchen und einer Zelle auf 0.5 (P ist die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Mikrokiigelchen nach Kollision
mit einer Zelle an dieser haften bleibt); eine Erh6hung der
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Abbildung 2. Photographien einer zweidimensionalen Mikrostruktur, die
durch Mikrofabrikation mit Licht hergestellt wurde. Die Bilder a)—c) und
e) zeigen Strukturen, die ausschlieBlich durch biospezifische Wechselwir-
kungen zwischen Zuckerresten auf der Zelloberfliche und den Lectin-
tragenden Mikrokiigelchen zusammengehalten werden. Die Anordnungen
in d) und f) werden durch nichtbiospezifische Wechselwirkungen zwischen
den Polystyrolkiigelchen untereinander sowie zwischen diesen und den
Zellen stabilisiert. a) Ein WGA-funktionalisiertes Mikrokiigelchen auf der
Oberfliche einer Erythrozytenzelle. b) Ein Dreieck aus jeweils drei
Erythrozyten und Mikrokiigelchen. c)Lineare Anordnung von vier
Erythrozyten und drei sie verbindenden Mikrokiigelchen. Zwei weitere
Kiigelchen bilden den Abschluss der Anordnung. d) Lineare Struktur aus
vier Erythrozyten, verbunden durch nichtbiospezifische Wechselwirkun-
gen. e) Hexagonale Mikrostruktur aus jeweils sechs Erythrozyten und
Mikrokiigelchen. f) Hexagonale Struktur aus Erythrozyten, die durch
nichtbiospezifische Wechselwirkungen zusammengehalten werden. Wir
bezeichnen diese Strukturen als zweidimensional, auch wenn nicht alle
Verkniipfungsstellen in einer Ebene liegen. Ein wesentliches Charakteris-
tikum zweidimensionaler Anordnungen fehlt allerdings: die Verkniipfung
von einem oder mehreren Knoten mit drei statt nur zwei anderen Knoten.
Der Balken reprisentiert jeweils eine Lange von 3 pum.

Konzentration des Inhibitors um einen Faktor von ca. 10
unterband die Adhésion vollstindig (P*"=0). c) Glucose
(200 mm), die nicht an WGA bindet,”® hatte keinen merk-
lichen FEinfluss auf die Adhésion. d) Mikrokiigelchen, die
anstatt mit WGA mit Ethylenglycololigomeren beschichtet
waren, hafteten nicht an den Zellen.'!l ¢) Einzelne WGA-
beschichtete Mikrokiigelchen aggregierten nicht.

Obwohl die Bindung zwischen einer einzelnen Bindungs-
stelle von WGA und einem Kohlenhydrat relativ schwach ist
(K4(GIeNAc) =5 mm;¥ Ky(NeuAc) =2 mml'?), hafteten die
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Mikrokiigelchen an den Erythrozyten. Wir vermuten, dass die
Starke der Haftung durch eine polyvalente Wechselwir-
kung!®! zwischen mehreren WGA-Molekiilen auf der Ober-
fliche der Mikrokiigelchenn und mehreren Zuckermolekiilen
auf der Zelloberfliche zustande kommt. Der Befund, dass
diese polyvalente Wechselwirkung durch die Verwendung der
Zucker in einer Konzentration, die nahe an ihrem Wert von
K, fir WGA liegt, biospezifisch gehemmt werden kann, ist
ebenfalls im Einklang mit der Interpretation, dass eine poly-
valente Wechselwirkung die Ursache fiir die starke Bindung
zwischen Zelle und Mikrokiigelchen ist.l'- %] Polyvalenz er-
moglicht es, relativ schwache, biospezifische Wechselwirkun-
gen zu nutzen, um mit deren Hilfe mikrometergrofle Objekte
zu verbinden. Voraussetzung hierfiir ist, dass die Oberfla-
chendichte der Rezeptoren und Liganden grof3 genug ist.

