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Zusammenfassung

In der zellularen Biotechnologie besteht eine grolRe Nachfrage nach Methoden fur
eine moglichst schonende Handhabung von Zellen. Ein wichtiger Ansatz hierfur ist
die kontrollierte und schonende Abldsung adharenter Zellen von Oberflachen, um
zellulare Veranderungen zu vermeiden.

Die vorliegende Arbeit erweitert bisherige Ansatze thermoresponsiver
Polymeroberflachen hinsichtlich der Erzeugung und Anwendung mit besonderem
Blick auf die Einzelzellabldsung. Im Fokus dieser Arbeit stand, die Erzeugung
thermoresponsiver Polymeroberflachen zu erleichtern und eine exakte Kontrolle Uber
Zellen mit unterschiedlichem Adhasionsverhalten durch einstellbare
Oberflacheneigenschaften zu ermdglichen. Das thermoresponsive Copolymer
Poly(N-isopropylacrylamid)-poly(ethylenglykol) ~ PNIPAAmM-PEG(15%)-SH  (P15)
wurde an Goldoberflachen (P15-Au) gebunden, um eine Kontrolle Uber die
Zelladhasion zu gewabhrleisten. Die Kontaktwinkeldaten von P15-Au lassen eine
Anderung der Oberflachenbenetzbarkeit erkennen, welche dem Ubergang von einem
hydratisierten (bei 20 °C) zu einem dehydratisierten Polymerzustand (bei 45 °C)
entspricht. L929 Fibroblasten konnten gut auf P15-Au bei 37 °C kultiviert werden und
rundeten sich bei Temperaturanderung auf 25 °C innerhalb von 30 Minuten von der
Oberflache ab. Durch die Integration von P15-Au in ein mikrofluidisches System
konnte die fur eine komplette Zellablésung notwendige Kraft kontrolliert werden. Auf
P15-Au wurde Fibronektin strukturiert aufgebracht, um ein Substrat mit einem
zellattraktiven und einem schaltbaren Bereich herzustellen. Dadurch konnten die
Zellen, die auf die zellattraktiven Fibronektinbereiche migrierten, von den Zellen
getrennt werden, die auf den schaltbaren Polymerbereich verweilten.

Fur die Optimierung der Schaltkinetik und der Schalteffizienz von schaltbaren
Polymeroberflachen wurde ein neues Copolymer mit einem intramolekularen PEG-
Gehalt von 19%wt an Goldoberflachen gebunden (P19-Au). Bei 25 °C war die
Ablésung adharenter Fibroblasten bei gleich bleibendem Zellabrundungsanteil
doppelt so schnell wie auf P15-Au. Da stark adharente Zellen (z.B. Osteoblasten) auf
P19-Au bei Temperaturwechsel (37 °C — 25 °C) sich nicht abrundeten bzw.
ablésten, wurde P19-Au mit dem zellrepellierendem Polymer CH3;O-PEG-SH (PG)
modifiziert (P19/PG-Au). Die Daten der Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)
bestatigten die erwartete Oberflachenzusammensetzung von P19-Au und der
modifizierten P19/PG-Au. Der Vergleich der Kontaktwinkeldaten beider
Polymeroberflachen zeigte, dass die Schaltbarkeit von P19/PG-Au durch die
Modifikation mit PG nicht verandert wurde. Ca. 74 % der stark adharenten MG63
Zellen lésten sich nach Temperaturanderung innerhalb von 30 Minuten von der
Oberflache. Um die Kultivierungsdauer flr schwach adharente Zellen auf P19-Au zu
verklrzen, wurde P19-Au mit dem Fibroblasten-attraktiven Peptidmotiv CGGRGDS
(RGD)  modifiziert (P19/RGD-Au). Bei  Temperaturanderung war der
Abrundungsanteil adharenter Zellen auf dieser Oberflache vergleichbar mit dem
Zellabrundungsanteil auf P19-Au.

12



1. Einfuahrung

In der zellularen Biotechnologie ist es von groRer Relevanz, neue Methoden zu
entwickeln, die eine Nachbildung der in vivo Umgebung von Zellen ermdglichen.
Damit kann das teilweise heterogene Verhalten von Zellen besser kontrolliert und
analysiert werden. Ein nach wie vor kritischer Punkt ist das Ernten von adharenten
Zellen auf Oberflachen, welcher einen gro3en Einfluss auf das morphologische
Erscheinungsbild von Zellen haben kann. Dies kann weit reichende Auswirkungen
auf die Zellvitalitat, Zellproliferation sowie auf zellulare Differenzierungsprozesse
haben.

Bis heute existiert eine Reihe von Methoden, um adharente Zellen von Oberflachen
zu lésen und zu ernten. Das wohl am meisten eingesetzte Verfahren in der
Zellbiologie ist die enzymatische Behandlung von adharenten Zellen. Dabei werden
Zellen mit einem Enzym (Trypsin) in Kombination mit einem Komplexbildner
(Ethylendiamintetracetat: EDTA) fUr eine definierte Zeit inkubiert und anschlief3end
geerntet. Uber den Komplexbildner werden der Zelle fiir die Adhésion nétige Ca**-/
Mg®* -lonen entzogen. Das Enzym zerstdrt sowohl die Verbindung zwischen
Membranprotein und der zellularen Umgebung (extrazellulare Matrix: EZM) als auch
die Zell-Zell-Verbindung. In der anschlielenden Kultivierung missen Zellen erst
wieder ihre ursprunglichen Oberflachenproteine aufbauen, um ihre volle Aktivitat
entwickeln zu konnen, was die Signifikanz von Experimenten beeinflussen kann.
Besonders im ,Tissue Engineering“, wo Gewebe aufgebaut werden soll, kann eine
solche Methode von groem Nachteil sein.

Die vollstandige Entfernung adharenter Einzelzellen aus mikrofluidischen Kanalen
stellt ein weiteres Problem in der Zellbiologie dar, da Zellen bisher nur mittels
enzymatischer Komponenten oder mit hohen Stromungskraften aus den Kanalen
entfernt werden kdonnen. Dadurch werden Zellen geschadigt und fur nachfolgende
Experimente in ihrer Funktion beeintrachtigt.

Eine zweite Methode neben der enzymatischen Behandlung ist das Ablosen der
Zellen mittels mechanischer Krafte. Dabei werden die adharenten Zellen mittels
eines so genannten ,Zellschabers® von der Oberflache gekratzt und anschliel3end

geerntet.

13



EINFUHRUNG

Canavan et al., 2005 verglich den Einfluss unterschiedlicher Zellabldsungsmethoden
auf Zellmorphologie und EZM. Hierbei zeigte sich, dass Zellen und EZM durch die
enzymatische und mechanische Zellablosung enorm beschadigt werden, was eine
ungunstige Voraussetzung fiur nachfolgende Kultivierungen ist. Als eine
zellschonende Abldosungsmethode stellte sich in dieser Studie die Verwendung von
thermoresponsiven Polymeroberflachen als Zellkultursubstrat dar. Diese Oberflachen
wechseln Uber eine Temperaturanderung ihre Konformation und kénnen dadurch
zwischen einem zellattraktiven und einem zellrepellierenden Zustand schalten. Die
Zellen konnen schonend von der Oberflache entfernt werden, ohne jegliche
enzymatische oder mechanische Behandlung. Daruber hinaus kann mit dieser
Methode die unter der Zellschicht liegende EZM komplett vom Substrat gelost
werden, wodurch sich die physiologische Umgebung der Zellen kaum verandert. In
einer anschlielenden Kultivierung wurden die abgetrennten Zellen und ihre EZM
weiterkultiviert, wobei eine Schadigung der Zellmorphologie, der
Zelloberflachenproteine sowie der EZM nicht beobachtet werden konnte.

Die Anwendung von temperaturschaltbaren Oberflachen zur Ablésung von
Zellschichten wurde von Takezawa et al., 1990 erstmals berichtet. Seitdem zeigen
temperaturschaltbare Oberflachen ihr Potential besonders in der Anwendung fur die
regenerative Medizin. Beispiele hierfur sind die Arbeiten von der Gruppe um Dr. T.
Okano, die Zellschichten auf temperaturschaltbaren Oberflachen generierten und in
einen Organismus transferierten. Unter Temperaturanderung konnte die Zellschicht
komplett erhalten von der Oberflache abgeldst werden und in ein funktionell inaktives
Gewebe erfolgreich transplantiert werden konnten. Dadurch konnte die
Funktionsfahigkeit des inaktiven Gewebes wiederhergestellt werden, ohne dabei
Entzindungsreaktionen auszuldsen (Hirose et al., 2000; Akiyama et al., 2004; Ide et
al., 2006).

Neben diesen  Polymeroberflaichen  wurden  Copolymeroberflachen  als
Zellkultursubstrat etabliert. Diese Copolymersysteme unterscheiden sich in ihrem
Polymeraufbau von reinen Polymeroberflachen. Sie setzen sich aus einem
Grundpolymer sowie daran gekoppelte Einheiten eines zweiten Polymers
zusammen. Durch die Kopplung zweier Polymere kdnnen die Schalteigenschaften
hinsichtlich der Ablésung adharenter Zellen optimiert werden. Schmaljohann et al.,

2003 konnte durch den Einsatz solcher thermoresponsiver Copolymeroberflachen als

14



EINFUHRUNG

Zellkultursubstrat die Ablésungsrate adharenter Fibroblasten nach

Temperaturreduktion deutlich erhéhen.

Nachteilig an den vorgestellten thermoresponsiven Zellkultursubstraten ist die
zeitintensive und kostenaufwendige Erzeugung solcher Oberflachen. Zu dem sind
die Oberflacheneigenschaften mit den bisher verwendeten Praparationsmethoden
auf molekularer Ebene schwer kontrollierbar. Da Zellen unterschiedliche
Adhasionseigenschaften besitzen, sind diese bisherigen thermoresponsiven
Systeme fur eine individuelle Kontrolle von Zellen eher unzureichend. Ein mdglicher
Ansatz ware ein einfaches und flexibles ,Baukastenprinzip®, in welchem die
erforderlichen Oberflacheneigenschaften mit Hilfe unterschiedlicher Molekile
zelltypspezifisch eingestellt werden koénnen. Diese individuell entwickelten,
thermoresponsiven Oberflachen kdnnen dann beispielsweise flr die Untersuchung
und Manipulation von Einzelzellen angewendet werden, die eine prazisere
Information Uber die Zellheterogenitat innerhalb einer Zellpopulation geben als ein
Zellverband (Svahn und van den Berg, 2007).

Das Ziel und die Motivation der vorliegenden Arbeit liegen darin, die Erzeugung
thermoresponsiver Oberflachen zu erleichtern und mittels kontrollierbarer
Oberflacheneigenschaften eine schonende Handhabung von Zellen mit
unterschiedlichen Adhasionseigenschaften zu erreichen. Dabei steht die
Einzelzellablésung im Vordergrund dieser Arbeit, um die Handhabung von Zellen fur
die Einzelzellanalytik zu vereinfachen. Uber die Integration schaltbarer Oberflachen
in mikrofluidische Kanale soll eine schonende und kontrollierte Entfernung von Zellen
aus Mikrokanalen umgesetzt werden. Basierend auf diesen Zielsetzungen sollen
eine Reihe von Fragen beantwortet werden:

* Eignet sich die ausgewahlte Oberflachenfunktionalisierungsmethode als eine
einfache und effiziente Methode fur die funktionelle Anbindung
thermoresponsiver Polymere?

* Sind die ausgewahlten, thermoresponsiven Polymere zellvertraglich und
funktionell, um eine schonende Kontrolle der Einzelzelladhasion zu
ermoglichen?

* Eignen sich diese Polymeroberflachen fur die Integration in ein

mikrofluidisches System, um darin Einzelzelladhasion zu kontrollieren?
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* Sind die thermoresponsiven Polymeroberflachen fur eine effiziente Nutzung
mehrmals einsetzbar?

e Uber welchen Zeitraum und unter welchen Bedingungen kdnnen
thermoresponsive Polymeroberflachen gelagert werden, ohne dabei ihre
Schaltbarkeit zu verandern?

* Kodnnen aus einem  ,Sortiment von Molekulen® individuelle,
temperaturschaltbare Polymeroberflachen entwickelt werden, durch die eine
Kontrolle Uber das Adhasionsverhalten unterschiedlicher Zelltypen ermdglicht
wird?

e Kann durch die Mikrostrukturierung von schaltbaren Polymeroberflachen das

Zellverhalten zweidimensional kontrolliert werden?
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2. Grundlagen

In den heutigen Materialwissenschaften, der Biotechnologie sowie in der Medizin
sind Polymere bzw. Hydrogele von Relevanz, die ihre Eigenschaften uber
physikalische oder chemische Stimuli andern kénnen. Sie finden u.a. Anwendung als
Drug-Delivery-Systeme, Biosensoren, Molekulseparationssysteme oder als
implantierbare Materialien (Kopecek, 2007). Ferner werden Hydrogele nach
stimuliresponsiven oder nichtresponsiven Gelen eingeteilt (Nayak und Lyon, 2005).
Nichtresponsive Gele sind Materialien, die durch Adsorption von Wasser quellen.
Stimuliresponsive Gele werden als ,schaltbare Polymere® oder auch als ,intelligente
Polymere® bezeichnet, da sie mit einem unterschiedlichen Quellverhalten auf diverse
Stimuli wie beispielsweise pH-Wert (Lee und Shieh, 1999), lonenstarke (Duracher et
al., 1998), elektrische Felder (Tanaka et al., 1982), Biomolekulle (Miyata et al., 2002),
Licht (Suzuki und Tanaka, 1990) oder Temperatur (Li und Tanaka, 1990) reagieren
konnen. Die Reaktivitat des jeweiligen Polymers hangt von der Herstellungsart und
der Modifikation ab, die nach der Polymerisation vorgenommen werden (Nayak und
Lyon, 2005). Da der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit auf thermoresponsiven
Polymeren liegt, wird im Nachfolgenden auf deren Funktionsprinzip und

Anbindungsmaoglichkeiten naher eingegangen.

2.1 Thermoresponsive Polymere und ihre Anwendungen

2.1.1 Funktionsprinzip von thermoresponsiven Polymeren
Thermoresponsive Polymere stellen flir pharmazeutische sowie biomedizinische
Anwendungen ein attraktives System dar, da einige Vertreter dieser Polymere
Phasenubergangstemperaturen von 30 — 34 °C aufweisen, was nahe dem Bereich
der menschlichen Korpertemperatur ist (Schmaljohann, 2006).

Sinnvolle Anwendungen finden thermoresponsive Polymere beispielsweise in der
Kontrolle der Oberflachenbenetzbarkeit fur die kontrollierte Proteinadsorption in
mikrofluidischen Kanalen (Huber et al., 2003) sowie in der Kontrolle der Zelladhasion
an Oberflachen (Yamada et al., 1990). Basierend hierauf wurden schaltbare
Polymere fur die Anwendung in der Zellkultur sowie im Tissue Engineering naher
untersucht (Bae et al, 1990, Yoshida et al., 1993, Okano et al., 1990).
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Eukaryotische Zellen konnten auf diesen Substraten adharieren, ausbreiten und eine
Zellschicht bilden. Nach Temperaturveranderung l6sten sich diese schonend von der
Oberflache ab, ohne dabei eine Schadigung zu erfahren. Canavan et al., 2005
konnte im Rahmen einer gro3en Studie Uber Methoden zur Zellablésung adharenter
Zellen zeigen, dass durch die Trypsinbehandlung die Zellvitalitat, die extrazellulare
Matrix  sowie die  Zell-Zell-Verbindung  durch  die  Zerstdrung von
Zelloberflachenproteinen beeinflusst werden. Als Folge kénnen zudem intrazellulare
Signaltransduktionswege funktionell beeintrachtigt sein.

Eine der bekanntesten Vertreter der thermoresponsiven Polymere ist das
wasserldsliche, nicht-ionische Polymere Poly (N-isopropylacrylamide) (PNIPAAm).
Dieses gehort zur Gruppe der N-Alkylacrylamide und wurde auf seine
thermoresponsiven Eigenschaften untersucht (Heskin und Guillet, 1968). Aufgrund
von Temperaturanderungen zeigt dieses Polymer thermisch reversible
Phasenubergange entlang der Loéslichkeitsgrenze, welche als LCST (lower critical
solution temperature = untere kritische Loslichkeitstemperatur) bezeichnet wird. Die
LCST ist fur jedes Polymer charakteristisch und liegt im Falle von reinem PNIPAAmM
bei ~32 °C.

