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Kurzfassung

Diese Arbeit prisentiert die diskrete und gezielte Abgabe von zwei individuell adressierbaren Substanzen im unteren
pl-Bereich (10 pL) mit einer hohen rdumlichen (<50 um) und zeitlichen (<100 ps) Auflésung zur chemischen
Stimulation einzelner Zellen. Die Zellen werden in einer diinnen Alginatschicht kultiviert und durch kleine Tropfen
(drvopen = 25 um) beschossen, die einen zu Tabak-Protoplasten vergleichbaren Durchmesser (dprompiase =30 pm)
aufweisen. Das kleine Volumen erzeugt im unmittelbaren Umfeld der Zielzelle eine wohl definierte
Wirkstoffkonzentration, wiahrend der Konzentrationsgradient aufgrund der dreidimensionalen Diffusion mit wachsender
Distanz drastisch abfallt und somit zeitnah zu einem extrem niedrigen Hintergrundsignal fiihrt. Demonstriert wird dies
durch die hoch aufgeldste Farbung eines einzelnen Protoplasten der Tabakpflanze mit Carboxyfluoreszeindiazetat.

Abstract

We present the discrete release of two individually addressable substances in the sub pL-range (10 pL) with a high
spatial (<50 um) and temporal (< 100 ps) resolution for the stimulation of single cells, embedded in a thin alginate
layer. This is ensured by dispensing a small droplet (dopier = 25 pm) with a diameter smaller or compareable to a single
tobacco protoplast (dprompiase = 30 pm). Furthermore, the pL-volume generates defined drug concentration at the target
cell while the concentration gradient in the vicinity decreases drastically in time due to the three dimensional diffusion
and leads to extremely low background signals. This was proven by highly resolved labelling of a single tobacco
protoplast with carboxyfluorescein diacetate.

1 Einleitung 2 Experimenteller Aufbau

Seit der ersten Regeneration von Nicotiana tabacum aus
Mesophyll-Protoplasten [1] konnen mittlerweile weit mehr
als 100 verschiedene Pflanzenarten aus Protoplasten
regeneriert werden. Hierfir werden die Protoplasten
gewOhnlich in fliissigen Medien oder Gel-Matrizen
eingebettet [2] und in der gesamten Zellkultur mit
verschiedenen Medien (z.B. Auxine) behandelt. Eine
gezielte Behandlung einzelner Zellen erdffnet hier neue
Wege fiir die Forschung in der Pflanzen-Biologie. Durch
die Mdglichkeit einzelne Zellen innerhalb einer Zellkultur
auf verschiedene Weise zu manipulieren, kdnnen
Verhalten und Wachstum der Zellen direkt miteinander
verglichen werden.

In einer diinnen Alginatschicht kultivierte Protoplasten
der Tabakpflanze [1] werden in diesem Experiment unter
einem inversen Mikroskop betrachtet. Wéhrenddessen
wird der Dispenser in einem Abstand von 0,3 - 0,5 mm
iiber einem einzelnen Protoplasten an der Oberfldche der
Alginatschicht positioniert (siche Abbildung 1). Fiir eine
eindeutige Visualisierung der Einzelzellstimulation wird
in diesem Experiment eine einzelne Zelle mit
Carboxyfluoreszein Diazetat (CFDA) [2] markiert. Bei
CFDA handelt es sich um ein zellmembranpermeables
Molekiil, das frei in den Protoplasten diffundiert und in
der Zelle zu Carboxyfluoreszein und Essigsdure
dissoziiert, wobei Carboxyfluoreszein nicht weiter durch
die Zellmembran diffundieren kann und somit das Innere
der Zelle dauerhaft markiert.
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Abbildung 1 Stimulation einzelner in Alginat-Gel-Matrix
kultivierter Protoplasten a) Mittels diskreter spezifischer
Abgabe kleinster Mengen Wirksubstanz (10 pL) konnen
einzelne Protoplasten stimuliert oder modifiziert werden.
Der priasentierte  Zweikanaldispenser  erlaubt  die
individuelle Abgabe zweier unterschiedlicher Fluide mit
einer hohen zeitlichen und rdumlichen Auflésung. Ein
Fluoreszenzmikroskop ermoglicht eine gleichzeitige
Versuchskontrolle. b) Foto des Versuchsaufbaus: Der
Zweikanaldispenser ist zur gezielten Stimulation einzelner
Protoplasten ausgerichtet.

