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Mikrostrukturierung
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DANIEL RUDIGER!, STEFANIE KIDERLENZ2, KIM WHYE LEONG?, ELFRIEDE NOSSNER*,
MARISA GOTZFRIED!

'IBIDI GMBH, GRAFELFING

2PROSPECTIVE INSTRUMENTS, DORNBIRN

SMECHANOBIOLOGISCHES INSTITUT VON SINGAPUR

4 IMMUNANALYTIK, HELMHOLTZ ZENTRUM MUNCHEN

The p-Patterni®iTreat provides a method for spatially defined long-term
stable cell cultivation using microstructured adhesion spots. Customi-
zation of size, shape, and coating allow diverse applications from the
single cell level to cell differentiation and cell interaction studies. The
multi-array arrangement simplifies the analysis of time-lapse micro-
scopy images and increases statistical robustness of a single experi-
ment, leading to a more detailed cell description.
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B Time-Lapse-Mikroskopie-Analysen sind
ein zentraler Bestandteil moderner biologi-
scher und medizinischer Forschungsarbei-
ten, denn sie bieten die Moglichkeit, Zell-
und Zellpopulationsverhalten detailliert iiber
eine breite Zeitspanne zu beobachten. Durch

stetige Verbesserungen von Bildanalysen
und modernes Datenmanagement gewinnen
diese zelluldren Assays immer mehr an
Bedeutung.

Die experimentellen Rahmenbedingungen
konnen hierbei die Effizienz und Qualitat der

Analysen stark beeinflussen. Mikrostruktu-
rierungsverfahren, welche die Zelllokalisa-
tion, die Einzelzell- oder Zellpopulationsform
sowie die Freiheitsgrade der Zellbewegung
auf Zellkultursubstraten vorgeben, ermdgli-
chen eine sehr effiziente Analyse von Mor-
phologie, Lebensstatus und Genexpression
[1, 2].

Die meisten Mikrostrukturierungsverfah-
ren basieren auf einer zellabweisenden
Monolagenbeschichtung. Diese wird additiv
oder subtraktiv manipuliert, um Zelladhasi-
onsliganden ortsaufgelost zu prasentieren
[3]. Durch die meist nur physisorbierte Pas-
sivierung ist die Strukturierung jedoch nicht
fiir die Kultivierung iiber mehrere Wochen
geeignet und Zellen neigen teilweise dazu,
die vorgegebenen Adhésionsflichen mit der
Zeit zu verlassen.

Das von ibidi entwickelte p-PatterniPiTreat
verwendet die Bioinert-Technologie als zell-
und proteinabweisenden Untergrund. Dabei
ist eine diinne Schicht Hydrogel kovalent an
das Substrat gebunden, was die Langzeitsta-
bilitdt des Systems garantiert. Die Adhé-
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A Abb. 1: Aufbau und Geometrien des p-Pattern®Treat, A’ schematischer Aufbau: I: Mikrostrukturierte Oberfléche; Il: Beschichtung; Ill: Zelladhésion.
B, A549-Zellen auf Laminin Einzelzellspots; 2 h nach Aussaat. C, HT-1080 auf Laminin; verschiedene Geometrien; 25 h nach Aussaat. D, HT-1080 auf
Linien mit Laminin-Beschichtung, markierte Zelle (Pfeil) migriert entlang der Linie, ohne das Pattern zu verlassen.
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sionsspots haben eine ibiTreat-Oberfldche,
welche die Adhésion von Zellen fordert und
das Beschichten mit Proteinen erlaubt
(Abb. 1A). Die Form und GroBe der freiliegen-
den ibiTreat-Oberfldche sind vielfaltig. Dabei
konnen Einzelzellen (Abb. 1B) und Zellgrup-
pen (Abb. 1C) gebunden werden. Die Zellen
sind klar von der passivierten Umgebung
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<« Abb. 2: Langzeit-
kultivierung auf
Adhasionspots mit
unterschiedlicher
Beschichtung. A,
MCEF-7 auf ibiTreat;
L929 auf Laminin;
NIH-3T3 auf Matrigel;
Kultivierung tiber 3
Wochen. B, 2-Photo-
nen-Aufnahmen der
Langzeitkultivierung
von L929 auf Lami-
nin. C, Leber-Vor-
lauferzellen auf Kolla-
gen |; mit Kollagen |
Gel Uberschichtet;
Leber-Organoid Bil-
dung mit Lumen 24 h
nach Uberschich-
tung.
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abgegrenzt und verlassen auch wahrend
eines Migrationsprozesses die strukturierten
Bereiche nicht (Abb. 1D).