Der Aufbau des PNIPAAmM-Molekils, welches in der vorliegenden Arbeit verwendet
wurde, ist in Abbildung 2.1 dargestellt. An das PNIPAAm-Molekul (n) wurde in der
Synthese ein jeweilig definierter Anteil PEGMA (m) gekoppelt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden insgesamt zwei Copolymere mit unterschiedlichen PEG-Anteilen

synthetisiert. Der detaillierte Syntheseweg ist in Ernst et al., 2007 beschrieben.
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Abbildung 2.1: Struktur des thermoresponsiven Copolymers PNIPAAmM-PEG. n definiert den
PNIPAAmM-Anteil, m definiert den PEGMA-Anteil. Es wurden in dieser Arbeit zwei Copolymere
basierend auf dem dargestellten Copolymer synthesiert. Im Falle von PNIPAAM-PEG(15%) betragt
die molare Zusammensetzung ein Verhaltnis von 95:5 (n:m), bei PNIPAAM-PEG(19%) 93:7 (n:m).
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Als Vorlage fur die dargestellte Copolymerstruktur dienten die Copolymere aus der
Arbeit von Schmaljohann et al., 2003. Darin wurden an PTFE-Oberflachen
thermoresponsive PNIPAAmM-PEG-Copolymere polymerisiert, die eine LCST nahe
der Zellkultivierungstemperatur bei 37°C aufweisen und durch den PEG-Anteil einen
starkeren Zellablosungseffekt bei Temperaturdnderung erzielen koénnen. Das
Copolymer PNIPAAM-PEG mit einem PEG-Gehalt von 15 wt. % zeigte eine LCST im
Bereich von 35 — 36 °C. Durch Erhéhung des intramolekularen PEG-Gehalts auf 19
wt. % ergab sich eine LCST fur das Copolymer von 36 — 37 °C, wodurch die
Zellablésung im Vergleich zu PNIPAAmM-PEG(15%) beschleunigt und erhdéht werden
konnte. Dieser Effekt wurde auf die bekannten protein —und zellrepellierenden
Eigenschaften von PEG sowie auf die Erhéhung des intramolekularen PEG-Gehalts
zuruckgefuhrt (Harris, 1992).

Basierend hierauf wird in Abbildung 2.2 das Funktionsprinzip eines solchen
Copolymers in Losung sowie immobilisiert an einer Oberflache naher erlautert (Takei
et al., 1994).
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Abbildung 2.2: Strukturverhalten von PNIPAAmM-PEG in LOésung sowie immobilisiert an
Oberflichen mit Zellverhalten bei unterschiedlichen Temperaturen. (A) Mit steigender
Temperatur reduziert sich der Hydratisierungsgrad des Polymers in Lésung. Als Folge reduziert sich
das Molekilvolumen, die Aggregation der Molekile nimmt zu. (B) Bei hoher Temperatur (37 °C) zeigt
das Polymer einen kollabierten, dehydratisierten Zustand an der Oberflache. Es ist mehr PNIPAAmM
als PEG an der Oberflache exponiert, wodurch die Zellen an die Oberflache adharieren und sich
ausbreiten kdnnen. Bei Temperaturreduktion (25 °C) wird das Copolymer hydratisiert, wodurch mehr
PEG als PNIPAAm an der Oberflache exponiert wird. Als Folge runden sich die Zellen von der

Oberflache ab und kbnnen entfernt werden.
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Oberhalb der charakteristischen LCST kommt es zu einem dehydratisierten,
kollabierten Zustand des Copolymers (Abbildung 2.2 A). Dies ist auf die Zerstérung
der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Isopropylamidgruppen des
Polymers und den Wassermolekulen zurlckzufuhren, wodurch im Polymer die intra-
und intermolekularen hydrophoben = Wechselwirkungen  zwischen  den
Isopropylamidgruppen zunehmen (Plate et al., 1999). Daruber hinaus kommt es zu
einer erhohten intramolekularen Wechselwirkung zwischen PEG und PNIPAAmM-
Einheiten. Der exponierte PEG-Anteil ist in diesem Zustand relativ gering, wodurch
Zellen an die Copolymeroberflache adharieren und sich ausbreiten koénnen
(Abbildung 2.2 B). Bei Temperaturen unterhalb der LCST I6st sich das Copolymer in
dem jeweiligen  Losungsmittel, was durch die Hydratisierung der
Isopropylamidgruppen im Copolymer induziert wird. Das Copolymer befindet sich in
einen hydratisierten, gequollen Zustand, in welchem ein groRerer PEG-Anteil
aufgrund der Hydratisierung an der Oberflache exponiert wird (Abbildung 2.2 A).
Sowohl durch den Quellungseffekt von PNIPAAmM als auch durch den hohen
exponierten, zellrepellierenden PEG-Anteil werden adharente Zellen von der
Polymeroberflache abgeldst (Abbildung 2.2 B) (Kwon et al., 2000).

21.2 Oberflachenfunktionalisierungsmaoglichkeiten

In bisherigen Studien wurden unterschiedliche thermoresponsive Polymere auf ihre
Anwendbarkeit fur die Kontrolle der Zell-Substrat-Adhasion untersucht. Hierbei
wurden unterschiedliche Funktionalisierungsmaoglichkeiten von Oberflachen mit
thermoresponsiven Polymeren beschrieben (da Silva et al., 2007).

Im Zusammenhang mit PNIPAAmM-Oberflachen ist die Elektronenstrahlpolymerisation
die am haufigsten beschriebene Methode, in welcher an kommerziell erhaltlichen
Polystyrensubstraten Uber einen Elektronenstrahlverdampfer thermoresponsives
PNIPAAmM polymerisiert und kovalent gebunden werden konnte (Yamada et al.,
1990; Akiyama et al., 2004; Kwon et al., 2000). Hieruber konnten zur Zellabldsung
funktionelle Polymerschichtdicken bis 20 nm erzeugt werden (Yamato et al., 2001).
Schichtdicken oberhalb dieses Bereichs erwiesen sich als zellunvertraglich
hinsichtlich der Zelladhasion.

Eine zweite Moglichkeit, thermoresponsive Zellkultursubstrate zu erzeugen, ist die
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UV-Bestrahlung von Oberflachen. Hierfur werden unter UV-Bestrahlung Polymere
wie bspw. PNIPAAmM mit photoreaktiven Gruppen an der Oberflache polymerisiert
und gebunden. Dieses Verfahren wurde mit photolithographischen Masken
kombiniert, um mikrostrukturierte Oberflachen mit thermoresponsiven Bereichen zu
entwickeln (lto et al., 1997; Chen et al., 1998). Adharente Fibroblasten konnten nach
Temperaturanderung von den thermoresponsiven Bereichen abgeldst werden.

Die dritte Mdglichkeit fur die Erzeugung thermoresponsiver Zellkultursubstrate zeigte
die Gruppe um Schmaljohann (Schmaljohann et al., 2003). Sie polymerisierten
thermoresponsive PEG (Polyethylenglycol)-basierende Copolymere von PNIPAAmM
und Poly (N-diethylacrylamid) PDEAAm und immobilisierten es auf PTFE
(Polytetrafluoretylen) -Substraten mittels eines Niederdruckargonplasmas. Diese

Methode ist limitiert durch die erzeugten Schichtdicken im Bereich von 10-20 nm.

2.2 Funktionalisierung und Charakterisierung von
Goldoberflachen

Die in Kapitel 2.1.2 vorgestellten Funktionalisierungsmethoden haben alle die
Nachteile, dass die Verfahren einen hohen Gerateaufwand, teuer und teilweise
schlecht kontrollierbare Parameter im Bezug auf die Oberflacheneigenschaften
aufweisen.

Deshalb soll in dieser Arbeit eine leicht handhabbare Funktionalisierungsmethode
eingesetzt werden, die eine flexiblere Kontrolle Uber die Oberflacheneigenschaften
erlaubt. Als geeignete Methode flr diese Anforderung hat sich die Thiol-Goldchemie
herausgestellt, die im Bezug auf PNIPAAmM-Oberflachen erstmalig von Cho et al.,
2004 im Rahmen von Proteinadsorptionsstudien vorgestellt wurde. In der
vorliegenden Arbeit sollen Thiol-terminierte Copolymere an Goldoberflachen kovalent

gebunden werden und als thermoresponsive Zellkultursubstrate getestet werden.

2.2.1 Selbstorganisierende Monolagen (SAM) an Goldoberflachen

Die Funktionalisierung von Goldoberflachen mit Thiolmolekulen findet in der heutigen
in der Biochemie und Biotechnologie breite Anwendung (Ostuni et al., 1999).
DarlUber hinaus wird diese Methode fur die pharmakologische Dosierung, die

Entwicklung von Biosensoren und speziell benetzbaren Oberflachen sowie in der
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Entwicklung von Nanosystemen fur die Elektronik eingesetzt (Vericat et al., 2005).
Es konnte gezeigt werden, dass die Oberflacheneigenschaften auf molekularer
Ebene durch Variation der molekularen Packungsdichte sowie der funktionellen
Gruppen entsprechend angepasst werden kénnen (Delamarche et al., 1996). Damit
konnte dann beispielsweise die Proteinadsorption an Oberflachen (Prime und
Whitesides, 1993) bzw. Zelladhasion an Oberflachen (Mrksich, 2000) kontrolliert
werden.

Aufgrund der selbstablaufenden, spontanen Adsorption der Thiole zu einer
Einzelmolekulschicht auf Goldoberflachen werden solche Oberflachen als
selbstorganisierende Monoschichten (SAM: Self-Assembling Monolayer) bezeichnet.
SAM sind ultradinne, organische Schichten, deren Dicke einer Molekullage
entspricht. Ein Thiol-Molekll besteht in der Regel aus drei Bereichen (Abbildung 2.3
A), welche ausschlaggebend fur die physikalischen und chemischen Eigenschaften
von Oberflachen sind. Die terminale Thiolgruppe wird fur die kovalente Anbindung
von Thiolen an Goldoberflachen bendtigt. Diese ist eine wichtige Voraussetzung fur
die thermische Stabilitdt von SAMs. Die Methylgruppen kdnnen in ihrer Lange
variieren und stabilisieren die aneinander gereihten Thiole Uber van der Waalsche
Wechselwirkung. Die funktionelle Kopfgruppe verleint der Goldoberflache die
physikalischen und chemischen Eigenschaften, wodurch bspw. die Benetzbarkeit
gesteuert werden kann. Ist die Kopfgruppe z.B. eine OH-Gruppe, so wird eine
Oberflache mit hydrophilen Eigenschaften erzeugt. Wird hingegen als Kopfgruppe
eine CHs—Gruppe eingesetzt, so wird die Hydrophobizitat der Oberflache erhoht.

Die Bildung einer Monolage basiert zum einen auf der Physisorption der Thiole, zum
anderen auf der Chemisorption von Thiol-Molekilen auf Goldoberflachen unter
Abspaltung des Wasserstoffsatom aus der terminalen Thiolgruppe (Kang und
Rowntree, 2007):

HS(CH2) X+ Au —» Au-S (CH2) X+ 2 H>
Die Adsorptionskinetik hangt von unterschiedlichen Faktoren ab, wie z.B. Thiollange,
Temperatur, Konzentration und Lésungsmittel. Porier und Pylant, 1996 zeigten in

Ilhren Studien einen zweistufigen Adsorptionsmechanismus der

selbstorganisierenden Alkanthiole auf Goldoberflachen (Abbildung 2.3 B).

22



GRUNDLAGEN

X X
Funktionelle
Kopfgruppe AAAK X
Au
~ + Phase 1
/ N\
AAAAK AAAAK XA XA
= A
u
Methyi- I N\
Spacergruppe ~ | .
/ p XXXXXXXX o Phase 2
N\
| X AL X
1 Au
/ N\
v
~
\ XXX XX XX XX XX X XX XX XX
Terminale
SH

Thiolgruppe

Abbildung 2.3: Aufbau und Organisation von SAM auf Goldoberflachen. (A) Schematischer
Aufbau eines Alkanthiols. (B) Mechanismus der Selbstorganisierung von Thiolen an Goldoberflachen.
In der ersten Phase erfolgt die Thioladsorption und Oberflachenabsattigung. In der zweiten Phase
werden zur Maximierung der van der Waalschen Krafte zwischen den Methylgruppen die Thiol-Ketten
in einem Winkel von 30 ° zur Oberflaichennormalen ausgerichtet, um eine noch hdhere
Packungsdichte zu erreichen. Die Adsorptionsdauer (2 - 24 h) hangt von der jeweiligen Molekilgrofie

und Konzentration ab. (nach Porier und Pylant, 1996)

In der ersten Phase adsorbieren Thiol-Molekule an der Oberflache und bilden
aufgrund ihrer parallelen Ausrichtung zur Oberflache eine Schicht mit geringer
Dichte. Dichte und Ordnungsgrad der Schicht hangen vom Substrat, der
Alkankettenlange sowie vom Typ und der GroR3e der funktionellen Gruppen ab. Nach
Oberflachenabsattigung werden in der zweiten Phase zur Maximierung der van der
Waalschen Krafte zwischen den Methylgruppen die Thiol-Ketten in einem Winkel von
30° zur Oberflachennormalen ausgerichtet, um eine noch héhere Packungsdichte zu
erreichen. Die Wechselwirkung von Schwefelatomen untereinander wird als sehr
gering angenommen (Dubois und Nuzzo, 1992). Monoschichten auf Goldoberflachen
sind nach Praparation stabil, d.h. sie sind hydrolyseunempfindlich, sie polymerisieren
nicht, im Gegensatz zu SAM von Silanen, welche hydrolysieren und Polymere
ausbilden, die dann die Oberflache kontamieren kdnnen. Die Eigenschaften der
Thiol-Monoschicht auf Goldoberflachen werden durch drei Faktoren bestimmt (Xu
und Li, 1995):
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1. Die Adsorption von oberflachenaktiven Thiol-Gruppen auf dem Substrat
2. Die disperse Wechselwirkung zwischen den Alkyl-Ketten
3. Die Wechselwirkung zwischen den terminalen funktionellen Gruppen und

deren Umgebung.

Neben Thiol-Moleklilen kdnnen auch Moleklile mit einer Disulfidgruppe flr die
Funktionalisierung an Goldoberflachen verwendet werden, die jedoch eine
langsamere Adsorptionskinetik als Thiolmolekule aufweisen (Jung et al., 1998).
Coadsorptive SAM's bieten die Mdglichkeit, die Oberflacheneigenschaften mittels
Konzentrationsvariation der unterschiedlichen Thiol-Molekule exakt fur die jeweiligen
Anforderungen einzustellen. Dies ist von besonderer Bedeutung fur die Adsorption
von Biomolekllen, da diese mit einer hdheren Affinitdt an coadsorptive Oberflachen
binden koénnen als an adsorptive Oberflachen (Fujita et al., 2004). Fur die
Zellbiologie wird die Coadsorption eingesetzt, um Zellen in ihrer Migration und
Adhasion an Oberflachen raumlich zu kontrollieren (Veiseh et al., 2007). Als
kritischer Faktor wahrend der Coadsorption hat sich die Entmischung der Thiole
erwiesen, welche zu Oberflachendefekten flihren koénnen. Dies kann durch die
richtige Wahl des Ldsungsmittels fur beide Thiole sowie durch nicht zu grofRe
Unterschiede in der Thiolkettengrof3e verhindert werden.

Fir den Nachweis von SAM an Goldoberflachen existieren unterschiedliche
Methoden. Durch die Anwendung von AFM (atomic force microscopy) erhalt man
Information Uber die 2D-Struktur der Oberflache. Mittels Raman Spektroskopie lasst
sich auf die molekulare Anordnung sowie funktionelle Gruppen schlieRen. Die
dynamische Kontaktwinkelmessung gibt Aussage Uuber die Benetzbarkeit der
Oberflache, wodurch auf die Verteilung funktioneller Gruppen geschlossen werden
kann. Der Einsatz von Photoelektronenspektroskopie (XPS) ist eine
oberflachensensitive Methode, die erlaubt, chemische Elemente zu identifizieren und
zu quantifizieren. Damit sind Aussagen uber die Oberflachenzusammensetzung bis

zu einer Tiefe von 10 nm mdglich (Vericat et al., 2005).
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2.2.2 Kontaktwinkelmessung

Die Kontaktwinkelmessung findet als Methode zur Oberflachencharakterisierung eine
breite Anwendung, wie z.B. bei der Bestimmung der Oberflachenspannung von
Flussigkeiten an Festkorpern oder bei der Optimierung von Beschichtungsverfahren
(Lackieren, Kleben, Drucken, etc.) an Oberflachen.

Die Kontaktwinkelmessung wurde in dieser Arbeit als Charakterisierungsmethode an
funktionalisierten Goldoberflachen durchgefiuhrt. Sie bietet die Madglichkeit, eine
Information Uber die Benetzbarkeit der Oberflache zu erhalten. Daraus kann dann
auf die Verteilung funktioneller Gruppen an der Oberflache geschlossen werden.