Die Verwendung von reversiblen biospezifischen Wechsel-
wirkungen, um Zellen und Mikrokiigelchen miteinander zu
verbinden, erdffnet die Moglichkeit, diese Strukturen unter
Nutzung eben dieser Spezifitidt wieder zu zerlegen. Nach der
Herstellung von zweidimensionalen Aggregaten aus Erythro-
zyten fligten wir zu einer Probe eine Losung von Fetuin (ca.
10 mgmL~"') — einem Glycoprotein, welches Oligosaccharide
enthilt, die jeweils mit NeuAc enden — hinzu. Zellen und
Kiigelchen dissoziierten innerhalb von 45 min bis 2 h, und die
Aggregate zerfielen. Wir glauben, dass dieser Zerfall auf die
Konkurrenz zwischen den Zuckergruppen am Fetuin und den
Oligosacchariden auf der Zelloberfliche um die WGA-Bin-
dungsstellen auf den Mikrokiigelchen zuriickzufiihren ist. Die
Verwendung von biospezifischen Wechselwirkungen fiir den
Aufbau dieser Strukturen und die sich daraus ergebende
Moglichkeit, die Strukturen wieder zu zerlegen, indem die
Wechselwirkungen durch eine konkurrierende Reaktion unter-
bunden werden, unterscheidet diese Methode von anderen
Ansitzen. Bei alternativen Methoden, bei denen ebenfalls
optische Pinzetten verwendet werden, um Mikrokiigelchen
oder Kolloide in zweidimensionalen Anordnungen auszurich-
ten, werden die aufgebauten Strukturen durch Photopolyme-
risation der umgebenden Losung fixiert.[1® 7]

Die Strukturen in Abbildung 2d und f werden durch
nichtbiospezifische Wechselwirkungen zusammengehalten. In
diesen Anordnungen haben wir unmodifizierte Polystyrol-
Mikrokiigelchen verwendet, die ebenfalls auf der Oberfldche
von Erythrozyten haften. Wir verbanden die Zellen mitei-
nander, indem wir zuerst jeweils ein Kiigelchen und eine Zelle
und anschlieBend beide Kiigelchen zusammenbrachten. Im
Unterschied zu den WGA-beschichteten Mikrokiigelchen
haften blanke Polystyrolkiigelchen aneinander. Die 16slichen
Kohlenhydrate, welche die Adhésion von WGA-beschichte-
ten Oberflichen an Erythrozyten unterbanden, konnten die
Adhision der blanken Polystyrolkiigelchen nicht verhindern.
Durch Suspendieren der Polystyrolkiigelchen in einer Losung
von Rinder-Serum-Albumin (BSA; 1mgmL~!) vor dem
Kontakt mit Zellen oder anderen Kiigelchen wurde diese
Adhésion unterbunden. Diese Befunde sind im Einklang mit
der Annahme, dass die Adhéision mit unmodifizierten Poly-
styrolkiigelchen ihre Ursache in nichtspezifischen (wahr-
scheinlich hydrophoben) Wechselwirkungen hat.

Abbildung 3 zeigt eine Mikrostruktur bestehend aus zwei
verschiedenen Zellentypen — Erythrozyten und Lympho-
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Abbildung 3. Photographie und schematische Darstellung einer Struktur
aus zwei Zelltypen: Zwei Erythrozyten und zwei Lymphozyten sind tiber
WGA-beschichtete Mikrokiigelchen (graue Kugeln) durch biospezifischen
Wechselwirkungen verkniipft. Die Erythtozyten sind im Vergleich zu
denen in Abbildung 2 um 90° gedreht. Der Balken représentiert eine Lange
von 3 pm.

zyten —, die iiber WGA-beschichtete Kiigelchen verbunden
sind. Erythrozyten zeichnen sich durch ihre scheibenférmige
Gestalt und ihre wenig elastischen Membranen aus. Lympho-
zyten sind globuldr und ihre Membranen konnen leichter
deformiert werden.'s! In dieser Struktur sind die Erythrozyten
im Vergleich zur Anordnung in Abbildung 2 um 90° gedreht
dargestellt, sodass sie von ihrer schmalen Seite zu sehen sind.
Wir glauben, dass die Moglichkeit, mehrere, verschiedenartige
Zellen zu einer Struktur zusammenzubauen, genutzt werden
kann, um die iiber die Diffusion von 16slichen Signalmolekiilen
erfolgende Wechselwirkung zwischen einzelnen Zellen zu
studieren. Ebenso konnen Unterschiede in der Wirkung von
Pharmaka, Toxinen und Umwelteinfliissen auf verschiedene
Zelltypen gleichzeitig untersucht werden.

