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Lebende Zellen sind außerordentlich komplexe biologische
Systeme, und eine F�lle von zellbasierten Assays wurde zu
ihrer In-vitro-Untersuchung entwickelt. Insbesondere die in
den letzten Jahren aufkommenden Zellarrays sind eine viel-
versprechende Technologie im Hinblick auf hochparalleli-
sierte und miniaturisierte Zellassays.[1–5] Die Dichte heutiger
Zellmikroarrays ist jedoch aufgrund von Kreuzkontamina-
tions- und Zellmigrationsproblemen begrenzt.[6, 7] Hier be-
schreiben wir eine einfache Methode zur Herstellung von
Arrays aus superhydrophilen Mikrofeldern, die durch d�nne
superhydrophobe Barrieren voneinander getrennt werden.
Wir zeigen, dass derartige Substrate �ußerst vielversprechend
sind, um sowohl die Kreuzkontaminations- als auch die
Zellmigrationsprobleme heutiger Zellarrays zu �berwinden
und die Herstellung hochdichter Zellmikroarrays zu ermçg-
lichen, die f�r das genomweite Screening auf einem einzigen
Array eingesetzt werden kçnnen.

Zur Herstellung eines Arrays erzeugten wir durch UV-
initiiertes photochemisches Pfropfen eine superhydrophobe
Gitterstruktur in einer auf einer Glasplatte aufgebrachten
d�nnen Schicht von superhydrophilem nanoporçsem Poly(2-
hydroxyethylmethacrylat-co-ethylendimethacrylat) (HEMA-
EDMA), einem biokompatiblen und transparenten Material.
Die Form und Grçße der superhydrophoben Felder ist durch
die verwendete Fotomaske pr�zise kontrollierbar. Die ex-
treme Benetzbarkeit der Mikrofelder garantiert eine leichte
und homogene Adsorption der Beladungsmischungen, w�h-
rend die d�nnen superhydrophoben Barrieren �ußerst ef-
fektiv Kreuzkontaminationen zwischen benachbarten Fel-
dern verhindern. Experimente mit verschiedenen h�ufig ge-

nutzten Zelllinien zeigten bevorzugte Adh�sion und Prolife-
ration der Zellen in den superhydrophilen Feldern, w�hrend
die superhydrophoben Barrieren praktisch nicht besiedelt
wurden. Schließlich erwiesen sich die schmalen superhydro-
phoben Bereiche zwischen den Feldern als hocheffektive
Barrieren gegen Zellmigration.

Zellarrays werden haupts�chlich f�r das Screening von
chemischen[5, 8] oder genomischen[2, 4, 5,9] Datenbanken oder
der extrazellul�ren Matrix eingesetzt.[2, 5, 10, 11] Große Auf-
merksamkeit wurde der Anwendung von Zellarrays zur
funktionalen Charakterisierung des Genoms in genomweiten
reversen Transfektions-Screenings gewidmet.[2–4,6, 7, 9,12, 13] Um
ein Mikroarray f�r die reverse Transfektion adh�renter
Zellen herzustellen, druckt und trocknet man Gelatine ent-
haltende Transfektionsmischungen in einem Array-Format
auf eine Glasplatte und „s�t“ anschließend Zellen auf dem
Array aus. Die Aufnahme der Nukleins�uren in die auf den
Punkten wachsenden Zellen f�hrt zu einem Array aus
transfizierten Zellclustern innerhalb eines dichten „Rasens“
nichttransfizierter Zellen (Abbildung 1 A).[2] Im Vergleich zu
Transfektionsuntersuchungen auf Mikrotiterplatten bietet die
Verwendung von Zellarrays ein reduziertes Assay-Volumen
sowie erhçhte Assay-Dichte und -Durchsatz und ermçglicht
eine langfristige Lagerung bereits beladener Arrays.[6] Zur
Benutzung der gedruckten Arrays wird des Weiteren keine
Hochdurchsatz-Pipettiereinheit bençtigt.[5] Das Fehlen phy-
sikalischer Barrieren zur r�umlichen Trennung der verschie-

Abbildung 1. A) Ein zurzeit �bliches Zellmikroarray. Oben: Transfizierte
Zellcluster befinden sich in einem Rasen aus nichttransfizierten Zellen.
Die Zellmigration kann nicht kontrolliert werden, und Kreuzkontamina-
tion und Punktform verhindern den Aufbau eines dicht gepackten
Arrays. Unten: Querschnitt des Arrays: Die Transfektionsreagentien
befinden sich in Gel-Klumpen, auf denen die Zellen siedeln. B) Das ge-
w�nschte Zellmikroarray: Pr�zise Kontrolle �ber Feldform, -grçße und
-dichte ist mçglich, Zellen kçnnen ausschließlich auf den die Transfek-
tionsreagentien enthaltenden Mikrofeldern siedeln. So werden r�um-
lich getrennte Zellcluster erhalten und Zellmigration und Kreuzkonta-
mination verhindert.
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denen Proben erleichtert zudem mikroskopische Untersu-
chungen.[6, 14]