3 Der 2-Kanaldispenser
Pico-Injector

Die sowohl rdumlich als auch zeitlich hoch prézise Abgabe
kleinster Wirkstoffmengen mit einem Tropfendurchmesser
in der  GroBenordnung  des  Zelldurchmessers
(dprotoplas = 30 pm)  beziehungsweise kleiner ist die
ausschlaggebende Schliisselspezifikation fiir eine gezielte
chemische Stimulation von Einzelzellen [4]. Die
Stimulation  einzelner  Zellen impliziert, dass
Reproduzierbarkeit und hohe rdumliche Aufldsung der
Tropfenposition als essentielle Kriterien unabdingbar sind.
Der fiir diese Applikation entwickelte Bubble-Jet
Dispenser zeichnet sich durch eine hohe zeitliche und
rdumliche Auflésung aus.
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Abbildung 2 Aktuation des Zweikanaldispensers a)

Durch die individuelle Ansteuerung der beiden
Aktoreinheiten ~ konnen  verschiedene  Stimulations-
protokolle gefahren werden. Der Dispenser erlaubt eine
gezielte ~ Abgabe  von  pL-Tropfen (V =10pL,

Arropen = 25 pm) b) Die abgegebenen Tropfen treffen in
einem Bereich von ©<50pum (5 Tropfen) auf. c)
Fotografie der rdumlich hoch aufgeldsten Tropfenabgabe
zweier Fluide (zur Visualisierung wurden pro Bild mehr
als 100 Dosierungen abgegeben).

Der Dispenser erlaubt die getriggerte Abgabe (0 — 11 kHz)
kleinster Tropfen (V =10 pL; driopen = 25 pm), welche auf
einem definierten Punkt (<50 um) auftreffen (siche
Abbildung 2¢). Dies fiihrt zu einer fiir die gezielte
Einzelzellstimulation idealen Kombination aus zeitlich und
raumlich préziser Wirkstoffabgabe. Die zwei getrennt von
einander ansteuerbaren und auf einen Punkt fokussierten
Kanéle des Pico-Injectors erlauben weiter die individuelle
Abgabe von zwei verschiedener Medien und so eine
Vielzahl anwendungsspezifischer Stimualtionsprotokolle.
Nach der gezielten Manipulation einer einzelnen Zelle mit
Wirkstoff aus dem einen Kanal, kann beispiclsweise
mittels des zweiten Kanals diese Zelle zur spéiteren
Beobachtung markiert werden (siche Abbildung 2a).
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4 Stimulation einzelner
Protoplasten

Nach der Auswahl eines geeigneten Protoplasten an der
Oberfliche der diinnen Alginat-Gel-Matrix im Hellfeld
(siche Abbildung 3a) wird der Pico-Injector relativ zu
dieser Zelle positioniert. Wiahrend der Tropfenabgabe
(t=ty) kann das Auftreffen des einzelnen CFDA-Tropfen
(10 pL) deutlich sichtbar unter Fluoreszenz beobachtet
werden (siche Abbildung 3b). Das Zusammenspiel aus
kleinstem Volumen (10 pL) und 3-dimensionaler Diffusion
fiithrt zu einem vernachléssigbar kleinen Hintergrundsignal
innerhalb weniger Sekunden, trotz der verlangsamten
Diffusionskonstante des CFDAs im Alginat-Gel. So
emmitiert nach der Diffusion des Fluoreszenzfarbstoffes
(t=ty)+5s) nur noch die markierte Zelle (siche
Abbildung 3c).
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Abbildung 3 Markierung eines einzelnen Protoplasten mit
dem  Fluoreszenzfarbstoff — Carboxyfluoresceindiacetat
(CFDA) a) In einer diinnen Alginatschicht kultivierte
Protoplasten der Tabakpflanze an der Oberfliche der
Gelschicht. b) Fluoreszenzsignal unmittelbar nach der
Tropfenabgabe: Das CFDA beginnt ins Gel zu
diffundieren. c¢) Fluoreszenzsignal eines markierten
Protoplasten nach fiinf Sekunden. Innerhalb weniger
Sekunden diffundiert der Fluoreszenzfarbstoff in die Zelle
und zerfdllt dort zu Essigsdure und Carboxyfluorescein.
Das Carboxyfluorescein kann nicht weiter durch die
Zellmembran  diffundieren. Aufgrund des kleinen
Tropfenvolumens und der dreidimensionalen Diffusion des
CFDAs wird nur der getroffene Protoplast markiert,
wihrend das Hintergrundsignal vernachldssigbar bleibt.
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5 Ausblick

Die Moglichkeit einer gezielten diskreten Wirkstoffabgabe
im unteren pL-Bereich mit einer hohen zeitlichen und
raumlichen Auflésung ebnet den Weg zu ciner groflen
Anzahl neuer Experimente und Entwicklungen in der
Biologie. Mit Hilfe des beschriebenen Setups kdnnen
individuelle Stimulationsprotokolle mit zwei einzeln
adressierbaren Wirksubstanzen auf einzelne Zellen
angewandt werden. Zukiinftige Anwendungen fiir dieses
Setup konnen unter anderem z.B. die Untersuchung

spezifischer Ionenkandile, biologische
Signaltransduktionsanalysen oder Wirkstoff-Screenings
sein.
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