Mit optischen Pinzetten ist es auch moglich, dreidimen-
sionale Strukturen aufzubauen, die generell schwer zuging-
lich sind. Wir illustrierten diese Féhigkeit anhand des
Zusammenbaus von zwei dreidimensionalen Anordnungen
aus Erythrozyten (Abbildung 4). Die Vorgehensweise fiir die

Abbildung 4. Photographien und schematische Darstellungen einer drei-
dimensionalen Anordnung von Erythrozyten. Die Bilder in a) und
b) stammen von derselben tetraedrischen Struktur; bei a) wurde der Focus
auf die Spitze des Tetraeders eingestellt, bei b) auf die Basis. In c) ist die
Anordnung von zwei senkrecht aufeinander stehenden Quadraten mit
gemeinsamer Kante zu sehen. Das schematisch angedeutete Auge und die
gepunktete Linie in der schematischen Darstellung dieser Struktur zeigen
den Blickwinkel, aus dem das Photo aufgenommen wurde. Der Balken
reprasentiert jeweils eine Lange von 3 um.
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Herstellung dreidimensionaler Objekte ist analog zu der fiir
zweidimensionale Strukturen beschriebenen.

Selbstverstédndlich ist die Verwendung von optischen Pin-
zetten zum Aufbau von dreidimensionalen Mikrostrukturen
nicht auf biologische Komponenten beschrinkt.'*23 Viel-
mehr sollte sich diese Methode zur Herstellung von zwei- und
dreidimensionalen Strukturen zu einem generell einsetzbaren
Werkzeug zum Aufbau einer Vielzahl von wenigen hundert
nm bis zu einigen um grofen Objekten ausbauen lassen. Die
GroBe der gerade noch manipulierbaren Objekte wird durch
die GroBe des fokalen Bereichs des Laserstrahls bestimmt.
Sie ergibt sich zu A/2m, wobei A die Wellenldnge des
verwendeten Lichtes ist. Bei den von uns verwendeten
Wellenlidngen sind dies ca. 150 nm.?*l Prinzipiell miissen die
Objekte bei der Wellenlidnge des verwendeten Lichts trans-
parent sein und einen hoheren Brechungsindex als das
umgebende Medium aufweisen.?*!

Neben den gezeigten Wechselwirkungen lassen sich eine
Reihe anderer Erkennungsprozesse, wie die zwischen Pro-
teinen und Liganden* % oder kompldmenteren DNA-Strin-
gen, 271 Kapillarkrifte,?! elektrostatische Kriftel®! und hy-
drophobe Wechselwirkungen zum Aufbau von Mikrostruk-
turen nutzen. Noch ist nicht klar, welche Form die Partikel
haben miissen, um auf die beschriebene Weise gehandhabt
werden zu konnen. Zwar wurden sowohl sphérische als auch
nichtsphirische Objekte mit optischen Pinzetten manipuliert,
die Theorie zur Beschreibung des Festhaltens nichtsphéri-
scher Objekte ist jedoch noch nicht hinreichend ent-
wickelt.?”>3 Ein Nachteil des beschriecbenen Prozesses ist
die serielle Vorgehensweise. Wir glauben aber, dass die
Verwendung von akusto-optischen Elementen zum Aufbau
von Anordnungen mehrerer optischer Fallen ausgehend von
einem Laserstrahl ein gangbarer Weg zur parallelen Mikro-
fabrikation mit Licht ist.[6]

Die in Abbildung 2—-4 gezeigten zwei- und dreidimensio-
nalen Stukturen wéren mit anderen Methoden nur schwierig
herzustellen. Die Moglichkeit, mit mehreren Lichtstrahlen
sowohl die Position als auch die Orientierung von nicht-
sphérischen Objekten zu kontrollieren, ist eine der Stirken
von optischen Pinzetten. Wir glauben, dass sich die Mikro-
fabrikation mit Licht zur Herstellung von Strukturen aus
(sub)mikrometer groBen, optisch transparenten Teilchen zu
einer breit anwendbaren Technik ausbauen ldsst. Wie die
vorliegende Arbeit zeigt, lassen sich selbst nichtkugelférmige,
empfindliche Objekte wie Zellen auf diese Weise manipulie-
ren.