Das Prinzip dieser Methode basiert darauf, den Kontaktwinkel zwischen einer
Flussigkeit (Wassertropfen) und einem Festkorper (Substrat) zu messen und dartber
eine Aussage uber die energetische Wechselwirkung zwischen dem Festkorper und
der Flussigkeit zu treffen. Die Spreitung des Tropfens gibt eine Information Uber die
Oberflachenbenetzbarkeit an. Aufgrund des Kontakts des Wassertropfens mit dem
Festkorper ergeben sich drei Phasen mit drei Oberflachenspannungstypen
(Abbildung 2.4). Die Oberflachenspannung o entspricht der Oberflachenenergie pro
Flache, d.h. die zur VergroRerung der Oberflache definierte Arbeit bezogen auf die

Flache.

gasformig

GsL fliissig

fest

Abbildung 2.4: Kontaktwinkelbildung auf einer Festkorperoberfliche nach YOUNG. Der
Kontaktwinkel 6 ist der Winkel, den eine Tangente im drei-Phasen-Punkt bildet. Aus dem Kontakt des
Wassertropfens mit dem Festkérper ergeben sich drei Oberflachenspannungen entlang der
Phasengrenzen: o). Oberflachenspannung der Flissigkeit an der Phasengrenze flissig/gasformig, os:
Oberflachenspannung des  Festkérpers an der Phasengrenze  fest/gasformig, oy

Oberflachenspannung der Flissigkeit an der Phasengrenze fest/flissig. (nach Doérfler, 2002)

Das Gleichgewicht an dem drei-Phasen-Punkt bestimmt den Kontaktwinkelwert 6,
welcher sich bei dem Kontakt zwischen der Grenzflache fllssig/ gasférmig und dem

Festkorper ergibt. Er wird Uber Young's Gleichung definiert:
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cos 0 = (0s-0g )/ O (1)

Neben der Messmethode des ,sitzenden Tropfens®, bei dem der Randwinkel des
ruhenden Tropfens auf dem Festkdrper gemessen wird, existiert die dynamische
Kontaktwinkelmessung. Diese hat den Vorteil, neben dem Kontaktwinkel eine
zusatzliche Information Uber Rauheit bzw. chemische Homogenitat der
Festkorperoberflache zu  erhalten, welche Uber die so genannte
Kontaktwinkelhysterese bestimmt wird. Diese ergibt sich aus der Differenz von
Vorzugs- zu Ruckzugswinkel. Bei Vergroerung des Wassertropfens auf der
Festkorperoberflache misst man den Vorzugswinkel. Durch die Verkleinerung des
Tropfens wird der Ruckzugswinkels bestimmt (Abbildung 2.5).

Aufgrund der Anderung des Kontaktwinkels bei unterschiedlichen Temperaturen
kdonnen dartber hinaus Rlckschllisse auf die Schaltkinetik von thermoresponsiven
Oberflachen gezogen werden, die aus der Anderung der Benetzungseigenschaften

bei solchen Oberflachen resultiert.
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Abbildung 2.5: Messprinzip der dynamischen Wasserkontaktwinkelmessung an Festkorpern.

(A) Ermittlung des Vorzugswinkels bei maximaler VergréoRerung des Wassertropfens. (B) Ermittlung

des Rickzugswinkels bei maximaler Verkleinerung des Wassertropfens. (nach Dérfler, 2002)
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2.2.3 Rontgenelektronenspektroskopie (XPS)

Die XPS-Methode (X-ray photoelectron spectroscopy) ist eine der am haufigsten
eingesetzten Analytikmethoden zur quantitativen Untersuchung der molekularen
Zusammensetzung an Oberflachen. XPS findet Anwendung in vielen Bereichen der
Materialwissenschaften (Polymerchemie, Keramik —und Metallverarbeitung) (Seah,
1980; Ebberink et al. 1984). Sie bietet die Identifikation chemischer Elemente auf
Oberflachen und gibt eine Information Uber Bindungszustdnde dieser Elemente,
deren Oxidationsgrad bzw. funktionelle Gruppen. Auer Wasserstoff und Helium
konnen alle Elemente mit dieser Methode untersucht werden.
Das Prinzip dieser Methode basiert auf der Wechselwirkung von Rontgenstrahlung
mit atomaren Orbitalen aus Atomen, Molekulen, wobei Elektronen emittiert werden,
deren kinetische Energie gemessen wird (Abbildung 2.6). Wahrend der Bestrahlung
eines Festkorpers mit Roéntgenstrahlung kann es Zu zwei
Wechselwirkungsphanomenen kommen. Zum einen lauft eine Absorption der
Rontgenstrahlung sowie Emission mittels Rontgenfluoreszenz ab. Diese kann Uber
separate Verfahren untersucht werden, auf die in dieser Arbeit nicht weiter
eingegangen wird.
Zum zweiten wird aufgrund der energiereichen Roéntgenstrahlung ein Elektron aus
dem Atomverband herausgeschlagen. Dadurch kommt es zum Austritt eines
Photoelektrons und ein Elektron fallt aus einer energetisch hoheren Lage in das
entstandene Loch zurick (XPS-Elektron). Durch die Energieabgabe wird ein drittes
Elektron aus dem Atomverband herausgeldst (Auger-Elektron), welches innerhalb
dieser Arbeit nicht untersucht wurde. Das XPS-Elektron wird auf seine kinetische
Energie analysiert und mit Standardwerten verglichen. Daraus kann dann auf die
Elementzusammensetzung an der Oberflache geschlossen werden. Der
Zusammenhang zwischen der eingestrahlten Photonenenergie und der kinetischen
Energie der emittierten Elektronen wird Uber das photochemische Quanten-
Aquivalenzgesetz dargestellt:

Ekin = EPhoton - EB - e® (2)

Ausgehend von der bekannten Photonenenergie EpPhoton kann dann die
Bindungsenergie EB aus der kinetischen Energie der Photoelektronen Ekin bestimmt

werden. EB ist charakteristisch flr das jeweilige Orbital eines Atoms.
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Ein Elektron kann nur den Festkorper verlassen, wenn die Photonenergie groRer ist
als die Elektronenbindungsenergie und das Elektron ausreichend Energie besitzt um
die Austrittsarbeit e® des Festkorpers zu uUberwinden. Deshalb muss in die
Bestimmung der kinetischen Energie die Austrittsarbeit e® an der Oberflache

miteinbezogen werden.
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Abbildung 2.6: Energieschema eines XPS-Prozesses. Die Photonen der Rontgenstrahlung (hv)
werden am Festkdrper (Probe) absorbiert, worauf die Elektronen in einen angeregten Zustand
Uberfuhrt werden und aus der Probe austreten kdnnen. Dieser Elektronenaustritt ist moglich, da die
Photonenenergie groRer ist als Elektronenbindungsenergie (EB), wodurch die Austrittsarbeit (e®) an
der Oberflache Uberwunden werden kann. Die kinetische Energie sowie die Austrittsarbeit kdnnen

dann vom Analysator des Spektrometers detektiert werden. (nach Moulder et al., 1995)

Die quantitative Auswertung der Messung erfolgt Uber die Intensitat dieser
Messungen, die proportional zur Haufigkeit des Auftretens der verschiedenen
Elemente in der Probe ist. Die Tiefeninformation einer Oberflache bei dieser
Messung hangt von der mittleren freien Weglange der emittierten Elektronen ab,
welche wiederum von der kinetischen Energie abhangig ist. Diese kénnen je nach
Material der untersuchten Probe aus einer Oberflachentiefe bis zu 10 nm emittieren
und damit detektiert werden. Mit zunehmender Tiefe reduziert sich der
Intensitatsbeitrag zum Spektrum exponentiell. Die Tiefensensitivitat einer XPS-
Messung kann durch die winkelabhangige Photoelektronenspektroskopie erhoht

werden.
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2.3 Zellbiologischer Hintergrund

Die Kontrolle Uber das Adharenzverhalten von Zellen an Oberflachen spielt in der
heutigen Entwicklung von biokompatiblen Oberflachen eine entscheidende Rolle. Die
Zelladhasion wird Uber die Wechselwirkung zwischen Proteinen an der jeweiligen
Oberflache und den Zelloberflachenrezeptoren vermittelt. Dabei treten sowohl
spezifische  Wechselwirkungen (Rezeptor-Ligand) als auch unspezifische
Wechselwirkungen auf. Letztere konnen von der Oberflachentopographie,
Oberflachenbenetzbarkeit, Oberflachenladung sowie von der

Oberflachenzusammensetzung beeinflusst werden (Wei et al., 2007).

2.3.1 Zelladhasion auf Substrat

Bevor die Zelle in unmittelbaren Kontakt mit der jeweiligen Oberflache tritt, kommt es
zu einer passiven Adhasion mit unspezifischen, physikochemischen
Wechselwirkungen. Diese beinhalten sterische, hydrophobe, elektrostatische und
van der Waal sche Wechselwirkungen. Der Einfluss der Oberflachenbenetzbarkeit
auf die initiale Zelladhasion ist noch ein ungeklarter Mechanismus. Diverse Studien
konnten zeigen, dass eine Oberflachenbenetzbarkeit mit Kontaktwinkeln zwischen
0 ° bis 80 ° eine optimale Zelladhasion ermdglichen (Brunett, 2001; Wei et al., 2006).
Dies wurde damit begrindet, dass an solchen Oberflachen die adsorbierten Proteine
in einer Konformation angeordnet sind, dass fur die Zellen passende Bindungsmotive
prasentiert werden. Proteinadsorptionsstudien an stark hydrophoben Oberflachen
zeigen, dass aufgrund der Maximierung hydrophober Wechselwirkung der
Oberflachen mit den hydrophoben Aminosaureseitenketten Proteine in eine
veranderte Konformation Uberflhrt werden, wodurch den Zellen andere Peptidmotive
prasentiert werden als auf hydrophileren Oberflachen (Grinell und Feld, 1982;
Horbett und Lew, 1994). Dies kann zu einem schwacheren Zelladhasionsverhalten
fUhren.

Bei unmittelbarem Kontakt der Zelle mit der Oberflache nehmen die spezifischen
Wechselwirkungen zwischen Zellmembran und Proteinen an der Materialoberflache
zu. Uber die zellspezifischen Integrinrezeptoren erkennt die Zelle bestimmte Proteine
der extrazellularen Matrix (EZM) aus ihrer Umgebung und bindet daran. Danach
erfolgt ein Ausbreiten des adharenten Zellkdrpers mittels der ATP-abhangigen
Reorganisation des Zytoskeletts, um die Zelle mechanisch an der Oberflache (EZM)
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zu stabilisieren (Hersel et al., 2003). Die EZM kann von der Zelle entweder selbst
generiert oder in Form von adsorbierten Serumproteinen an der Oberflache gebildet
werden. Die Integrine fungieren in der Zelle als Ca®-abhangige heterodimere
Transmembranproteine mit grof3en Liganden-bindenden extrazellularen Domanen
und einem kurzen intrazellularen Anteil (Horwitz und Parson, 1998). Die intrazellulare
Domanen der Integrinrezeptoren sind Uber diverse Adapterproteine an die
Aktinfilamente  (Zytoskelett) gekoppelt. Uber die Integinrezeptoren konnen
Signaltransduktions-kaskaden  induziert ~werden, welche Prozesse wie
Zellproliferation bzw. Apotose steuern. Wird ein Signal von der EZM auf die Integrine
Ubertragen, kann dies zu einer Reorganisation des Cytoskeletts fuhren, wortber
Zellmigration und Zellproliferation gesteuert wird. Signale aus der Zelle zur EZM
fuhren in der Regel zur Aktivierung der Integrinrezeptoren fur eine mogliche
Ligandenbindung (Hynes, 1992).

Die Ligandenspezifitat des Integrinrezeptors wird durch die Kombination der 18
alpha/ 8 beta-Untereinheiten bestimmt. Als Liganden existieren unterschiedliche
EZM-Proteine (Fibronektin, Kollagen, etc.), die von den Zelltypen mit der jeweiligen
Integrinrezeptorkombination unterschiedlich stark gebunden werden. Pierschbacher
und Rouslathi, 1984 identifizierten innerhalb des Fibronektins das fur die
Zelladhasion notige Tripeptid ,RGD“ (Arginin-Glycin-Aspartat). In weiteren Studien
wurde herausgefunden, dass RGD ebenso in anderen EZM-Proteinen (Fibrinogen,
Vitronektin, Laminin, etc.) ein fur die Zelladhasion notwendiges Motiv ist (Pfaff,
1997). Dabei zeigt sich, dass gelostes RGD die Zelladhasion an Fibronektin inhibiert.
Dagegen steigert immobilisiertes RGD die Zelladhasion. Neben RGD exisitieren flr
die Zelladhasion eine Reihe weiterer Zellerkennungsmotive, wie z.B ,GFOGER® in
Kollagen (Knight et al., 2000), die jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht naher

betrachtet werden.
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2.3.2 Beeinflussung der Zelladhasion

In der Zellbiologie werden haufig Oberflachen mit EZM-Proteinen beschichtet, um die
Zelladhasion zu verstarken und Zellwachstum sowie Differenzierung zu
beschleunigen (Vohra et al., 1991; Kaehler et al., 1989).

Jedoch bringt die Verwendung von EZM-Proteinen etliche Nachteile mit sich (Hersel
et al., 2003; Weil} et al., 2001). Die EZM-Proteine mussen fur den Gebrauch aus
anderen Organismen isoliert und aufgereinigt werden. Aufgrund dessen kann es zu
ungewulnschten Immunantworten sowie zu einem erhdhten Infektionsrisiko kommen.
Dartber hinaus sind die EZM-Proteine durch ihren proteolytischen Abbau relativ
instabil und missen somit fur die Zellen immer wieder an der Oberflache erneuert
werden. Des Weiteren ergeben sich Schwierigkeiten in der Proteinanbindung an
Oberflachen, da auf hydrophoben Oberflachen Proteine dazu neigen, die
Wechselwirkung mit hydrophoben Seitenketten zu maximieren, wodurch Proteine
teilweise denaturiert werden kdnnen und es somit zu einer undefinierten Prasentation
von Bindungsmotiven an der Oberflache kommt. EZM-Proteine enthalten eine
Vielzahl von unterschiedlichen Zellerkennungsmotiven, wodurch eine selektive
Bindung eines bestimmten Zelladhasionsrezeptors nicht gegeben ist. Dies kann fur
viele Anwendungen von Nachteil sein. Aus den genannten Grinden sind EZM-

Proteine fur eine Langzeitanwendung ungeeignet (Elbert und Hubbell, 1996).

Fur viele  zellbiologische = Anwendungen  eignen  sich immobilisierte
Zellerkennungsmotive in Form von Peptiden besser als EZM-Proteine. Sie
gewahrleisten eine hohere Stabilitat bzgl. Sterilisation, Hitzebehandlung, pH-
Anderung sowie Lagerung. Die Charakterisierung solcher Peptide ist einfacher und
kostenglinstiger. Uber die Prasentation eines Zellerkennungsmotivs an der
Oberflache kann selektiv ein bestimmter Zelltyp mit einem bestimmten
Zelladhasionsrezeptor gebunden werden. Dabei kann die Peptidpackungsdichte an
der Oberflache entsprechend dem jeweiligen Zelltyp eingestellt werden. Aufgrund der
geringen Peptidgrolle kdnnen nahezu homogene Oberflachen mit einer hohen
Peptidpackungsdichte erzeugt werden. Zur Steigerung der Stabilitat kdnnen
sogenannte Cyclo-Peptide an Oberflachen gekoppelt werden, die aufgrund lhrer
Struktur eine noch langere Anwendung ermdglichen als lineare Peptide (Weil} et al.,
2001).
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Damit eine Zelle ein Zellerkennungsmotiv wie RGD als Ligand an seine
Integrinrezeptoren binden und damit die Adhasion steigern kann, mussten im
Rahmen dieser Arbeit einige Faktoren fur das Design eines linearen Peptids
beachtet werden. Pierschbacher und Rouslathi, 1984 entdeckten, dass das alleinige
RGD-Motiv fur eine zellaffine und —spezifische Bindung nicht ausreichend ist,
sondern eine Flankierung des RGD-Motivs mit anderen Aminosauren naétig ist. Als
geeignetes Zellerkennungsmotiv fur Fibroblasten konnte aus der Literatur die
Sequenz CGGRGDS identifiziert werden (Hersel et al., 2003). Durch die im Cystein

vorhandene SH-Gruppe konnte das Peptid an Gold direkt immobilisiert werden.

Eine effiziente Methode, Zelladhasion zu minimieren bzw. zu verhindern wird durch
die Oberflachenfunktionalisierung mit Polyethylenglykol (PEG) erreicht. Die protein —
und zellrepellenten Eigenschaften von PEG richten sich nach dessen
Molekulargewicht, der Polymerlange und dem Polymerverzweigungsgrad. PEG ist in
seiner Eigenschaft wasserldslich, inert, nicht immunogen oder toxisch. In wassriger
Ldsung exponiert PEG die ungeladenen, hydrophilen Gruppen nach aul3en mit einer
hohen Beweglichkeit. Durch das annahernde Protein wird diese Beweglichkeit
deutlich reduziert. Das Protein erfahrt dabei an der Polymerschicht eine osmotische
AbstoRung sowie eine konformationsbedingte repulsive Kraft, um die Beweglichkeit
der PEG-Ketten wiederherzustellen. Dadurch ist eine Proteinadsorption an PEG-
Oberflachen stark reduziert, wodurch auch Zellen an ihrer Adhasion gehindert

werden kdnnen (Harris, 1992; Siegers et al., 2004).