Langzeitkultivierung und 3D
Anwendung

Die Strukturen konnen mit einer Vielzahl
von verschiedenen Proteinen oder Proteinge-

mischen beschichtet werden. Dies ermog-
licht eine spezifische Zellanbindung ohne
unspezifische Hintergrundadhdsion iiber
mehrere Wochen. Zellen sind zudem auch in
der Lage, ohne Proteinbeschichtung an der
ibiTreat-Oberflache zu binden (Abb. 2A). Die
mikrostrukturierten Oberfldchen haben kei-
ne signifikant hohere Autofluoreszenz als
das Substrat, wodurch auch hochauflosende
Fluoreszenzaufnahmen moglich sind. 2-Pho-
tonen-Aufnahmen zeigen deutlich, dass Zel-
len unter Langzeitkultivierung 3D-Struktu-
ren ausbilden, dabei die Adhasionspunkte
der mikrostrukturierten Oberflachen jedoch
nicht verlassen (Abb. 2B). Werden Leber-
Vorlauferzellen auf den Strukturen ausgesét
und mit Kollagen iiberschichtet, bildet sich
nach 24 Stunden ein Leber-Organoid, inklu-
sive Lumen (Abb. 2C). Mit dieser Eigenschaft
zur 3D-Zellkultivierung sowie Spharoid- und
Organoid-Bildung ist das u-Pattern®®eat gine
zukunftstrachtige Methode fiir die biologi-
sche Forschung.

Selektive Zellbindung und
Zytotoxizitatsanalyse

Die mikrostrukturierten Oberflichen konnen
auch mit Antikorpern beschichtet werden.
Die Verwendung eines CD19-Antikdrpers
erlaubt die selektive Bindung von CD19-
positiven Nalm-6-Zellen aus einer Mischung
mit CD19-negativen Jurkat-Zellen (Abb. 3A).
Nach der Selektion der Suspensionszellen,
kann in einem néachsten Schritt auch die
Analyse dieser Zellen auf den Strukturen
erfolgen, z. B. fiir die Immunanalytik.

Bei Immunzell-vermittelten Zytotoxizitats-
analysen erleichtert die Verwendung von
mikrostrukturierten Oberflichen die Aus-
wertung. Die T-Zell-Zytotoxizitat gegeniiber
verschiedenen Nierenkarzinom-Zelllinien
kann z. B. mithilfe der Konfluenz der Struk-
turen bewertet werden. Die Abnahme der
Konfluenz auf dem Pattern ist ein MaB fiir die
Zytotoxizitat der T-Zellen. Im durchgefiihrten
Experiment werden RCC26-Zellen sehr viel
schneller als die RCC53-Zellen durch die glei-
chen T-Zellen getotet (Abb. 3B). Durch die
Mikrostrukturen und das Auswerten der
Konfluenz der Spots ist eine einfache Analy-
se des Zellverhaltens moglich.

Fazit

Das p-Pattern®Tra hietet eine langzeitstabi-
le, mikrostrukturierte Oberfliche, welche
durch variable Formen und Beschichtungs-
moglichkeiten der Adhéasionsspots vielféltige
Anwendungsgebiete bietet. Die Wiederho-
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A Abb. 3: Assays auf u-Pattern’®eat, A selektive Anbindung von CD19+-Suspensionszellen (Nalm-6, griin) aus einer Mischung mit Jurkat-Zellen
(unmarkiert, CD 19-) auf CD 19-beschichteten Strukturen, Waschen nach 2 h. B, Beispielbilder des Zytotoxizitats-Assays zu verschiedenen Zeitpunkten.
Bei T-Zell-Zugabe (TCR53/CD8; t=0) ist das Kollagen-I-Pattern konfluent mit Nierenkarzinom-Zellen bewachsen, Konfluenz nimmt tiber Zeit ab. C, quan-
titative Auswertung des Zytotoxizitdts-Assays; Konfluenz des Patterns als MaB fiir die Zytotoxizitat Giber die Zeit aufgetragen (n=9); RCC26 (magenta)

werden schneller abgetdtet.

lung der Strukturen in einer Array-Anord-
nung erlaubt die Erhebung groBer Datenmen-
gen aus einem einzigen Experiment zur
Beschreibung des Zellverhaltens.
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