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Analysen stark beeinfl ussen. Mikrostruktu-
rierungsverfahren, welche die Zelllokalisa-
tion, die Einzelzell- oder Zellpopulationsform 
sowie die Freiheitsgrade der Zellbewegung 
auf Zellkultursubstraten vorgeben, ermögli-
chen eine sehr effi ziente 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 Zelladhäsi-
onsliganden ortsaufgelöst zu präsentieren 
[3]. Durch die meist nur physisorbierte Pas-
sivierung ist die Strukturierung jedoch nicht 
für die Kultivierung über mehrere Wochen 
geeignet und Zellen neigen teilweise dazu, 
die vorgegebenen Adhäsionsfl ächen mit der 
Zeit zu verlassen.

Das von ibidi entwickelte μ-PatternibiTreat 
verwendet die Bioinert-Technologie als zell- 
und proteinabweisenden Untergrund. Dabei 
ist eine dünne Schicht Hydrogel kovalent an 
das Substrat gebunden, was die Langzeitsta-
bilität des Systems garantiert. Die Adhä-
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ó Time-Lapse-Mikroskopie-Analysen sind 
ein zentraler Bestandteil moderner biologi-
scher und medizinischer Forschungsarbei-
ten, denn sie bieten die Möglichkeit, Zell- 
und Zellpopulationsverhalten detailliert über 
eine breite Zeitspanne zu beobachten. Durch 

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

Die experimentellen Rahmenbedingungen 
können hierbei die Effi zienz und Qualität der 

Mikrostrukturierung

Selektive und ortsaufgelöste 
Zellanbindung mit μ-PatternibiTreat

˚ Abb. 1: Aufbau und Geometrien des μ-PatternibiTreat. A, schematischer Aufbau: I: Mikrostrukturierte Oberfl äche; II: Beschichtung; III: Zelladhäsion. 
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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mischen beschichtet werden. Dies ermög-
licht eine spezifi sche Zellanbindung ohne 
unspezifische Hintergrundadhäsion über 
mehrere Wochen. Zellen sind zudem auch in 
der Lage, ohne Proteinbeschichtung an der 
ibiTreat-Oberfl äche zu binden (Abb. 2A). Die 
mikrostrukturierten Oberfl ächen haben kei-
ne signifi kant höhere Autofl uoreszenz als 
das Substrat, wodurch auch hochaufl ösende 
Fluoreszenzaufnahmen möglich sind. 2-Pho-
tonen-Aufnahmen zeigen deutlich, dass Zel-
len unter Langzeitkultivierung 3D-Struktu-
ren ausbilden, dabei die Adhäsionspunkte 
der mikrostrukturierten Oberfl ächen jedoch 
nicht verlassen (Abb. 2B). Werden Leber-
Vorläuferzellen auf den Strukturen ausgesät 
und mit Kollagen überschichtet, bildet sich 
nach 24 Stunden ein Leber-Organoid, inklu-
sive Lumen (Abb. 2C). Mit dieser Eigenschaft 
zur 3D-Zellkultivierung sowie Sphäroid- und 
Organoid-Bildung ist das μ-PatternibiTreat eine 
zukunftsträchtige Methode für die biologi-
sche Forschung.

Selektive Zellbindung und 
Zytotoxizitätsanalyse
Die mikrostrukturierten Oberfl ächen können 
auch mit Antikörpern beschichtet werden. 
Die Verwendung eines CD19-Antikörpers 
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 nächsten Schritt auch die 
Analyse dieser Zellen auf den Strukturen 
erfolgen, z. B. für die Immunanalytik.

Bei Immunzell-vermittelten Zytotoxizitäts-
analysen erleichtert die Verwendung von 
mikrostrukturierten Oberfl ächen die Aus-
wertung. Die T-Zell-Zytotoxizität gegenüber 
verschiedenen Nierenkarzinom-Zelllinien 
kann z. B. mithilfe der Konfl uenz der Struk-
turen bewertet werden. Die Abnahme der 
Konfl uenz auf dem Pattern ist ein Maß für die 
Zytotoxizität der T-Zellen. Im durchgeführten 
Experiment werden RCC26-Zellen sehr viel 
schneller als die RCC53-Zellen durch die glei-
chen T-Zellen getötet (Abb. 3B). Durch die 
Mikrostrukturen und das Auswerten der 
Konfl uenz der Spots ist eine einfache Analy-
se des Zellverhaltens möglich.

Fazit
Das μ-PatternibiTreat bietet eine langzeitstabi-
le, mikrostrukturierte Oberfl äche, welche 
durch variable Formen und Beschichtungs-
möglichkeiten der Adhäsionsspots vielfältige 
Anwendungsgebiete bietet. Die Wiederho-

abgegrenzt und verlassen auch während 
eines Migrationsprozesses die strukturierten 
Bereiche nicht (Abb. 1D).

Langzeitkultivierung und 3D 
Anwendung
Die Strukturen können mit einer Vielzahl 
von verschiedenen Proteinen oder Proteinge-

sionsspots haben eine ibiTreat-Oberfl äche, 
welche die Adhäsion von Zellen fördert und 
das Beschichten mit Proteinen erlaubt 
(Abb. 1A). Die Form und Größe der freiliegen-
den ibiTreat-Oberfl äche sind vielfältig. Dabei 
können Einzelzellen (Abb. 1B) und Zellgrup-
pen (Abb. 1C) gebunden werden. Die Zellen 
sind klar von der passivierten Umgebung 

¯ Abb. 2: Langzeit-
kultivierung auf 
Adhäsionspots mit 
unterschiedlicher 
Beschichtung. A, 
MCF-7 auf ibiTreat; 
L929 auf Laminin; 
NIH-3T3 auf Matrigel; 
Kultivierung über 3 
Wochen. B, 2-Photo-
nen-Aufnahmen der 
Langzeitkultivierung 
von L929 auf Lami-
nin. C, Leber-Vor-
läuferzellen auf Kolla-
gen I; mit Kollagen I 
Gel überschichtet; 
Leber-Organoid Bil-
dung mit Lumen 24 h 
nach Überschich-
tung.
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lung der Strukturen in einer Array-Anord-
nung erlaubt die Erhebung großer Datenmen-
gen aus einem einzigen Experiment zur 
Beschreibung des Zellverhaltens.
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˚ Abb. 3: Assays auf μ-PatternibiTreat. A, selektive Anbindung von CD19+-Suspensionszellen (Nalm-6, grün) aus einer Mischung mit Jurkat-Zellen 
(unmarkiert, CD19-) auf CD19-beschichteten Strukturen, Waschen nach 2 h. B, Beispielbilder des Zytotoxizitäts-Assays zu verschiedenen Zeitpunkten. 
Bei T-Zell-Zugabe (TCR53/CD8; t=0) ist das Kollagen-I-Pattern konfl uent mit Nierenkarzinom-Zellen bewachsen, Konfl uenz nimmt über Zeit ab. C, quan-
titative Auswertung des Zytotoxizitäts-Assays; Konfl uenz des Patterns als Maß für die Zytotoxizität über die Zeit aufgetragen (n=9); RCC26 (magenta) 
werden schneller abgetötet.
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