Dennoch unterliegt die Anwendung heutiger Zellmikro-
arrays einigen wichtigen Beschr�nkungen. Erstens befindet
sich im Bereich zwischen den Punkten aus Transfektionsrea-
gentien normalerweise ein dichter Rasen nichttransfizierter
Zellen. Diese kçnnen ungehindert in die Punkte mit den
transfizierten Zellen migrieren. Auf die gleiche Weise kçnnen
auch bereits transfizierte Zellen in benachbarte Punkte
wandern. Zweitens f�hrt das Fehlen von physikalischen Bar-
rieren zur Kreuzkontamination[2, 7, 14] von Transfektionsrea-
gentien benachbarter Punkte, und die Zusammensetzung und
Tropfengrçße einer auf das Substrat gedruckten Transfek-
tionsmischung beeinflusst die Grçße der resultierenden
kreisfçrmigen Mikropunkte. Somit werden die Homogenit�t
der Punkte und die Dichte des gesamten Arrays einge-
schr�nkt. Zusammengenommen zwangen diese Probleme bei
bisherigen Arraydesigns dazu, relativ große Abst�nde zwi-
schen den Mikropunkten einzuhalten (normalerweise mehr
als 1 mm). Dies setzte die Dichte solcher Arrays stark herab
und hatte zur Folge, dass die Technologie weit hinter ihrem
Potenzial zur�ckblieb.[7, 14] Die Abbildungen 1 A und 1B
zeigen schematische Darstellungen eines zurzeit �blichen
Arrays mit den genannten Problemen sowie eines ge-
w�nschten Zellarrays, in dem diese Probleme �berwunden
sind.

Zur Herstellung eines superhydrophil-superhydrophob
mikrostrukturierten Substrats wird zun�chst durch Photopo-
lymerisation eines Pr�polymers zwischen zwei Glasplatten
eine 12.5 mm d�nne, superhydrophile und nanoporçse Schicht

aus HEMA-EDMA hergestellt (Abbildung 2A).[15, 16] Die
Dicke der Polymerschicht wird durch zwei die Glasplatten
voneinander trennende Streifen Teflonfolie kontrolliert. Das
Pr�polymer besteht aus dem Monomer 2-Hydroxy-
ethylmethacrylat (24 Gew.-%), dem Vernetzer Ethylen-
dimethacrylat (16 Gew.-%), einem Porogen (60 Gew.-%) und
2,2-Dimethoxy-2-phenylacetophenon (1 Gew.-% bezogen auf
Monomere) als Initiator. Eine Mischung aus Cyclohexanol
und n-Decanol (4:1 w/w) ist ein geeignetes porogenes Lç-
sungsmittel, und die Polymerisation aus diesem Porogen
ergibt, wie man aus den entsprechenden REM-Aufnahmen
schließen kann, eine nanoporçse Struktur mit einer Poren-
grçße von 100–500 nm (Abbildung 2D und S1). Beim nassen
Polymer f�hrt die geringe Porengrçße in Verbindung mit der
durch das Wasser reduzierten Lichtstreuung zu Transparenz
(Abbildung S4). Die Kombination von hoher Porosit�t (60%)
und hydrophilen Hydroxyethyl-Funktionen des auf der
Glasoberfl�che aufgebrachten Polymers resultiert in einer
superhydrophilen Oberfl�che mit statischen, anwachsenden
(„advancing“) und schrumpfenden („receding“) Wasserkon-
taktwinkeln (WKA) nahe 08 im Fall des trockenen Polymers
und 158 im Fall des bereits benetzten Polymers (Abbil-
dung S2).

Anschließend wird die superhydrophobe Gitterstruktur in
der superhydrophilen HEMA-EDMA-Schicht hergestellt
(Abbildung 2B). Um die superhydrophoben Bereiche zu er-
zeugen, wird die HEMA-EDMA-Oberfl�che durch photo-
chemisches Pfropfen mit Poly(2,2,3,3,3,-pentafluorpropyl-
methacrylat-co-ethylendimethacrylat)-B�rsten (PFPMA-
EDMA) modifiziert.[17] Hierzu wird das mit 2,2,3,3,3,-Penta-
fluorpropylmethacrylat, Ethylendimethacrylat, dem Initiator
Benzophenon und einer Wasser/tert-Butylalkohol-Mischung
als Lçsungsmittel benetzte Polymer mit UV-Licht bestrahlt.
Aus den REM-Aufnahmen wird deutlich, dass diese Be-
handlung die Morphologie der porçsen Struktur nicht �ndert,
w�hrend XPS-Messungen eine deutliche Modifizierung der
HEMA-EDMA-Oberfl�che mit Pentafluorpropyl-Gruppen
zeigen (Abbildung S2). Die Modifizierung f�hrt zur Um-
wandlung der superhydrophilen Oberfl�che in ein superhy-
drophobes Material mit statischen, anwachsenden und
schrumpfenden WKAs von jeweils 1658, 1678 und 1578 (Ab-
bildung 2 D und S2). Die photochemische Methode ermçg-
licht den Einsatz einer Standard-Fotomaske zur pr�zisen Er-
zeugung superhydrophober Strukturen in dem superhydro-
philen Substrat. Der Prozess hat eine Genauigkeit im Mi-
krometerbereich, kann auf große Fl�chen angewendet
werden und f�hrt zu einer Modifizierung im kompletten be-
strahlten Querschnitt des Polymers (Abbildung 3).