2.3.3 Zellverhalten auf mikrostrukturierten Oberflachen

In der heutigen Zellbiologie werden mikrostrukturierte Oberflachen haufig fur die
Untersuchung des zellularen Verhaltens an Oberflachen eingesetzt, da
mikrostrukturierte Oberflachen den zellularen Gegebenheiten in vivo eher
entsprechen als beschichtete Oberflachen (Xia und Whitesides, 1998). Mittels
mikrostrukturierten Oberflachen erhalt man eine zweidimensionale Information Gber
zellulares Verhalten. So beschrieb Mrksich et al., 1997 das strukturierte Aufbringen
von hydrophoben und hydrophilen Alkanthiolen auf Gold- und Silberoberflachen

unter Anwendung des so genannten ,microcontact-printing“-Verfahrens (uCP). An
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diese Oberflachen wurde das EZM-Protein Fibronektin adsorbiert, welches
ausschlieB3lich auf den hydrophoben Alkanthiolbereichen gebunden hat, da die
hydrophilen Bereiche proteinrepellierend waren. Dadurch konnte ein Kontrast
zwischen zelladhasiven und zellrepellierenden Bereichen erzeugt werden. Die auf
diesem strukturierten Substrat kultivierten Zellen adharierten ausschlieRlich auf den
Fibronektinbereichen und passten deren Zellkdrper der unterschiedlichen
Mikrostruktur an.

Neben Kontrolle der ZellgroRe und Zellform zeigte Jungbauer et al., 2004, dass Uber
mikrostrukturierte Oberflachen genetisch modifizierte Zellen in ihre urspringliche

Morphologie (wildtyp) zuriickgefuhrt werden kdnnen.

Das pCP-Verfahren stellt ein nicht-photolithographisches Verfahren dar, bei dem ein
strukturiertes Elastomer (Stempel) mit einer Substanz benetzt wird und dessen
Struktur als Negativ auf eine Oberflache durch Andricken des Stempels Ubertragen
wird (Kumar und Whitesides, 1993). Die Strukturierung des Elastomer erfolgt tUber
einen strukturierten Silizium-Wafer, welcher vorher lithographisch strukturiert wurde.
Dieses Verfahren ist im Vergleich zu photolithografischen Verfahren einfach in der
Durchfuhrung, kostengunstig und kann auf unterschiedlichen Substraten (Glas,
Silber, Silizium, Gold) durchgefihrt werden. Als elastomeres Material kommt
Polydimethylsiloxan (PDMS) zum Einsatz, welches sich durch Stabilitat, optische
Transparenz, Elastizitat und hohe geometrische Genauigkeit bis in den sub-pm-
Bereich auszeichnet (Xia und Whitesides, 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit sollen strukturierte, thermoresponsive Oberflachen mittels
MCP hergestellt werden, um Uber die Oberflachenschaltbarkeit das zellulare

Adhasions- und Migrationsverhalten zu kontrollieren.

2.4 Mikrofluidische Systeme fur zellulare Anwendungen

Mikrofluidische Systeme bieten in der heutigen biomedizinischen Forschung ein
breites Anwendungsspektrum, um mit kleinen Reaktionsvolumina (10 bis 107 Liter)
schnellere Analysezeiten sowie hdhere Effizienz fur parallelablaufende Reaktionen
zu erzielen (Beebe et al., 2002). Aufgrund der Miniaturisierung kdnnen ganze

Laboratorien in einen Einzelchip ,Lab on a chip® integriert werden, wodurch eine
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kostenglinstige Anwendung mdglich wird (Figeys und Pinto, 2000). Typische
Kanalgeometrien mikrofluidischer Systeme liegen in einem GroRenbereich von 10 —
100 um (Whitesides, 2006). Einen Einsatz finden diese Systeme als DNA-Chip fur
PCR-Reaktionen (Shoffner et al., 1996; Cheng et al, 1996), als
Kapillarelektrophorese-Chip zur Auftrennung von Proteinen und DNA (Duffy et al.,
1998), als Enzymchip fur Enzymkinetikuntersuchungen (Moser et al., 1997) sowie als
Immunoassay-System fur high-troughput screening (HTS) mittels Antikorper-Antigen-
Detektion (Bernard et al., 2001).

Die zellulare Analyse in mikrofluidischen Systemen hat an groRRer Bedeutung
gewonnen, da neben der Systemminiaturisierung auch eine geringere mechanische
Belastung von Zellen aufgrund der laminaren Stromung in mikrofluidischen
Systemen gegeben ist (Sia und Whitesides, 2003). Von besonderem Interesse sind
mikrofluidische Zytometriesysteme, welche Partikelquantifizierungen bis zu 1 pm
Durchmesser ermdglichen (Schrum et al., 1999). Zell-basierte Biosensoren sind fur
toxikologische Fragestellungen relevant, bei denen prokaryotische und eukaryotische
Zellen als Sensor fur Toxindetektion sowie physiologische Analysen eingesetzt
werden (Vo-Dinh et al.,, 2001). Des Weiteren finden mikrofluidische Systeme
haufigen Einsatz in der Kultivierung eukaryotischer Zellen. In solchen Systemen kann
die Mikroumgebung von Zellen sowie die entsprechende Zellzahl eingestellt werden,
wodurch die Untersuchung des individuellen Einzelzellverhaltens erleichtert wird
(Inoue et al., 2001). Li Jeon et al., 2002 erzeugten in einem mikrofluidischen System
stabile Cytokin-Gradienten, mit denen die gerichtete Migration von Neutrophilen
induziert wurde. Neben der Miniaturisierung dieser Systeme ist ein grolder Vorteil,
dass kultivierte Zellen in der Mikroumgebung eine andere Wachstumscharakteristik
zeigen als in der Makroumgebung (Zellkulturschale) und schon bei viel geringeren

Zellzahlen proliferieren konnen (Raty et al., 2001; Walker et al., 2002).

Als Materialien fur mikrofluidische Systeme werden in der heutigen Zeit Glas und
Silizium eingesetzt. Diese stellen sich aber haufig als ungeeignet heraus, da die
Herstellung von mikrofluidischen Systemen mit solchen Materialien fur eine
Laboranwendung aufwendig und teuer ist. Deshalb kommen nun seit mehreren
Jahren polymere Materialien wie z.B. PMMA (Polymethylmethacyrlat), PTFE
(Polytetrafluorethylen) oder PDMS (Polydimethylsiloxan) zum Einsatz, die etliche

Vorteile gegenuber Glas und Silizium fur biologische Untersuchungen bieten
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(Ng et al., 2002; Becker und Locascio, 2002). Besonders PDMS findet als polymeres
Material haufigen Einsatz in mikrofluidischen Systemen. Es ist ein kostengunstiges
Material, flexibel und optisch transparent (bis 230 nm), wodurch die Mikroskopie
deutlich erleichtert wird. Zudem ist es gasdurchlassig, nicht toxisch fur Zellen und
wasserundurchlassig (Sia und Whitesides, 2003). PDMS setzt sich aus
wiederholenden Einheiten von —OSi(CHj3)2- zusammen. Die hydrophobe Eigenschaft
von PDMS ist auf die CHs-Gruppen zuruckzufuhren. Diese Eigenschaft hat fur
protein— oder zellbasierende Untersuchungen den Vorteil, dass eine unspezifische
Protein —und Zelladsorption an PDMS auf ein Minimum reduziert ist, wodurch eine
mogliche Fehlerquelle bei vielen Untersuchungen vermieden werden kann.

Ein besonderer Vorteil von PDMS liegt in der einfachen Herstellung, welche unter
Standardlaborbedingungen durchgefuhrt werden kann. Voraussetzung fur die
Abformung eines PDMS-Mikrokanals ist der Silizium-Master (Si-Master). Dieser wird
uber ein Standard-Photolithographie-Verfahren erzeugt, welches als kommerzielle
Dienstleistung angeboten wird. Die gewlnschte Mikrokanalstruktur wird Uber ein
CAD-Programm (computer aided design) gezeichnet und auf ein Transparent
gedruckt, welches als Photomaske auf einen mit Photolack beschichtetem
Siliziumwafer aufgebracht wird. Mittels UV-Photolitographie wird dann die
Mikrostruktur entwickelt und nicht ausgehartete Komponenten entfernt. Der
strukturierte Si-Master kann nun fir vielfache Abformung eines PDMS-Mikrokanals
verwendet werden. Dabei werden die flissigen PDMS-Komponenten gemischt, auf
den strukturierten Si-Master gegossen und Uber Nacht in einem Ofen
auspolymerisiert. Die abgeformte, elastomere Mikrokanalstruktur zeichnet sich durch
eine hohe geometrische Genauigkeit aus (Sia und Whitesides, 2003).

Fur eine mikrofluidische Nutzung muss der PDMS-Kanal mit einem Substrat
abgedeckt werden. Prinzipiell bieten sich hierfur zwei Mdglichkeiten an. In dem
hydrophoben Zustand kann das PDMS adhasiv und reversibel an Substrate wie
bspw. Goldoberflachen unter Ausnutzung der van-der-Waals-Krafte gekoppelt
werden. Durch Austausch des jeweiligen Substrats kann die PDMS-Kanalstruktur
mehrmals verwendet werden. Fur eine irreversible Kopplung des PDMS an ein
Substrat muss das zweite Substrat ein Si-basiertes Material wie bspw. Glas sein und
das PDMS oberflachenaktiviert werden. Die Oberflachenaktivierung wird
Ublicherweise in einem Sauerstoffplasma durchgeflhrt, wodurch es zu einer

kurzzeitigen Hydrophilizitdtszunahme aufgrund der Bildung von Silanolgruppen
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(Si-OH) an der PDMS-Oberflache kommt. An das Si-basierte Material wird das
oberflachenaktivierte PDMS kontaktiert und durch Ausbildung von O-Si-O-Gruppen
irreversibel gekoppelt (Sia und Whitesides, 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem mikrofluidischen PDMS-Systems MicCell™
(Gesim GmbH, Deutschland) gearbeitet, da es einige Vorteile gegenuber anderen
mikrofluidischen Systemen bietet. Beispielsweise ermdglicht es ein individuelles
Kanaldesign, beschichtbare und austauschbare Substrate, eine mehrmalige
Verwendbarkeit des Mikrokanals und ist zudem flur die hochauflésende Mikroskopie
geeignet. Abbildung 2.7 soll den Aufbau eines solchen mikrofluidischen Systems
veranschaulichen. Der experimentelle Aufbau dazu ist in dem Kapitel ,Material und

Methoden® naher beschrieben.

PMMA:Trégernlatie

-~
MikroTluidischer
PDMS-Kanal

Abbildung 2.7: MicCell™-System (Gesim GmbH, Deutschland) als mikrofluidisches System. Auf
einer PMMA-Tragerplatte ist das PDMS-Substrat mit der mikrofluidischen Kanalstruktur aufgebracht.
Der mikrofluidische Kanal wird Uber ein 22 x 22 mm Deckglas abgedeckt. Das Deckglas ist

austauschbar und kann beliebig durch andere Substrate ausgetauscht werden.

Diverse Anwendungen wie bspw. die mikrofluidische Integration eines optischen
.Zellstretchers® zur Zellcharakterisierung, Einzelmolekulanalyse mittels FCS
(Fluoreszenz  Korrelation  Spektroskopie) sowie die  Erzeugung von
Konzentrationsgradienten verdeutlichen die vielfaltigen Einsatzbereiche des
MicCell™-Systems (Gast et al., 2006).
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3. Material und Methoden

3.1 Zellkultur

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden in DMEM/ HEPES ohne Pyruvat
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), 10% FKS, 2 mM L-Glutamin, 1%
Penicillin/ Streptomycin (alles Biochrom, Berlin, Deutschland) bei 37°C und 5% CO-
in einem Brutschrank (Binder, Tuttlingen, Deutschland) kultiviert. Die 80-90%ige
konfluente Zellschicht wurde alle zwei Tage umgesetzt. Dazu wurden die Zellen
zweimal mittels PBS ohne Ca?*/Mg*" gewaschen und anschlieRend mittels Trypsin /
EDTA (Biochrom, Berlin, Deutschland) bei 25°C passagiert. Hierbei variierten die
Trypsinierungsbedingungen entsprechend der Substrathaftungsstarke der jeweiligen
Zelllinien (Tabelle 3.1). Fur die Einzelzellexperimente wurden die Zellen auf 22x22
mm Goldsubstraten soweit nicht anders angegeben in einer Konzentration von 2x10*
Zellen/cm? ausgesét. Alle Zelllinien wurden ausschlieRlich von Passage 1 — 30 fiir
Versuche kultiviert, um eine mogliche, signifikante Anderung im Adhasionsverhalten

bei alteren Passagen zu verhindern.

Tabelle 3.1: Verwendete Zelllinien mit deren charakteristischen Trypsinierungsbedingungen.

Trypsinierungszeit

Zelllinie Registrierungsno. Zelltyp [min.] bei RT Trypsin / EDTA

L929 DSMZ, ACC 2 Mausfibroblast 4 0,05% / 0,02% w/v

3T3 DSMZ, ACC 173 Mausfibroblast 6 0,05% / 0,02% w/v
Humanes

MG63 ATCC, CRL-1427 Osteosarkom 12 0,05% / 0,02% w/v

3.2 Zellfixierung und Farbung mit Fluoreszenzstoffen

Durch die Fixierung werden die intrazellularen Proteine immobilisiert und somit die
Proteinanordnung erhalten. Fur die Fixierung der Zellen in dem Kulturgefald wurden
die Zellen in ein Eisbad gestellt, das Medium entfernt und die Zellen jeweils zweimal
5 Minuten mit 4 °C kaltem PBS (Ca?*/ Mg®") (Biochrom, Berlin, Deutschland)
gewaschen. Ausgehend von einer 8 %-igen Paraformaldehyd-Stammlésung (Sigma,
Taufkirchen, Deutschland) in PBS (Ca*/ Mg**) wurde mit 2 ml einer vorgekiihlten

4 %-igen Paraformaldehyd-Losung 20 Minuten auf Eis fixiert.
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Anschliefend wurden die Zellen jeweils zweimal 5 Minuten mit 4 °C kaltem PBS auf
Eis gewaschen, um vorhandenes Paraformaldehyd zu entfernen.

Bei Concanavalin A (ConA) handelt es sich um ein Lektin aus der Schwertbohne mit
104 kDa, welches in neutralen und alkalischen Lésungen vier Bindungsstellen fur
Saccharide besitzt. ConA kann an die aullere Zellmembran (Glykokalix) sowie an
extrazellulare Matrixkomponenten (Fibronektin, Kollagen, etc.) binden, welche
Kohlenhydratanteile beinhalten (Derewenda et al., 1989). Als fluorophore Gruppe
besitzt das verwendete ConA eine Alexa Fluor 594 Markierung. Dieser Farbstoff
adsorbiert bei 590 nm maximal, wobei die maximale Emission im roten Bereich bei
617 nm liegt. Die entsprechende Probe wurde mit einer Arbeitskonzentration von 15
Mg / ml fur 30 Minuten bei 4 °C angefarbt. Danach wurde die Farbelésung entfernt

und zweimal mit PBS (Ca®*/ Mg?*) gewaschen.

3.3 Oberflachenpraparation und Oberflachenanalytik

3.3.1 Oberflachenpraparation
3.3.1.1 Reinigung von Glas- und PDMS-Oberflachen

Fur die Reinigung der Glas- und PDMS-Oberflachen wurden fur die jeweilige
Waschlosung separate GlasgefalRe gereinigt. Die Reinigung dieser GefalRe und
Oberflachen wurde wie folgt duchgefiihrt: In einer 2 %-igen Hellmanex® Il-Lésung
(Hellma, Mullheim, Deutschland) wurden entsprechende Gegenstande fur 20
Minuten in einem Ultraschallbad gereinigt. Danach erfolgte eine 20x Waschung der
Gegenstiande mit dH,O (Millipore, Deutschland), um Hellmanex®-Riickstinde zu
entfernen. AnschlieRend wurden die gereinigten Gegenstande in dH,O flur weitere 20
Minuten im Ultraschallbad behandelt. Es folgte eine weitere 20x Waschung der
Gegenstande in dH;O. AbschlieBRend wurden die Gegenstande in 100 % EtOH
(LiChrosolv®, Merck, Darmstadt, Deutschland) far 10 Minuten im Ultraschallbad

behandelt und fur den weiteren Gebrauch in N, getrocknet.
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3.3.1.2 Reinigung von Goldoberflachen

Die hier verwendeten Goldoberflachen wurden von der Firma GeSiM (Dresden,
Deutschland) bezogen. Auf ein 22 x 22 x 0,17 mm Dulnnglas wurde 20 nm Titan als
Haftvermittler fir die 80 nm Goldschicht aufgebracht. Um eine hohe makroskopische
Sauberkeit der Goldoberflache zu gewahrleisten, wurden diese vor jeder Adsorption
in N2 von Staubpartikeln befreit und anschliel3end in ein gereinigtes Becherglas mit
10 ml Piranha-Lésung Uberfuhrt. Das Becherglas wurde in einem Eisbad positioniert,
um mogliche Warmeentwicklung wahrend des Ansetzens der Piranha-Lésung zu
puffern. Die Piranha-Lésung setzt sich aus einem Teil H202 (pro analysis 30 %,
Merck, Darmstadt, Deutschland) und zwei Teilen konzentrierter Schwefelsaure (95-
98 %) zusammen. Die Reinigung der Goldoberflachen in Piranha erfolgte fur 30
Minuten bei RT. Piranha wurde nach der taglichen Verwendung mit NaOH (Sigma-
Aldrich, Deutschland) neutralisiert. Fur die Neutralisierung von 10 ml Piranha wurden
ca. 10 g NaOH (fest) durch langsame Zugabe eingesetzt. Hierbei war auf zu rasche
Gasentwicklung und Aufschdumen der Losung zu achten. Die gereinigten
Goldoberflachen wurden von der Piranha-Ldsung zugig in ein Becherglas mit dH»0.
Zur Entfernung der Piranha-Ruckstande von der Goldoberflache wurde diese 10x mit
dH,O gespdult. Fir den weiteren Gebrauch der gereinigten Goldoberflachen wurde
darauf geachtet, diese immer in Lésung zu lagern, um ungewollte Adsorbate aus der

Luft zu vermeiden.