Experimentelles

Zur Herstellung von WGA-beschichteten Mikrokiigelchen wurden Poly-
styrolkiigelchen, deren Oberfliche primdre Aminogruppen trugen
(0.001 gmL~'; Polyscience), in einer Phosphat-gepufferten Losung (ca.
pH 6) suspendiert, die einen Dicarbonsiurelinker (HO,C(CH,CH,0),-
CO,H; n=7-14; 0.05gmL""; Fluka), 1-[3-(Dimethylamino)propyl]-3-
ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC; 0.4M) und N-Hydroxysuccinimid
(NHS; 0.1m) enthielt und nach der Zugabe 8 h bei Raumtemperatur leicht
gerithrt wurde. Danach wurden die Kiigelchen abzentrifugiert und in
deionisiertem Wasser suspendiert. Dieser Vorgang wurde dreimal wieder-
holt. AnschlieBend wurden die Mikrokiigelchen in einer Losung von EDC
(0.4Mm) und NHS (0.1m) 15 min leicht geriihrt und danach abzentrifugiert.
Fiir die Kupplung von WGA an den Aktivester an der Oberfliche der
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Mikrokiigelchen wurden diese in einer Losung von WGA (0.5 mgmL~!) in
Phosphatpuffer (0.1m; pH 8.1) suspendiert, die Suspension wurde 4 h leicht
geriihrt. Die Mikrokiigelchen wurden abgetrennt und in einer Phosphat-
gepufferten Salzlosung aufbewahrt.

Die verwendeten Objekttrager wurden im Vakuum 3 h mit Tridecafluor-
1,1,2,2-tetrahydrooctyl-1-methyldichlorsilan (United Chemical Technolo-
gies) behandelt. Die so silanisierten Glastrdger wurden in eine BSA-
Losung (0.05 gmL ') getaucht, sodass sich eine BSA-Monoschicht bildete,
die eine nichtspezifische Adsorption an Glas verhindert.

Wir arbeiteten mit drei voneinander unabhingig manipulierbaren opti-
schen Fallen (optischen Pinzetten). Fiir eine verwendeten wir den
gebiindelten Strahl eines Helium-Neon(HeNe)-Lasers (22 mW Leistung).
Der Strahl wurde mit Hilfe von zwei Teleskopen schrittweise aufgeweitet.
Mit Hilfe eines Spiegels zwischen den Teleskopen konnte die optische Falle
in der Probe positioniert werden. Mit einem Olimmersionsobjektiv
(100fache VergroBerung, numerische Apertur 1.2) wurde der Strahl in
der Probe fokusiert. Damit der Strahl den richtigen Durchmesser und die
richtige Form bekam, schalteten wir eine Linse vor das Objektiv. Ein
dichroitischen Spiegel, der fiir den Grofteil des sichtbaren Spektrums
transparent war, den Laserstrahl (632nm) aber reflektierte, wurde
verwendet, um den Strahl in das Objektiv zu lenken und gleichzeitig die
Probe mit einer CCD-Videokamera beobachten zu koénnen. Fiir die
anderen beiden optischen Fallen verwendeten wir Diodenlaser als Quellen
linear polarisierten Lichtes (852 nm). Die Leistung dieser Laser war iiber
einen Bereich von 0 bis ca. 100 mW frei einstellbar. Jeder der Strahlen
wurde gebiindelt und mit einem anamorphen Prisma weitgehend zirkular
polarisiert. Mit Spiegeln wurden sie sodann in Teleskope gelenkt, wodurch
sie ebenso wie der erste aufgeweitet wurden. Wegen der Polarisierung der
Strahlen konnte ein Polarisations-Strahlenteiler verwendet werden. Die
Strahlen wurden anschlieBend durch eine Linse gelenkt, um ihre Form und
ihre Grofe einzustellen, durch eine dichroitischen Spiegel gelenkt, um die
Wellenldnge anzupassen, und anschlieend in den Lichtweg des Mikroskop
eingekoppelt und in die Probe gelenkt. Mit dieser Versuchsanordnung war
es moglich, mit drei optischen Fallen in der Probe zu arbeiten. Zum
Einfangen der Zellen wurde Licht im nahen Infrarot (852 nm) verwendet,
mit sichtbarem Licht (632 nm) wurden die Polystyrol-Mikrokiigelchen
manipuliert.
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