Den �berlegungen zur Durchf�hrung eines effizienten
genomweiten RNAi-Zellscreens auf einem einzigen Chip
folgend, wurde eine geeignete Fotomaske hergestellt (siehe
die Hintergrundinformationen). Mit dieser wurde ein Array
aus 50400 voneinander durch 60 mm breite superhydrophobe
Barrieren getrennten superhydrophilen Feldern hergestellt
(siehe Abbildung 3).

Die Oberfl�che eines idealen hochdichten Arrays f�r die
reverse Transfektion von Zellen sollte folgenden biologischen
Anforderungen gen�gen: 1) Sie sollte biokompatibel und
nicht toxisch sein, 2) Zellen sollten auf den Mikrofeldern

Abbildung 2. A) Herstellung einer superhydrophilen Polymerschicht
auf einem Glassubstrat durch UV-initiierte radikalische Polymerisation.
B) Herstellung der superhydrophoben Gitterstruktur auf der superhy-
drophilen Oberfl�che durch UV-initiiertes photochemisches Pfropfen.
C) Anwendung des Arrays in einem Zell-Screening-Experiment (z. B.
reverse Transfektion): Das Array wird mit Transfektionsreagentien bela-
den und getrocknet. Ausges�te Zellen werden durch die in den super-
hydrophilen Feldern adsorbierten Reagentien transfiziert. D) Wasser-
tropfen auf dem superhydrophoben, mit PFPMA modifizierten, nano-
porçsen HEMA-EDMA und REM-Bilder des Polymers. Maßstab: oben
links – 10 mm, oben rechts und unten – 1 mm.
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siedeln kçnnen, 3) Zellen sollten das Gebiet zwischen den
Mikrofeldern nicht besiedeln, und 4) die Zellmigration zwi-
schen benachbarten Mikrofeldern sollte minimiert sein. Zu
diesem Zweck untersuchten wir das Verhalten verschiedener
h�ufig verwendeter Zelllinien auf dem superhydrophob-su-
perhydrophilen Array. Fluoreszierende Mammakarzinom-
zellen der Ratte (MTly-CMV-eGFP-neo und MTly-CMV-
mCherry-neo), Hepa- und HEK-293-Zellen wurden auf dem
Array ges�t und f�r 2 Tage inkubiert (ein gewçhnlich f�r re-
verse Transfektionsexperimente bençtigter Zeitrahmen).[7,12]

Die Aussaatdichten der Zellen wurden dahingehend opti-
miert, dass die nicht photochemisch modifizierten Bereiche
nach 48 h Inkubation mit einem durchg�ngigen Zellrasen
bedeckt waren. Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse dieser Ex-
perimente. Die superhydrophilen Mikrofelder wurden von
allen getesteten Zelltypen besiedelt, w�hrend die superhy-
drophoben Bereiche deutlich weniger okkupiert wurden.
Außerdem konnten Zellen auf den Barrieren als apoptotisch
identifiziert werden, was durch runde Formen und die geringe
Beweglichkeit deutlich wird. Dieses Verhalten der Zellen
f�hrt zur Bildung eines Arrays aus isolierten Zellclustern auf
jedem der von superhydrophoben Barrieren abgegrenzten
superhydrophilen Mikrofelder.