3.3.1.3 Mikrostrukturierung von Oberflachen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrte Mikrostrukturierung von Oberflachen
basiert auf dem sogenannten ,microcontact printing“ (uCP) nach Xia und Whitesides,
1998.

PDMS-Abformung

Die zur Mikrostrukturierung bendtigten strukturierten PDMS-Stempel wurden nach
folgendem Protokoll abgeformt (Abbildung 3.1 A):

PDMS (Sylgard 184, Dow Corning, Michigan, USA) wurde entsprechend der Her-
stellerangaben im Verhatltnis 10:1 gemischt und 2 g pro Stempel angesetzt. Hierbei
wurde auf eine intensive Durchmischung beider Komponenten flr eine spatere

optimale Polymerisation geachtet. Aufgrund der bei der Durchmischung auftretenden
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Luftblasen im flussigen PDMS, wurde dieses in einen Exicator Uberfuhrt und die
Luftblasen Uber ein Vakuum fir 40 Minuten entfernt.

Der strukturierte Master (Gesim GmbH, Deutschland) wurde in die aus Messing
gefertigte Abgufdform gelegt und das luftblasenfreie PDMS in die Abguliform
Uberfihrt. Zur einfachen Handhabung des PDMS-Stempels wurde von einem
Objekttrager (Roth, Deutschland) ein Glasstick in der GroRe 30 x 30 mm
zugeschnitten und im O,-Plasma bei Stufe ,High® fur 2 Minuten (Harrick Plasma
Cleaner, PDC-002, Laseranalytik Starus GmbH, Pfungstadt, Germany) aktiviert, um
die Adhasion zwischen PDMS und Glasoberflache zu erhéhen. AnschlieRend wurde
das Glas oben auf die AbgulRform aufgelegt, so dass das Glas Kontakt mit der
Ruckseite dem flissigen PDMS hat. Die Abgussform (Gesim GmbH Deutschland) mit
Si-Master, PDMS und Objekttrager wurde bei 60°C Uber Nacht im Trockenschrank
auspolymerisiert. Nach der Polymerisation wurde der PDMS-Stempel vorsichtig aus
der Form gel6st. Der abgeformte Stempel in 100 % EtOH gelagert und vor jeder
Benutzung entsprechend gereinigt (siehe Kapitel 3.3.1.1).

Strukturierung von Glasoberflachen

Der gereinigte Stempel wurde mittels O,-Plasma oberflachenaktiviert, um die
Hydrophilizitat des hydrophoben PDMS fiur die Benetzung von Proteinen in wassriger
Losung zu steigern (Abbildung 3.1 A). Hierbei greift das O,-Plasma die Si-C-
Bindungen im PDMS an, die Methylgruppen trennen sich und erhéhen so den Anteil
von Sauerstoffgruppen an der PDMS-Oberflache. Die erzeugte Hydrophilizitat nimmt
u.a. aufgrund der Diffusion der polarisierten Gruppen in die Hauptmasse des
Polymers (Morra et al., 1990) Uber die Zeit ab.

40



MATERIAL UND METHODEN

a1 .
Si-Master > i Variable
&~ - Gewichte

<+—— PDMS-
Stempel

PDMS-Abformung

PDMS-Stempel

Plasmaaktivierung

Benetzung des PDMS-Stempel
mit entsprechender L&sung

Strukturierung der Oberflache
durch Stempelung der Lésung

@)

I T

| e)

I<— -« -« T « -« -«
T

| ®)
T

Strukturiert beschichtete Oberflache

Abbildung 3.1: Prinzip der Mikrostrukturierung von Oberflaichen mittels Stempelvorrichtung.
(A) Ablauf der Strukturierung von Oberflachen: Auf den mikrostrukturierten Si-Master wird fliissiges
PDMS auspolymerisiert. Der mikrostrukturierte PDMS-Stempel wird mittels O,-Plasma hydrophilisiert,
um eine gleichmaRige Benetzung der zu stempelnden Substanz zu ermdglichen. Die Substanz wird
nach erfolgter Benetzung abgenommen und der Stempel in N, getrocknet. Danach wird auf die
entsprechende Oberflache die jeweilige Substanz mittels einer Stempelvorrichtung gestempelt. (B)
Prinzip der Stempelvorrichtung: An variable Gewichtsplatten wird Gber ein doppelseitiges Klebeband
der Glas/PDMS-Stempel befestigt. Der PDMS-Stempel wird dann Uber zwei parallele Stege in Kontakt
mit dem Substrat gebracht, wodurch ein Verrutschen des Stempels auf dem Substrat verhindert wird.
Ein mogliches Verrutschen des Substrates konnte durch Klebebandfixierung der Substratenden mit

dem Aluminiumblock vermieden werden.

Der oberflachenaktivierte Stempel wurde dann mit 200 ul entsprechender
Substanzen (Tabelle 3.2) benetzt und fir 30 Minuten in einer Feuchtigkeitsbox

inkubiert, um ein Austrocknen des PDMS-Substrats zu vermeiden.

Tabelle 3.2: Verwendete Substanzen fiir die Strukturierung von Glasoberflachen.

Substanz Arbeitskonzentration Hersteller Katalogno.

BSA-Biotin 40 pg/ml Sigma-Aldrich, Deutschland A8549
Streptavidin, Alexa Fluor® 488 10 pg/ml Invitrogen, Deutschland S11223

Streptavidin 50 ug/ml Invitrogen, Deutschland S888
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Anschlielend wurde die Stempel-Losung wieder abgenommen, die Stempel mit Nz
getrocknet und umgehend auf gereinigte Glasoberflachen mittels einer konstruierten
Stempelvorrichtung (Abbildung 3.1 B) fir 30 Minuten aufgebracht. Die
Uberstehenden Enden des Glassubstrates wurden mittels Klebeband auf dem
Aluminiumblock der Stempelvorrichtung fixiert, um ein Verrutschen wahrend des
Stempelprozesses zu vermeiden. Die Stempelvorrichtung wurde hinsichtlich eines
geeigneten Anpressdruck durch Variation der austauschbaren Aluminiumgewichte
optimiert, um einen moglichst homogenen Ubertrag von dem PDMS-Stempel auf das
Substrat zu erreichen.

Die Berechnung des Anpressdrucks erfolgte nach folgender Formel:

Anpressdruck = (eingesetztes Gewicht * 9,81 m/s?) / Stempelflache (3)

In dieser Berechnung wurde das Stempeleigengewicht sowie die geringe Kraft beim
Aufsetzen des Stempels auf das Substrat vernachlassigt.

Als Kontrolle fur den jeweiligen Anpressdruck diente das mikroskopische
Fluoreszenzbild der Stempelstruktur, in welchen ungewollte Stempelstrukturen
erkannt werden konnten. Abschlielend wurde der Stempel von der Goldoberflache
vorsichtig nach oben hin entfernt, um ein weiteres Verrutschen der gestempelten

Struktur auf dem Substrat zu vermeiden.

Strukturierung von Goldoberflachen

Die Strukturierung von Goldoberflachen wurde nach selbigem Protokoll durchgefihrt
wie die Strukturierung von Glasoberflachen. Es wurde darauf geachtet, dass die
gereinigte bzw. funktionalisierte Goldoberflache erst kurz vor der Stempelung aus
dem Wassergefald entnommen und getrocknet wurde, um eine zu lange Exposition
an Luft mit daraus resultierender Oberflachenverschmutzung zu vermeiden. Die
Stempelverweildauer auf der Oberflache betrug ebenfalls 30 Minuten. Fur einen
maoglichst sauberen Stempellibertrag wurde der Stempel wie schon erwahnt

vorsichtig von der Goldoberflache entfernt.
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3.3.1.4 Chemisorption von Thiolen auf Goldoberflachen

Die gereinigte Goldoberflache (siehe Kapitel 3.3.1.2) wurde aus dH,O entnommen
und unmittelbar in die jeweilige Thiolldsung (Tabelle 3.3) uUberfuhrt. Hierbei wurden
ausschlieBlich Glasgefalte verwendet, um die Adsorption von Weichmacheranteilen
aus Plastikgefallen an der Goldoberflache zu vermeiden, welche die spezifische
Thioladsorption verhindern kénnen.

Fur die Coadsorption (P19/PG, P19/RGD) wurden die Thiole separat eingewogen
und geldst. Anschliellend wurden die jeweiligen Thiolldsungen zusammengefuhrt
und die gereinigte Goldoberflache in die Thiolldsung uberfuhrt. Die Adsorptionszeit
betrug soweit nicht anders angegeben 3h bei RT ohne Schitteln. Wahrend der
Adsorption wurde der jeweilige Adsorptionsansatz in einer Box mit Tuchern gelagert,
welche mit dem reinen Ldsungsmittel des geldsten Thiols benetzt wurden, um ein
Austrocknen der Thiolldsung zu vermeiden. Bis auf das Peptid CGGRGDS wurden
alle verwendeten Polymere (Tabelle 1.3) in 100% EtOH geldst. Das Peptid wurde in
2 : 1 dH,0 : EtOH geldst, da dieses Mischungsverhaltnis die optimale Loslichkeit des

Peptids gewahrleistete.

Tabelle 3.3: Verwendete Thiole und deren optimierte Arbeitskonzentration fiir die

Funktionalisierung von Goldoberflachen.

Bezeichnung Polymer Mw Arbeitskonzentration Thiolkonzentration Bezugsquelle
[g/mol] [mg/mil] [mM]
P15 PNIPAAM-PEG15%-SH 11000 0,1 0,0014 Fraunhofer IAP, Dr.A Lieske
P19 PNIPAAM-PEG19%-SH 11000 1,0 0,021 Fraunhofer IAP, Dr.A.Lieske
PG CH,0-PEG-SH 750 4.0 5,0 Rapp Polymere, Deutschland
RGD CGGRGDS 650 0,65 1,0 MPI, Dr.H.Bérner
P19/PG PNIPAAM-PEG19%-SH : 11000 : 750 9:1 1:6 siehe oben
CH30-PEG-SH
P19/RGD PNIPAAM-PEG19%-SH : 11000 : 650 9:1 1:8 siehe oben
CGGRGDS

Nach der dreistundigen Adsorption wurde die Thiolldsung entfernt und die
Oberflache mit dem eingesetzten Ldsungsmittel dreimal gewaschen. Abschliel3end
wurde das Losungsmittel fur eine 1h auf der Oberflache belassen, um unspezifische
Molekulbindungen zu entfernen. Fir den weiteren Gebrauch wurde die
funktionalisierte Goldoberflache aus der jeweiligen Losung entnommen und mittels

N2 getrocknet.
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3.3.2 Kontaktwinkelmessung
Der dynamische Kontaktwinkel wurde mittels des Kontaktwinkelmessgerats G10 der
Firma Kruss (Kruss Surface Science, Deutschland) auf einem unbehandelten
Goldsubstrat, auf einem gereinigten Goldsubstrat sowie auf beschichtetem
Goldsubstrat in einem Temperaturbereich von 20 °C bis 45 °C ermittelt. Die
Temperatur am Substrat wurde Uber eine Mikroskopheizplatte MS 100 der Firma
Linkam (Linkam Scientific Instruments, GroRbritannien) eingestellt. Zur Vermeidung
der Substratverunreinigung aufgrund von Luftzirkulation wurde ein Kunststoffgestell
aus Makrolon (Bayer Material Science AG, Deutschland) an dem Probentisch
aufgestellt. Die Messung des dynamischen Kontaktwinkels erfolgte wie folgt:
Bei der Kontaktwinkelmessung des Vorzugswinkels wurde mittels einer
Mikroliterspritze ein Tropfen von dH,0 auf das entsprechende Substrat aufgebracht.
Dabei verbleibt die Kanule der Mikroliterspritze im Tropfen. Es wurde darauf
geachtet, dass sich die Kanule immer in der Mitte des Tropfens befindet, da bei
ungleichmafiger Tropfenausbreitung die Messwerte nicht reprasentativ sind. Durch
Erhohung des Tropfenvolumens breitet sich der Tropfen auf der Oberflache aus.
Wahrend seiner fortschreitenden Bewegung wurde der Vorzugswinkel bestimmt,
welcher Uber ein Okular am Mikroskop betrachtet wurde. In dem Okular befindet sich
ein bewegliches Fadenkreuz mit einstellbarem Winkel. Ein Schenkel des
Fadenkreuzes wurde mit der Grenzflache Substrat/Tropfen zur Deckung gebracht,
der andere Schenkel wurde als Tangente an das Tropfenprofil angelegt. Der Winkel
zwischen den beiden Schenkeln wurde als Vorzugswinkel abgelesen.
Auf jedem Substrat wurden funf Messungen an unterschiedlichen Stellen gemessen
und die Ergebnisse gemittelt. Als Fehlerindikator wurde die Standardabweichung des
Mittelwerts (SEM) eingefuhrt, welcher Auskunft Gber die Reproduzierbarkeit der
Messungen gibt. Dieser wurde fur jede Probe berechnet und ist definiert als:

SEM =s/(n)"? (4)

wobei s die Standardabweichung angibt, n definiert den Stichprobenumfang.
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3.4. Mikrofluidik

In dieser Arbeit wurde mit dem mikrofluidischen System ,MicCell™* (GeSiM GmbH,
Deutschland) kontrollierte Einzelzellablosungsversuche auf schaltbaren Oberflachen
durchgefuhrt. Dieses System zeichnet sich durch die austauschbaren Substrate aus,
welche in das mikrofluidische System der Anforderung entsprechend integriert

werden konnen.

3.4.1 PDMS-Abformung

Der mikrofluidische Kanal wird bei diesem System Uber PDMS-Abformung erzeugt.
Hierbei wurde das PDMS wie in Kapitel 3.3.1.3 beschrieben angesetzt. Der
strukturierte Si-Master des Langskanals wurde in eine Teflonabgussstation (GeSiM
GmbH, Deutschland) eingelegt, welche mit der PMMA-Kanaltragerplatte Uber zwei
Halteschrauben fixiert wurde. Zudem wurden alle vier Zugange in der PMMA-Platte
separat verschraubt, um ein Verstopfen des PDMS in den bendtigten Zugangen zu
vermeiden. Das blasenfreie PDMS (2ml) wurde in eine Spritze mit spezieller
Injektionskanlle Uberfiinrt, welche in eine separate Offnung in der PMMA-Platte
eingefuhrt und das PDMS zwischen PMMA und Si-Master injiziert wurde. Dabei
wurde auf einen gleichmaRigen Druck an der Injektionsspritze geachtet, um eine
eventuelle Luftblasenbildung zu vermeiden, welche zu einer verminderten Adhasion
zwischen PDMS und Substrat fihren kann. Das PDMS wurde in dieser Vorrichtung
bei 60°C uber Nacht auspolymerisiert und am nachsten Tag fur weitere 2 Stunden
bei 80°C inkubiert, um eine vollstandige Polymerisation zu gewahrleisten.
Abschliefend wurden die vier Schrauben der Zugénge sowie die zwei
Haltungsschrauben von der PMMA-Platte entfernt und die PMMA-Platte mit dem

PDMS-Langskanale aus der Vorrichtung vorsichtig entnommen.

3.4.2 Zusammenbau des mikrofluidischen Systems

Die funktionalisierte Goldoberflache wurde durch vorsichtigen manuellen Druck direkt
mit dem PDMS-Langskanal kontaktiert (Abbildung 3.2 A). Der Ein —und Ausgang des
Kanals wurde Uber Schrauben verschlossen, in welche die PTFE-Schlduche mit
entsprechenden Dichtungen (Upchurch Scientific, USA) eingebracht wurden. Der
Kanalausgang wurde Uber einen Schlauch, Schrauben und Dichtungen mit einem

Abfallbehalter verbunden, um Gberschissiges Kanalvolumen zu sammeln (Abbildung
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3.2 B). Der Schlauch am Kanaleingang verlauft zu einem manuell-justierbaren Ventil,
welches Uber entsprechende Schraube und Dichtung abgedichtet ist. Von diesem
Ventil 1auft eine weitere Verbindung zu einem Abfallbehalter. Diese Verbindung dient
dazu, das mikrofluidische System frei von Luftblasen zu bekommen. Eine dritte
Verbindung verlauft von dem Ventil zu der Injektionsspritze (ILS GmbH, Stutzerbach)
mit der jeweiligen Flussigkeit. Die Kontrolle der FlulRgeschwindigkeit in dem
mikrofluidischen System wurde Uber eine Spritzenpumpe SP 230WZ  (World

Precision Instruments, Deutschland) realisiert.