F�r HEK-293-Zellen wurde die unterschiedliche Besied-
lung der superhydrophilen Felder und superhydrophoben
Barrieren quantifiziert. Nach zwei Tagen in Kultur befanden
sich im Durchschnitt 79 Zellen innerhalb eines superhydro-
philen Felds, w�hrend sich weniger als 2 Zellen auf der su-
perhydrophoben Barriere zwischen zwei Feldern fanden.
Analoge Experimente mit MTly-mCherry-Zellen an drei
verschiedenen Zeitpunkten zeigten, dass unmittelbar nach

der Aussaat der Zellen kaum Unterschiede in der Besiedlung
der verschiedenen Oberfl�chen vorhanden waren und dass
sich der beobachtete Unterschied in der Zellokkupation mit
steigender Zellenzahl stetig vergrçßerte (Abbildung S5).
Dieser Vorgang kann in den f�r MTly-eGFP-Zellen und
HEK-293-Zellen aufgenommenen Videos deutlich beobach-
tet werden (siehe die Hintergrundinformationen, Videos S1–
3). Diese Videos best�tigen des Weiteren, dass trotz ihres
Abstands von nur 60 mm praktisch keine Zellmigration zwi-
schen benachbarten Mikrofeldern mçglich ist.

Superhydrophobie wird durch eine Kombination aus
mikro- und nanoskaliger Rauheit mit der intrinsischen Hy-
drophobie eines Materials erreicht. Eine raue, superhydro-
phobe Oberfl�che weist normalerweise kleine Unebenheiten
auf. Wasser kann entweder in diese eindringen (Wenzel-
Regime) oder aufgrund seiner Oberfl�chenspannung auf
ihnen aufliegen (Cassie-Baxter-Regime).[18, 19] Wir nahmen
an, dass die �berraschende Zellresistenz der superhydro-
phoben Barrieren durch die im Cassie-Baxter-Regime in der
porçsen Oberfl�che eingeschlossene Luft hervorgerufen
wird. Um diese Hypothese zu pr�fen, wurde das Verhalten
von Zellen auf einer in das Wenzel-Regime �berf�hrten
Oberfl�che untersucht. Der Unterschied zwischen der Be-
siedlung der Mikrofelder und den nassen Barrieren wurde
daraufhin f�r MTly-mCherry-Zellen signifikant geringer

Abbildung 3. Lichtmikroskopische Aufnahmen des Arrays. A) Ecke
eines Arrays aus 50400 superhydrophilen Mikrofeldern auf einer Glas-
platte (11 � 7 cm2). B) Wassertropfen in einem superhydrophilen Mikro-
feld. Der Tropfen kann sich wegen der superhydrophoben Barrieren
nicht in die benachbarten Felder ausbreiten. C) Fluoreszenzmikrosko-
pische Aufnahmen eines mit Rhodamin 6G gedruckten Arrays. D) Ein
Array, dessen Mikrofelder abwechselnd mit w�ssrigen Lçsungen aus
Neutralrot und Methylenblau gef�llt wurden.

Abbildung 4. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von vier ver-
schiedenen Zelltypen nach 48 h Wachstum auf dem Array: A) MTly-
eGFP-Zellen. B) MTly-mCherry-Zellen. C) Mit DAPI gef�rbte HEK-
Zellen. D) eGFP exprimierende Hepa-Zellen. Mit verschiedenen Plas-
miden transfizierte HEK-Zellen innerhalb eines superhydrophoben
Felds: E) mCherry-Plasmid. F) eGFP-Plasmid.
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(Abbildung S6B). Im Fall von HEK-293-Zellen auf dem
Array im Wenzel-Regime konnte sogar keinerlei Pr�ferenz
f�r einen Oberfl�chentyp mehr beobachtet werden, und die
Zellen konnten frei migrieren und proliferieren (Abbil-
dung S6C).

Um die Anwendbarkeit des hergestellten Arrays f�r re-
verse Transfektionsexperimente zu demonstrieren, wurden
einige Mikrofelder mit zwei verschiedenen plasmidbasierten
Transfektionsmischungen beladen.[13] Nach dem Trocknen
wurden HEK-293-Zellen auf dem Array ausges�t und f�r 48 h
inkubiert. Die Abbildungen 4E und F zeigen die resultie-
rende Exprimierung von mCherry und GFP in den HEK-293-
Zellen.

Es konnte eine einfache und schnelle Methode zur Her-
stellung von hochdichten Zellmikroarrays entwickelt werden,
die auf der photochemischen Erzeugung superhydrophob-
superhydrophiler Mikrostrukturen in einer porçsen Poly-
merbeschichtung beruht. Wir erwarten, dass diese Technolo-
gie die Herstellung von „Genome-on-a-Chip“-Zellmikro-
arrays ermçglichen wird, die den Aufwand f�r genomweite
Screenings signifikant reduzieren und somit ihre Anwend-
barkeit deutlich verbessern werden. Schließlich ist die hier
vorgestellte Methode zur Erzeugung r�umlich kontrolliert
wachsender, isolierter Zellcluster auch auf die Herstellung
von hochdichten Zellarrays zur Untersuchung anderer Klas-
sen biologisch aktiver Verbindungen �bertragbar. Arbeiten
zur Herstellung von Zellmikroarrays f�r das Screening von
Proteinen und Wirkstoffkandidaten sind derzeit in unserem
Labor im Gange.
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