A B

Ausgang 2em
PDMS Kanal
—
4

Y |Abfall : =, @
Polymerschicht —E 1 Au . ‘\ l
| Glassubstrat Ti

—— Objektiv [
b= 1000pm Eingang
h= 100pm

Abbildung 3.2: Aufbau und Funktionsprinzip des mikrofluidischen Systems MicCell™. (A) Die
funktionalisierte Goldoberflache wird in Kontakt mit dem PDMS-Kanal gebracht. Die Fixierung des
Kanals auf dem Substrat erfolgt Uber die Adhasionskraft des PDMS. Dieses System wird dann in einer
Vorrichtung verschraubt, welche ein planares Aufliegen des mikrofluidischen Systems auf dem
Mikroskoptisch ermdglicht. (B) Das blasenfreie Befiillen des mikrofluidischen Langskanals erfolgt Gber
ein Ventil, welches die Zellsuspension in PTFE-Schlauchen zu dem Abfallbehalter umleitet. In einem
zweiten Schritt wird die Zellsuspension lber das Ventil in den Léngskanal eingeleitet. Uberschiissiges

Suspensionsvolumen wird dann von dem Kanalausgang in einen Abfallbehélter gesammelt.

3.4.3 Zellkultivierung und Zellablésung im mikrofluidischen
System

Im mikrofluidischen System wurden fur die Einzelzellablésungsexperimente auf den
schaltbaren Oberflachen L929 Mausfibroblasten als Modellsystem kultiviert.
Abweichend von der Medienzusammensetzung aus Tabelle 3.1 wurden diese Zellen
in RPMI 1640-Medium mit 25 mM HEPES, 10% FCS, 3.6 mM L-Glutamin und 1%
Gentamycin bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Hierbei betrug die Zellkonzentration
5x10° Zellen/cm? da diese eine passende Zelldichte gewahrleistete. Die

Passagierung der Zellen wurde wie in Kapitel 3.1 beschrieben durchgeflhrt.
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Die Zellen wurden fir 20 Stunden bei 37°C und 5% CO; in dem mikrofluidischen
Kanal kultiviert. Flr die Einzelzellablésungsexperimente wurde die Zellablésung Uber
die Temperaturreduktion auf 25°C fir 30 Minuten induziert. AnschlieRend wurden die
abgerundeten Zellen unter definierten FluRgeschwindigkeiten aus dem Kanal
entfernt. Als Kontrollexperiment wurden kultivierte Zellen in dem mikrofluidischen
System mittels einer Mikroskoptischheizplatte Linkam MS100 (Linkam Scientific
Instruments, UK) auf 37°C gehalten, um die Funktionalitat der schaltbaren
Oberflache zu testen. Die Dokumentation und Auswertung erfolgte wie in Kapitel
3.5.1 beschrieben.

3.4.4 Berechnung der Zellumstromungsgeschwindigkeit im
rechteckigen mikrofluidischen Kanal

Alle Berechnungen der Zellumstromungsgeschwindigkeit wurden (ber das
Programm Mathematica 5.2 (Wolfram Research, Europa) durchgefuhrt. Fir die
Berechnung wurden Parameter wie Kanalgeometrie, Zellmorphologie sowie
ZellgrolRe  miteinbezogen. Die aus dem  Abldseversuch resultierenden
Zellmorphologien (ausgebreitet und abgerundet) wurden mittels geometrischen
Objekten fur die Berechnung modeliert (Abbildung 3.3).

15 um

4,5 um

L—d = 20—»] l Lid = 2r—>I

Abbildung 3.3: Flussprofil in einem mikrofluidischen Kanal im Bezug auf unterschiedliche

Zellmorphologien. Fur die Berechnung der Zellumstromungs-geschwindigkeit in dem
mikrofluidischen Kanal wurden zwei Zellmorphologien (ausgebreitet, rund) mathematisch angenahert,
welche aus den Experimenten resultierten. Die geometrischen Parameter (Zellhdhe, Zellbreite)

wurden Uber 3D-Aufnahmen im Konfokalen Laser Scanning Mikroskop abgeleitet.

Dabei wurde die Morphologie der ausgebreiteten Zellen Uber eine Gaulische
Querschnittsflache (Héhe h = 45 pm, Breite 2r = 20 = 35 ym) als

rotationssysmmetrisch angenommen. Dagegen wurden runde Zellen Uber ein
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spherisches Modell mit h = 15 ym, 2r = 20 ym abzlglich einer Segmenthdhe von r/2
betrachtet. Die geometrischen Parameter wurden aus Aufnahmen mit dem
Konfokalen Laser Scanning Mikroskop Uber einen 3D Stack in z-Richtung abgeleitet.
Zuerst wurde fur die Berechnung der Zellumstromungsgeschwindigkeit u,, die
mittlere FlieRgeschwindigkeit z; berechnet, welche Uber

u=V/A4 (5)

definiert ist (Spurk, 2003). V steht fir die angelegte FluRrate Uber die Spritzenpumpe
und A bezeichnet die Querschnittsflache des rechteckigen mikrofluidischen Kanals.
Daruber hinaus wurde in die Berechnung von u,,,, ein Formfaktor ¢ miteinbezogen,

welcher die lokale FlieRgeschwindigkeit in x und y Richtung auf z; bezieht.

h +r

ffu(x, ¥)dxdy

- 6
¢ 2rh*u (6)

wobei h fir die Zellhohe und r fiir den Zellradius steht.

Abschlieltend wurde u,,,, aus den bisher berechneten Faktoren wie folgt berechnet:
Uge =a™*u (7)

3.5 Mikroskopie

3.5.1 Durchlichtmikroskopie und Auswertung

Die Zellablésung auf den Polymeroberflachen wurde durch Temperaturschaltung von
37°C auf 25°C fur 30 Minuten induziert und mittels Lichtmikroskop Leica DMIL
(Leica, Deutschland) Uber ein 10x/0,25 Objektiv im Phasenkontrastmodus
beobachtet. Die Dokumentation des Zellverhaltens uUber die Zeit erfolgte mittels
Kamera Nikon Digital Sight DS-L1 (Nikon, Deutschland), welche an das
Lichtmikroskop angeschlossen war. Die dokumentierten Bilder wurden mittels
Grauabgleich nachbearbeitet und der Kontrast fur eine optimale Auswertung
angepasst. Die Zahl adharenter und abgerundeter Zellen wurde manuell ausgezahlt,
wobei Zellen mit uneindeutiger Morphologie und abgerundete Zellen bei 37°C nicht
berucksichtigt wurden. Als abgerundete Zellen bei 25°C wurden ausschlief3lich Zellen
mit einem Durchmesser bis zu 20 pym identifiziert und gezahlt. Zellen, die oberhalb

dieses Grolienbereichs lagen wurden als ausgebreitet betrachtet und gezahlt.
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3.5.2 Konfokale Laserscanning- Mikroskopie (CLSM)

Die fluoreszenzmarkierten Zellen auf dem angefarbten Substrat wurden mittels des
Konfokalen Laser Scanning Mikroskops LSM 510 (Zeiss, Jena, Deutschland)
mikroskopiert. Da die CLSM inzwischen zu den Standardtechniken gehoért, wird die
Funktionsweise nicht naher beschrieben.

Als Objektiv wurde das 10x/ 0,3 Objektiv sowie das 40x/1,3 Ol DIC eingesetzt und
der Scanzoom nach Bedarf variiert. Die spezifische Anregung von 488 nm fur
Streptavidin Alexa Fluor 488 sowie fur die fluoreszenten Biotin-Beads erfolgte Uber
den Argonlaser (488 nm). Als Hauptfarbteiler (HFT) wurde 488 mit dem
Nebenfarbteiler (NFT) 490 eingesetzt.

Die spezifische Anregung von ConA erfolgte mittels eines Helium-Neon-Lasers bei
einer Anregungswellenlange von 543 nm. Dabei wurde der Hauptfarbteiler HFT 405 /
488 / 543 mit dem NFT 545 verwendet. Die Pixelverweilzeit betrug 12 us. Die Zellen
wurden Ubersteuert aufgenommen, um das strukturiert aufgebrachte Fibronektin
sowie die Migrationsrichtung der Zellen in Form von Zellspuren deutlich darstellen zu
konnen. Daruber hinaus wurden Aufnahmen im Reflexionsmodus mittels des
Argonlasers bei einer Anregungswellenlange von 488 nm durchgefuhrt, um eine
hoéhere strukturelle Auflosung der Zellmorphologie im Bezug auf das
Adhasionsverhalten zu erhalten. Dabei wurde der Hauptfarbteiler HFT 488 mit dem
Nebenfarbteiler NFT 490 verwendet.
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4. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung von temperaturschaltbaren
Polymeroberflachen zur Kontrolle der Zell-Substrat-Adhasion. Dazu wurden
PNIPAAm-basierte Copolymere mit Thiolfunktionalisierung an Goldoberflachen
gebunden. Die entwickelten Polymeroberflachen erwiesen sich als zellvertraglich und
ermdglichten eine kontrollierte Ablésung adharenter, lebender Zellen durch milde
Temperaturanderung.  Modifikationen an diesen schaltbaren  Oberflachen
ermdglichten eine Anpassung an das stark unterschiedliche Adhasionsverhalten
verschiedener Zellarten. Die Anwendbarkeit der schaltbaren Polymeroberflachen
konnte sowohl in mikrofluidischen Systemen als auch auf mikrostrukturierten

Oberflachen gezeigt werden.

4.1 Funktion und Zellvertraglichkeit von P15-Au

LCST-Bestimmung von PNIPAAM-PEG15%-COOH

Die LCST (lower critical solution temperature) gibt die Temperatur an, bei der ein
Polymer von einem hydratisierten Zustand (<LCST, geringe Partikelgrofie) in einen
dehydratisierten Zustand (>LCST, grofRe Partikelgrole) wechselt. Wahrend der
Synthese von PNIPAAM-PEG15%-SH (P15) entstand die Polymervorstufe
PNIPAAM-PEG15%-COOH, die sich lediglich durch die Endgruppe von P15
unterscheidet. Da man davon ausgehen konnte, dass die Endgruppe keinen Einfluss
auf die LCST des jeweiligen Polymers hat, konnte Uber die Vorstufe die LCST von
P15 bestimmt werden, ohne einen Einfluss der chemisch labilen SH-Gruppe auf die
Messung befirchten zu mussen. Abbildung 4.1 zeigt die Daten der LCST-
Bestimmung fur PNIPAAM-PEG15%-COOH. Die LCST lag zwischen 35 und 36 °C,
was sich anhand der signifikanten Partikelvergroflerung von PNIPAAM-PEG15%-
COOH in Loésung bei Temperaturanderung von 35 °C auf 36 °C erkennen lasst.
Diese Messungen sowie die Synthese wurde von unserem Projektpartner Fraunhofer
IAP, Potsdam (Dr. A.Lieske) durchgefuhrt.
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Abbildung 4.1: Ermittlung der charakteristischen LCST (lower critical solution temperature) des
PNIPAAM-PEG15%-COOH Copolymers. PNIPAAM-PEG(15%)-COOH () zeigt eine LCST
zwischen 35°C und 36°C.

Kontaktwinkelmessung auf P15-Au

P15 wurde adsorptiv an eine Goldflache angebunden (siehe Kapitel 3.3.1.4), woraus
die schaltbare Polymeroberflache P15-Au entstand. lhre Schaltbarkeit wurde
zunachst Uber Kontaktwinkelmessungen charakterisiert (Abbildung 4.2). Die Daten
dieser Messung zeigten eine Kontaktwinkelanderung mit der Temperatur von 54° bei
20 °C bis 65° bei 45 °C. Die Anderung der Benetzungseigenschaften von P15-Au
entspricht dem Ubergang von einem hydratisierten Zustand unterhalb der LCST bei
20 °C hin zu einem dehydratisierten Zustand oberhalb der LCST bei 45 °C (vgl.
Abbildung 4.1). Auf unbehandelter Goldoberflache blieb der Kontaktwinkel bei

Temperaturanderung nahezu konstant bei ca. 70°.
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Abbildung 4.2: Fortschreitkontaktwinkel von Wasser auf P15-Au ( © ) und gereinigtem Gold (A)
als Funktion der Temperatur. Die Anderung des Kontaktwinkels bei P15-Au lber die Temperatur
basiert auf dem Wechsel von einem hydratisierten Zustand bei 20 °C zu einem dehydratisierten
Zustand bei 37 °C. Eine gereinigte, nicht beschichtete Goldoberflaiche zeigt keine Anderung der
Benetzungseigenschaften bei Temperaturanderung. Die Daten geben einen Mittelwert von jeweils flinf
Messungen an. Die Standardabweichungen des Mittelwerts wurden nicht grafisch dargestellt, da sie

nie die Symbolgréfe Uberschritten. Rohdaten: siehe Tabelle A1 im Anhang.

Zellkultivierung und Zellablésung auf P15-Au

Zur  Charakterisierung der  Zellvertraglichkeit sowie der  Schaltbarkeit
(Schaltverhalten) der Polymeroberflache wurden darauf L929 Mausfibroblasten
kultiviert (Abbildung 4.3). Das Schaltverhalten der Polymeroberflache wurde mit dem
damit verbundenen Zellverhalten korreliert.

Die Zellen zeigten auf P15-Au nach einer Kultivierungszeit von 2 Tagen bei 37 °C ein
Adhasions- und Ausbreitungsverhalten vergleichbar zu kommerziell erhaltlichen
Polystyren-Zellkultursubstraten (Abbildung 4.3 A). Auch ein beobachtbarer
Unterschied in der Zellmorphologie konnte nicht festgestellt werden. Auf beiden
Oberflachen lieRen sich L929 Zellen gut kultivieren. Dabei zeigten sich sowohl

vereinzelte Zellen wie auch groRere Zellgruppierungen.
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Abbildung 4.3: Zellvertraglichkeit und Schaltbarkeit von P15-Au. L929-Zellablésung auf P15-Au
ausgelost durch Temperaturanderung von 37°C auf 25°C zu unterschiedlichen Zeitpunkten. (A)
Zelladhasion und Zellausbreitung bei 37°C auf der Polymeroberflache. (B) Nach 15 minitiger
Inkubation bei 25°C beginnen sich die Zellgruppierungen (gepunktete und gestrichelte Bereiche) und
die Einzelzellen (schwarze Pfeile) zusammenzuziehen und sich abzurunden. (C) Nach 25 minitiger
Inkubation bei 25°C wird die Zellgruppierung (gepunkteter Bereich) mit der benachbarten
Zellgruppierung (gestrichelter Bereich) von der Polymeroberflache gezogen. (D) Nach 35 Minuten bei
25°C sind die Zellgruppierungen komplett von der Polymeroberflache gelost. Abgerundete

Einzelzellen verbleiben auf der Polymeroberflache. MaRstab: 100 um.

Nach Temperaturanderung von 37 °C auf 25 °C zeigten sowohl die
Zellgruppierungen (gepunktete, gestrichelte Linie - Abbildung 4.3 B) als auch die
Einzelzellen (schwarze Pfeile - Abbildung 4.3 B) eine langsame Kontraktion der
Zellkkérper nach 15 Minuten. Dieses Zellverhalten deutet auf die erwartete
Konformationsanderung der Polymeroberflache hin. Nach 25 Minuten begannen
beide Zellgruppierungen sich vom Substrat abzulésen, wobei Zell-Zellverbindungen
erhalten blieben (Abbildung 4.3 C). Nach weiteren 10 Minuten |6sten sich die
Zellgruppierungen vom Substrat komplett ab, lediglich einzelne Zellen verblieben
abgerundet auf der Oberflache (Abbildung 4.3 D).
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4.2 Einfluss von P15-Au auf das Einzelzellverhalten von
L929

Da der Fokus dieser Arbeit auf der Kontrolle der Einzelzellablésung von schaltbaren
Substraten lag, wurden L929-Zellen vereinzelt auf der Polymeroberflache kultiviert.
Anhand des Einzelzellverhaltens (Zellausbreitung / Zellabrundung) Dbei
Temperaturanderung lief3en sich dann Ruckschlisse auf die Schaltkinetik sowie die

Polymerbelegungsdichte an der Goldoberflache ziehen (Abbildung 4.4).

Zellabrundung [%]

14 28
Zeit nach Temperaturdanderung [min]

Abbildung 4.4: L929-Einzelzellabrundung auf P15-Au ausgelost durch Temperaturdnderung
von 37°C auf 25°C nach unterschiedlichen Zeiten. (A) Zelladhasion und Zellausbreitung bei 37°C
auf der Polymeroberflache. (B) Nach 14 minitiger Inkubation bei 25°C beginnen sich die Einzelzellen
zusammenzuziehen und sich abzurunden. (C) Nach 28 mindtiger Inkubation ist der
Zellabrundungsprozess abgeschlossen. Wenige Zellen verbleiben ausgebreitet auf der
Polymeroberflache. MaRstab: 100 um. (D) Prozentuale Einzelzellabrundung von L929 auf P15-Au
nach der Temperaturdnderung zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Zellzahl wurde pro Gesichtsfeld
ausgezahlt und entsprechend der jeweiligen Zeitpunkte prozentual auf die Gesamtzellzahl pro
Gesichtsfeld bezogen. Der Hintergrund (Zahl abgerundeter Zellen bei 37°C) wurde hierbei nicht
bertcksichtigt. Die Daten stellen Durchschnittswerte dreier unabhangiger Experimente dar. Als
Fehlerindikator ist die Standardabweichung des Mittelwerts dargestellt. Nach 14 minitiger Inkubation
bei 25°C sind 29 % der Zellen abgerundet, nach 28 Minuten bei 25°C sind es 79%. Rohdaten: siehe
Tabelle A3 im Anhang.
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Nach 2 Tagen Kultivierung waren die Zellen adharent und ausgebreitet auf der
Polymeroberflache (Abbildung 4.4 A). Bei einer Temperaturabsenkung auf 25 °C
begannen die Einzelzellen sich abzurunden. Nach 14 Minuten bei 25 °C waren
ca. 29 % der Zellen abgerundet (Abbildung 4.4 B, D). Der Einzelzellabrundungsanteil
lag nach 28 Minuten bei 79 % (Abbildung 4.4 C, D). Ein weiterer Anstieg des
Zellabrundungsanteils mit zunehmender Zeit konnte nicht beobachtet werden. Ca. 90
% aller abgerundeten Zellen verblieben auf der Polymeroberflache, wohingegen sich
10 % von der Oberflache komplett ablosten und aufschwammen. Die abgerundeten
Zellen konnten mittels einer Pipette von der Oberflache abgeldst und flr weitere
Kultivierungen eingesetzt werden. Als Kontrolle wurden L929 aus der jeweils selben
Zellpassage auf herkdmmlichen Polystyrenoberflachen flr 2 Tage bei 37 °C kultiviert
und anschlieBend bei 25°C fur 30 Minuten beobachtet. Wahrend dieses
Beobachtungszeitraums konnten weder Zellabrundung noch Zellablésung der

ausgebreiteten L929 festgestellt werden (Daten nicht abgebildet).

4.3 Kontrollierte Einzelzellablosung im mikrofluidischen
System

Die in Kapitel 4.2 beschriebene Einzelzellabrundung mittels temperaturschaltbaren
Oberflachen wurde auf ein mikrofluidisches System Ubertragen, um die notwendige
Kraft fir eine komplette Abldsung abgerundeter Zellen auf temperaturschaltbaren
Oberflachen besser kontrollieren zu kdnnen.

Hierzu wurde die temperaturschaltbare Polymeroberflaiche P15-Au in ein
mikrofluidisches System integriert (siehe Kapitel 3.4.2) und L929 Fibroblasten in dem
mikrofluidischen Kanal (Breite=1000 ym, Héhe= 100 um) kultiviert (Abbildung 4.5). In
diesem Kanal herrschte ausschlieRlich laminare Stromung, da aufgrund der
verwendeten Kanalgeometrie eine Reynoldszahl von Re ~ 1 angenommen werden
konnte. Die eingespulten Zellen waren nach 20 h - 24 h Kultivierung bei 37 °C
adharent und ausgebreitet (Abbildung 4.5 A). Das Zellverhalten (Adhasion/
Ausbreitung) sowie die Zellmorphologie auf P15-Au in dem mikrofluidischen Kanal
glichen dem Zellverhalten auf P15-Au. AnschlieBend wurde das mikrofluidische
System mit den auf P15-Au kultivierten Zellen bei 25 °C inkubiert, um eine

Zellabrundung auf der temperaturschaltbaren Polymeroberflache zu induzieren. Nach
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30 Minuten bei 25 °C rundeten sich 80 — 90 % aller ausgebreiteten Zellen ab
(Abbildung 4.5 B).

Durch Anlegen eines Flusses in dem mikrofluidischen Kanal wurden die
abgerundeten Zellen laminar von Medium umstromt. Die Kontrolle der
Flussgeschwindigkeit in dem mikrofluidischen System wurde Uber eine
Spritzenpumpe erreicht (siehe Kapitel 3.4.2). Die abgerundeten Zellen wurden unter
definierten Flussgeschwindigkeiten aus dem Kanal entfernt. Als
Zellumstromungsdauer wurde flr jede Flussgeschwindigkeit ein Zeitbereich von 30
Sekunden festgelegt. Basierend auf den resultierenden Zellmorphologien
(ausgebreitet und abgerundet) wurde fur jede Flussgeschwindigkeit die
Zellumstromungsgeschwindigkeit Uber ein geometrisches Modell berechnet (siehe
Kapitel 3.4.4) und mit dem jeweiligen Zellabrundungsanteil korreliert (Abbildung 4.5
E).
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Abbildung 4.5: Auswirkung von laminarer Stromung auf L929 Fibroblasten auf P15-Au in einem
mikrofluidischen PDMS-Kanal. (A) Fibroblasten adhéarieren und breiten sich auf der
Polymeroberflache bei 37 °C aus. (B) Vollstandige Zellabrundung in Folge der Temperaturanderung
von 37 °C auf 25 °C nach 30 Minuten. (C) Einzelzellablosung abgerundeter Zellen in Folge des
angelegten laminaren Flusses bei einer Zellumstromungsgeschwindigkeit von 560 um/s (Berechnung
siehe Kapitel 4.4). (D) Bei 37 °C und einer angelegten Zellumstromungsgeschwindigkeit von 700 um/s
kénnen die ausgebreiteten Zellen von der Polymeroberfliche nicht abgelést werden (dieses Bild
wurde an einer anderen Position aufgenommen). Nur eine geringfligige morphologische Veranderung
konnte aufgrund des laminaren Flusses beobachtet werden. Maflstab: 100 um. (E) Prozentuale
Einzelzellablésung der L929 Fibroblasten auf P15-Au in einem mikrofluidischen System als Funktion
der Zellumstrémungsgeschwindigkeit. Bei 25 °C (®) runden sich die Zellen ab und losen sich
aufgrund des angelegten laminaren Flusses ab. Ungefahr 80 % aller abgerundeten Zellen I6sen sich

von der Polymeroberflache bei einer Zellumstromungsgeschwindigkeit von 560 um/s. Bei 37 °C (A)

57



ERGEBNISSE

bleiben die Zellen adharent und ausgebreitet bei allen angelegten Flussgeschwindigkeiten. Die Daten
stellen Durchschnittswerte dreier unabhangiger Experimente dar. Als Fehlerindikator ist die

Standardabweichung des Mittelwerts dargestellt. Rohdaten: siehe Tabelle A2 im Anhang.

Bei einer Zellumstromungsgeschwindigkeit ucer von 560 um/s konnten ca. 80 % aller
abgerundeten Zellen aus dem mikrofluidischen Kanal entfernt werden (Abbildungen
4.5 C, E). Die Vitalitat der ausgespulten Zellen wurde nicht beeinflusst. Die Zellen
konnten fur weitere Kultivierungen verwendet werden.

Zur Uberpriifung der Schaltbarkeit der Polymeroberflaiche bei unterschiedlichen
Temperaturen wurden L929 auf P15-Au in dem mikrofluidischen Kanal bei 37°C einer
laminaren Stromung ausgesetzt. Die Zellen zeigten bei allen angewandten
Flussgeschwindigkeiten keine Zellabrundung oder Zellabldsung (Abbildung 4.5 D, E).
Nur geringfugige morphologische Veranderungen, die auf die angewandten

Flussgeschwindigkeiten zurtckzufihren sind, konnten beobachtet werden.

4.4 Oberflachenstabilitat

FUr eine mdgliche kommerzielle Nutzung der entwickelten temperaturschaltbaren

Polymeroberflache wurde deren Stabilitat untersucht.

4.4.1 Haltbarkeit von P15-Au

In diesem Ansatz wurde geklart, welche Langzeitstabilitat die temperaturschaltbare
Polymeroberflache P15-Au hinsichtlich ihrer Schaltbarkeit aufweist. Hierzu wurden
zwei unabhangige Versuche Uber einen Zeitraum von jeweils 6 Wochen
durchgefuhrt. Als Bewertungsparameter fur die Oberflachenschaltbarkeit wurde die
prozentuale Zellabrundung nach Schaltung definiert (Abbildung 4.6). Ein erster
Einfluss der Lagerung auf die Oberflachenschaltbarkeit konnte nach Woche 2
beobachtet werden. Hier reduzierte sich der Zellabrundungsanteil von 80 — 90 % auf
60 — 70 %.
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Abbildung 4.6: Oberflachenstabilitat von P15-Au bei unterschiedlichen Lagerungszeiten und
-bedingungen. RT: 25 °C , Ex: Exsikator. Es wurden 8 x P15-Au Praparate zeitgleich hergestellt und
zu unterschiedlichen Zeitpunkten fur die Kultivierung von L929 Fibroblasten eingesetzt. Die Zellen
wurden Uber 2 Tage bei 37 °C kultiviert und bei 25 °C fir 30 Minuten abgerundet. Die jeweilige
prozentuale Zellabrundung wurde als Funktion der entsprechenden Lagerungsdauer aufgetragen. Die
Lagerung von temperaturschaltbaren Oberflachen ist bis 6 Wochen unkritisch. Bei der Lagerung der
Polymeroberflache bei 40 °C zeigen sich nach Woche 2 und Woche 6 signifikant niedrigere
Zellabrundungsanteile. Fur die Lagerung der Polymeroberflache an Umgebungsluft ergibt sich eine
prozentuale Zellabrundung zwischen 60 — 70 %. Die Zellabrundungsanteile in Woche 6 des
2.Versuchs konnten aufgrund einer Kontamination wahrend der Zellkultivierung nicht ermittelt werden.

Rohdaten: siehe Tabelle A5 im Anhang.

Nach Woche 4 konnte eine weitere Absenkung des Zellabrundungsanteils um 10 %
verzeichnet werden. Die Oberflachenschaltbarkeit nach Woche 6 zeigte ein ahnliches
Niveau wie ein 2 Wochen altes Praparat. Die Simulation einer Alterung der
Polymeroberflache bei 40 °C im Vakuum zeigte in Woche 2 und Woche 6 eine
Reduktion des Zellabrundungsanteils auf 10 -20 %.

Der Vergleich der Lagerungsbedingungen (Vakuum, Umgebungsluft) zeigte, dass die
Lagerung bei Vakuum eine grolere Langzeitstabilitdt gewahrleistete als die

Lagerung bei Umgebungsluft.
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4.4.2 Wiederverwendbarkeit von P15-Au

Eine interessante Fragestellung bei der Anwendung temperaturschaltbarer
Oberflachen in der Zellkultur betrifft deren Wiederverwendbarkeit. Fur eine effiziente
Nutzung solcher Polymeroberflachen ware eine mehrmalige Anwendung vorteilhaft.
Deshalb wurde die Reproduzierbarkeit des Schaltvorgangs auf
temperaturschaltbaren  Oberflachen P15-Au  bei mehrmaliger Verwendung
(Schaltzyklen) untersucht (Abbildung 4.7). Ein Schaltzyklus verlauft von 37 °C
(adharenter Zellzustand) auf 25 °C (abgerundeter Zellzustand) und wurde
anschlieend auf 37 °C zurtuckgefuhrt (Abbildung 4.7 A).

Auf zwei P15-Au-Praparaten mit unterschiedlichem Alter (Tag 0, Woche 1) wurde der
Zellabrundungsanteil pro Schaltzyklus untersucht (Abbildung 4.7 B). Vor dem ersten
Schaltzyklus wurden die Zellen auf den Oberflachen flr 48 h kultiviert. Danach wurde
die Temperatur von 37 °C auf 25 °C fur 30 Minuten gesenkt, wodurch die Zellen sich
abrundeten und durch vorsichtiges Pipettieren vollstandig von der Oberflache
entfernt werden konnten. Vor jeder erneuten Zellkultivierung wurden die Oberflachen
bei 25 °C in PBS gewaschen, um vermutlich adsorbierte Proteine von der Oberflache
zu entfernen, welche die Schalteffizienz der Polymeroberflache beeinflussen
konnten. Die abgelosten Zellen wurden auf die gewaschenen Oberflachen erneut
ausgesat und fur 48 h kultiviert. Danach wurde ein erneuter Schaltzyklus vollzogen.
Auf beiden praparierten Polymeroberflachen konnte Uber einen Zeitbereich von zwei
Schaltzyklen ein ahnliches Zellabrundungsniveau beobachtet werden. Die
Unterschiede des Zellabrundungsanteils zwischen den beiden Polymeroberflachen
waren gering und vermutlich nicht signifikant. Nach dem dritten Schaltzyklus zeigte

sich eine Reduktion des Zellabrundungsanteils auf 50 %.
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Abbildung 4.7: Wiederverwendbarkeit von P15-Au Oberflaichen bei unterschiedlichen
Lagerungszeiten fiir den Gebrauch als Zellkultursubstrat. (A) Schaltzyklus von L929 auf P15-Au.
Zelladhasion bei 37 °C, Zellabrundung nach 30 Minuten bei 25 °C, erneute Zelladhasion nach 1h bei
37 °C. Malstab: 50 uym. (B) Tag 0 (m): P15-Au wurde am Tag der Praparation fir eine mehrmalige
Kultivierung eingesetzt. Woche 1 (m): P15-Au wurde fir eine Woche bei RT unter Vakuum gelagert
und dann fir eine mehrmalige Kultivierung eingesetzt. Die ausgebreiteten Zellen auf P15-Au wurden
Uber Temperaturschaltung von 37 °C auf 25 °C abgerundet und anschlieBend mittels einer Pipette von
der Oberflache gespililt. Die Oberflache wurde in PBS gewaschen und fir eine erneute Zellkultivierung
mit den vorher weggespllten Zellen eingesetzt. Vor jeder Schaltung wurden die Zellen fiir 2 Tage
kultiviert. Der Zellabrundungsanteil wurde nach einer Temperaturanderung (37 °C — 25 °C) bestimmt.
Rohdaten: siehe Tabelle A4 im Anhang.

4.5 Anpassung schaltbarer Oberflachen fur eine
zelltypspezifische Adhasionskontrolle

Da unterschiedliche Zelltypen in ihrem Adhasionsverhalten stark variieren, wurden
Uber Oberflachenmodifikationen die dem jeweiligen Zelltyp entsprechenden

Oberflacheneigenschaft eingestellt.

4.5.1 Charakterisierung von P15-Au und P19-Au

Ein mdglicher Ansatz zur Optimierung der Schaltkinetik und der Schalteffizienz ist die

Erhdhung des intramolekularen PEG-Gehalts im Copolymer. Dadurch ergeben sich
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fur die Schaltkinetik und Schalteffizienz der Polymeroberflache zwei nutzliche
Effekte. Zum einen wird die LCST des Copolymers in Richtung der
Kultivierungstemperatur von Zellen (37 °C) verschoben, wodurch es zu einem
friheren Schalten der Polymeroberflache kommt. Zum anderen gewahrleistet der
héhere PEG-Gehalt im Copolymer eine starkere Hydratisierung der Polymerschicht.
Beide Effekte konnen zu einer schnelleren und hoheren Zellabrundung auf

schaltbaren Polymeroberflachen beitragen (Schmaljohann et al., 2003).

LCST-Vergleich von PNIPAAM-PEG15%-COOH und PNIPAAM-PEG19%-COOH
Entsprechend der LCST-Charakterisierung von P15 (Kapitel 4.1) wurde fir das neu
erhaltene Copolymer PNIPAAM-PEG19%-SH (P19) die LCST anhand der
Polymervorstufe PNIPAAM-PEG19%-COOH ermittelt. Wahrend P15-Au eine LCST
bei 35 — 36 °C aufwies, zeigte P19 seine LCST zwischen 36 — 37 °C (Abbildung 4.8).
Dies lie® sich anhand der signifikanten PartikelvergroRerung von PNIPAAmM-
PEG19%-COOH in Lésung bei Temperaturanderung von 36 °C auf 37 °C erkennen.
Diese Messungen sowie die Synthese wurde von unserem Projektpartner Fraunhofer
IAP, Potsdam (Dr. A. Lieske) durchgefuhrt.
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Abbildung 4.8: Vergleich der charakteristischen LCST (lower critical solution temperature) der
PNIPAAmM-PEG Copolymere mit unterschiedlichem PEG-Gehalt. PNIPAAM-PEG(15%)-COOH ()
zeigt eine LCST zwischen 35°C - 36°C. PNIPAAM-PEG(19%)-COOH (=) weist eine LCST im Bereich
von 36°C - 37°C auf.
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Vergleich der Kontaktwinkeldaten von P15-Au und P19-Au

P19 wurde wie P15 adsorptiv an eine Goldoberflache gebunden. Daraus entstand die
schaltbare Polymeroberflache P19-Au, welche uber Kontaktwinkelmessung bei
unterschiedlichen Temperaturen charakterisiert wurde. Die Kontaktwinkeldaten von
P19-Au wurden mit denen von P15-Au bei den jeweiligen Temperaturen
gegenubergestellt  (Abbildung  4.9). P19-Au  zeigte im  untersuchten
Temperaturbereich von 20 °C — 45 °C eine hdhere Hydrophilie als P15-Au. Bei 20 °C
ergab sich auf P19-Au ein Kontaktwinkel von 48 °, auf P15-Au ein Kontaktwinkel von
54 °. Bei 45 °C auf P19-Au zeigte sich Kontaktwinkel von 61 °, auf P15-Au ein
Kontaktwinkel von 65 °, was mit dem hoheren PEG-Gehalt von P19 im Einklang
steht. An beiden Oberflachen wurde ein nahezu paralleler

Temperaturabhangigkeitsverlauf festgestellt.
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Abbildung 4.9: Fortschreitkontaktwinkel von Wasser auf P15-Au (°), P19-Au (=) und
gereinigtem Gold (A) als Funktion der Temperatur. Der Temperaturabhangigkeitsverlauf von P15-
Au (54 ° - 65 °) und P19-Au (48 ° - 61 °) zeigt im Bereich von 20 °C — 45 °C ein ahnliches
Schaltverhalten. P19-Au ist aufgrund des hdheren PEG-Gehalts hydrophiler als P15-Au. Die
gereinigte, unfunktionalisierte Goldoberflache zeigt keine Anderung der Benetzungseigenschaften. Die
Daten geben einen Mittelwert von jeweils fiunf Messungen an. Die Standardabweichungen des
Mittelwerts wurden nicht grafisch dargestellt, da sie nie die SymbolgréRe Uberschritten. Rohdaten:

siehe Tabelle A1 im Anhang.
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Untersuchung der Oberflachenzusammensetzung von P19-Au

Die Oberflachenzusammensetzung von P19-Au wurde qualitativ und quantitativ
untersucht, um Information Uber chemische Strukturen an der Oberflache zu
erhalten. Hierzu wurde die Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) eingesetzt.
Die Oberflache wurde in einem Bereich von 0,3 mm x 0,7 mm bis zu einer Tiefe von
ca. 7 nm erfasst. Die elementare Analyse ergab von dem Substrat einen Goldanteil
von 30 at%. Unter der Annahme, dass die Polymerschicht eine homogene Belegung
aufwies sowie unter Vernachlassigung der Oberflachenrauhigkeiten, konnte anhand
der relativen Intensitatssignale eine Schichtdicke von P19-Au im Bereich von 3 — 4
nm angenommen werden. Das charakteristische Kohlenstoff C1s Spektrum von P19-
Au ergab funf Typen von Kohlenstoffsignalen mit unterschiedlichen
Bindungsenergien (BE) (graue Linie, Abbildung 4.10).

Drei dieser Typen konnten PNIPAAmM zugeordnet werden: Die C-C-Verbindung mit
einer BE = 285,0 eV, C-N-Verbindungen mit einer BE = 285,7 eV und die O=C-N mit
einer BE = 287,8 eV. Das Kohlenstoffsignal C-O mit einer BE = 286,4 eV konnte dem
intramolekularen PEGMA zugeordnet werden. Das schwache Signal der O=C-O
Verbindung mit einer BE = 289,0 eV konnte nicht mit der Zusammensetzung von
P19-Au korreliert werden. Es stammt vermutlich von einer unspezifischen
Adsorbatschicht auf P19-Au. Die XPS-Messung wurden von unserem Projektpartner

Fraunhofer IAP, Potsdam (Dr. A. Hollander) durchgefiihrt und ausgewertet.

292 291 290 289 283 287 286 285 284 283 282
binding energy [eV]
Abbildung 4.10: Réntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) von P19-Au. Dargestellt ist ein
reprasentatives Kohlenstoff C1s-Spektrum von P19 (graue Linie) und ein simuliertes Spektrum fir eine
molare PEGMA-Fraktion von 12 mol%. Die Daten dieser Messung konnten durch eine zweite

Messung bestatigt werden.
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Auf der Grundlage dieser Signale wurde Uber ein simuliertes Spektrum (schwarze
Linie, Abbildung 10) der molare Monomeranteil beider Teile des Copolymers
ermittelt. Hieraus ergab sich eine Zusammensetzung von 88 mol% PNIPAAmM zu 12
mol% PEGMA fur P19. Das charakteristische O1s-Spektrum wurde auf dieselbe
Weise angenahert und bestatigte die Ergebnisse des C1s-Spektrums bzgl. der
Oberflachenzusammensetzung von P19. Insgesamt spricht die Reinheit der XPS-

Signale fur eine nahezu saubere, unkontaminierte Oberflache.

Vergleich des Zellverhaltens auf P15-Au und P19-Au

Der intramolekulare PEG-Gehalt von P15-Au und P19-Au hat einen signifikanten
Einfluss auf die Zellabrundungszeit nach Temperaturanderung (Abbildung 4.11).
Abbildung 4.11 A stellt das Zellverhalten auf beiden Oberflachen zu bestimmten
Zeitpunkten gegenuber. Hierbei zeigte sich, dass bei 37 °C nach 3 Tagen
Kultivierung die Zellen auf beiden Oberflachen adharent und ausgebreitet waren.
Beide Oberflachen erwiesen sich als zellvertraglich.

Der Zellabrundungsanteil ist als Funktion der Zeit in Abbildung 11B aufgetragen.
Nach 14 Minuten bei 25 °C wurde der Unterschied im Zellverhalten auf beiden
Oberflachen deutlich (Abbildung 4.11 A, mittig). Wahrend auf P19-Au bis zu 74 % der
ausgebreiteten Zellen abgerundet waren, rundeten sich auf P15-Au lediglich 23 %
ab. Nach 28 Minuten erreichte der Zellabrundungsanteil auf P15-Au ein ahnliches
Niveau wie nach 14 Minuten auf P19 (Abbildung 4.11 A, rechts). Auf P19-Au konnte
nach 28 Minuten ein Zellabrundungsanteil von mehr als 90 % beobachtet werden.
Somit ermoglicht P19-Au im Vergleich zu P15-Au eine doppelt so schnelle

Zellablésung.
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Abbildung 4.11: Zellabrundung auf P15-Au und P19-Au iiber die Zeit. (A) Zellabrundung von
adharenten, ausgebreiteten L929 auf P15-Au und P19-Au im Vergleich nach Temperaturanderung von
37 °C auf 25 °C (Kultivierungsdauer war 3 Tage). Es wurden Bilder zu den Zeitpunkten 0, 14 und 28
Minuten nach Temperaturdnderung aufgenommen. Malistab: 100 um. (B) Abgerundete Zellen auf
P15-Au (weilter Balken) und P19-Au (grauer Balken) wurden pro Gesichtsfeld ausgezahlt und als
prozentuale Zellabrundung Uber die jeweiligen Zeitpunkte aufgetragen. Die Daten wurden bzgl. des
Hintergrunds (abgerundete Zellen bei 37 °C) korrigiert und als Mittelwert dreier unabhangiger
Versuche mit der Standardabweichung des Mittelwerts dargestellt. Rohdaten: siehe Tabelle A3 im

Anhang.

4.5.2 Modifikation von P19-Au fur stark adharente Zelltypen

Die kontrollierte Zellabrundung auf P19-Au wurde unter anderem mit stark
adharenten Zellen (Osteoblasten, Chrondrozyten) getestet. Dabei wurde deutlich,
dass stark adharente Zellen auf P19-Au bei Temperaturwechsel nicht oder kaum
reagierten, sondern adharent und ausgebreitet auf der Polymeroberflache verblieben.
Um solch stark adharente Zellen von schaltbaren Oberflachen kontrolliert ablésen zu
kbnnen, mussten schaltbare Polymeroberflachen mit grélReren protein- bzw.

zellrepellierenden Eigenschaften entwickelt werden.
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Die Erhohung des intramolekularen PEG-Anteils von P19 scheidet dabei als
Mdglichkeit aus, da dies die LCST des Copolymers uUber die Kultivierungstemperatur
von 37 °C verschieben wirde, also kein Schalten in einem Temperaturbereich
unterhalb von 37 °C erlauben wirde. Es wurde stattdessen ein Vorteil der Thiol-
Chemie auf Goldoberflachen genutzt, namlich die Moglichkeit, Molekule kontrolliert
als vermischte Coadsorbate anzubinden. Hierzu wurde P19 mit dem
zellrepellierendem Polymer CH3O-PEG-SH (,PG®) gemischt und auf der
Goldoberflache adsorbiert. Die LCST der modifizierten Polymeroberflache P19/PG-

Au wurde dabei nicht verandert.

Kontaktwinkelmessung auf modifizierten Polymeroberflachen

Als eine passende Oberflache hat sich die modifizierte Polymeroberflache P19/PG
mit einem molaren Mischungsverhaltnis von 1:6 (P19/PG(1:6)-Au) erwiesen. Deren
Charakterisierung wurde Uber Kontaktwinkelmessungen bei unterschiedlichen
Temperaturen  durchgefuhrt  (Abbildung 4.12). Zum  Vergleich  wurden
Kontaktwinkeldaten von P19-Au, einer reinen PEG-Oberflache (PG-Au) sowie von
einer unfunktionalisierten Goldoberflache bei unterschiedlichen Temperaturen

gegenubergestellt.
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Abbildung 4.12: Fortschreitkontaktwinkel von Wasser auf P19-Au (m), P19/PG(1:6)-Au (x),
PG-Au (®) und gereinigtem Gold (A) als Funktion der Temperatur. Der
Temperaturabhangigkeitsverlauf von P19-Au und P19/PG(1:6)-Au zeigt ein ahnliches Schaltverhalten.
Aufgrund des zusatzlichen hygroskopischen PEG-Anteils bei P19/PG(1:6)-Au wird im Vergleich zu
P19-Au eine hydrophilere Oberflache erzeugt. Gereinigte, unfunktionalisierte Goldoberflachen und
PG-Au zeigen keine Anderung der Benetzungseigenschaften. Die Daten geben einen Mittelwert von
jeweils finf Messungen an. Die Standardabweichungen des Mittelwerts wurden nicht grafisch

dargestellt, da sie nie die Symbolgrée Uberschritten. Rohdaten: sieche Tabelle A1 im Anhang.
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P19/PG(1:6)-Au ist eine vergleichsweise hydrophile Oberflache mit Kontaktwinkeln
von 37 ° bei 20 °C bis hin zu 46 ° bei 45 °C. Der Temperaturabhangigkeitsverlauf von
P19/PG(1:6)-Au ist im Vergleich zu P19-Au flacher. Die Kontaktwinkel auf PG-Au und
auf unfunktionalisierten Goldoberflachen anderten sich bei Temperaturanderung

praktisch nicht.

Untersuchung der Oberflachenzusammensetzung von P19/PG(1:6)-Au

Neben der XPS-Messung von P19-Au (siehe Kapitel 4.5.1) wurde zudem eine XPS-
Messung der Polymeroberflache P19/PG(1:6)-Au durchgefuhrt. Diese Messung gab
anhand der Oberflachenzusammensetzung eine Information dartber, ob die Thiol-
Molekule in Losung (P19:PG(1:6)) auch in einem ahnlichen Konzentrationsverhaltnis
an der Goldoberflache gebunden werden koénnen. Die XPS-Untersuchung der
P19/PG(1:6)-Au ergab ein molares Mischungsverhaltnis von 1:6,8 (P19:PG), welches
im Bereich der molaren Zusammensetzung der eingesetzten Thiolldsung von 1:6
(P19:PG) liegt.

Zellabrundung stark adharenter Zellen auf modifizierten Polymeroberflachen

Als  Modellzelllinie  wurde MG63 (humanes  Osteosarkom) fur die
Zellabrundungsversuche auf modifizierten Polymeroberflachen eingesetzt (Abbildung
4.13). In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass adharente MG63 sich weder
von P15-Au (Daten nicht dargestellt) noch von P19-Au (Abbildung 4.13 A) bei
Temperaturanderung abrunden bzw. abldésen. Die Anpassung der schaltbaren
Polymeroberflache an das Adhasions- bzw. Ablésungsverhalten der MG63 erfolgte
Uber eine Adsorption von P19 und PG in unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen
an Goldoberflachen. Dabei zeigte sich, dass auf einer Polymeroberflache aus einer
Mischung von 1:9 (P19:PG) MG63 nicht adharieren kénnen, was sehr wahrscheinlich
an dem zu hohen PG-Anteil liegt (Abbildung 4.13 C). Folglich konnten auf diesen

Oberflachen keine Abléseversuche durchgefuhrt werden.
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Abbildung 4.13: Adhédsionsverhalten von MG63 auf P19/PG-Au mit unterschiedlichen
Mischungsverhaéltnissen. Zellen wurden fir 36h auf der jeweiligen Oberflache kultiviert.
Anschlieffend wurde die Temperatur von 37 °C auf 25 °C reduziert und das Zellverhalten fir 30
Minuten dokumentiert. (A) Auf P19-Au sind die Zellen adharent und ausgebreitet. Nach 30 Minuten bei
25 °C ist keine signifikante Zellabrundung zu beobachten. (B) P19/PG(1:6)-Au ermdglicht
Zelladhasion und Zellausbreitung. 74% der adharenten Zellen runden sich bei 25 °C ab. (C)
P19/PG(1:9)-Au verhindert Zelladhasion vollstandig. Malstab: 100 um. Rohdaten: siehe Tabelle A6 im
Anhang.

Dagegen adharierten und breiteten sich die Zellen nach 36 h Kultivierung bei
37 °C auf der Polymeroberflache P19/PG(1:6)-Au aus (Abbildung 4.13 B). Nach
Temperaturanderung auf 25 °C fur 30 Minuten rundeten sich 74 % aller
ausgebreiteten Zellen ab und konnten durch vorsichtiges Pipettieren von der

Oberflache entfernt werden.

4.5.3 Modifikation von P19-Au fur schwach adharente Zelltypen

In Kapitel 4.5.1 konnte gezeigt werden, dass L929 Fibroblasten fur Adhasion und
Ausbreitung auf P19-Au 3 Tage Kultivierung bendtigen. Da dies fur die praktische
Verwendung eine sehr lange Zeit ist, wurde versucht, die Oberflache derart zu
modifizieren, dass sie fur L929 Zellen eine bessere und schnellere Adhasion

ermdglicht.
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Es wurde eine Coadsorption von P19 mit einem zellattraktiven Peptid in
unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen an Goldoberflachen durchgeflhrt. Aus der
Literatur konnte ein Fibroblasten-attraktives Peptidmotiv. CGGRGDS (RGD)
identifiziert werden, welches von Dr. H. Boérner (MPI fir Kolloid- und
Grenzflachenforschung, Potsdam) synthetisiert und mittels Massenspektrometrie
charakterisiert wurde (Hersel et al., 2003). Aufgrund des Cysteins in der
Peptidsequenz lag eine SH-Gruppe vor, welche eine Anbindung des RGDs an die

Goldoberflache ermdglichte.

Kontaktwinkelmessung auf modifizierten Polymeroberflachen

Als eine passende Oberflache hat sich die modifizierte Polymeroberflache P19/RGD
mit einem molaren Mischungsverhaltnis von 1:8 (P19/RGD(1:8)-Au) erwiesen. Deren
Charakterisierung wurde Uber Kontaktwinkelmessungen bei unterschiedlichen
Temperaturen  durchgefihrt  (Abbildung 4.14). Zum  Vergleich  wurden
Kontaktwinkeldaten von P19-Au, einer unfunktionalisierten Goldoberflache sowie von
einer reinen RGD-Oberflache (RGD-Au) bei unterschiedlichen Temperaturen

gegenubergestellt.
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Abbildung 4.14: Fortschreitkontaktwinkel von Wasser auf P19-Au (=), P19/RGD(1:8)-Au (+),
RGD-Au (¢) und gereinigtem Gold (A) als Funktion der Temperatur. Das Schaltverhalten von
P19-Au und P19/RGD(1:8)-Au zeigt eine ahnliche Temperaturabhangigkeit. Aufgrund des hydrophilen
RGD-Anteils verhalt sich P19/RGD(1:8)-Au hydrophiler als P19-Au. Es ergeben sich keine Anderung
der Benetzungseigenschaften auf RGD-Au sowie auf der unfunktionalisierten Goldoberflache. Die
Daten geben einen Mittelwert von jeweils funf Messungen an. Die Standardabweichungen des
Mittelwerts wurden nicht grafisch dargestellt, da sie nie die SymbolgréRe Uberschritten. Rohdaten:

siehe Tabelle A1 im Anhang.
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Die Anderung des Kontaktwinkels auf P19/RGD(1:8)-Au verlauft von 43 ° bei 20 °C
bis 52 ° bei 45 °C. Verglichen zu P19-Au ist der Temperaturabhangigkeitsverlauf von
P19/RGD(1:8)-Au nur geringfugig flacher. Die Hydrophilie von P19/RGD(1:8)-Au ist
héher als die von P19-Au, was konsistent mit der Hydrophilie des RGDs ist. Eine
Anderung der Benetzbarkeit bei Temperaturanderung ist auf RGD-Au nicht zu

beobachten.

Erhdhung der Zelladhasion auf modifizierter P19-Au

Ziel der Mischung von P19 und RGD auf einer Goldoberflache war es, das
Mischungsverhaltnis der beiden Thiole so einzustellen, dass die Schalteffizienz von
P19 wirksam bleibt und die Zellen eine schnellere Adhasion und Ausbreitung auf der
Polymeroberflache vollziehen kénnen. Aus diesem Grund wurden unterschiedliche
molare Mischungsverhaltnisse von P19 und RGD auf Goldoberflachen erzeugt. Die
Schaltbarkeit der erzeugten Oberflachen wurde Uber den Zellabrundungsanteil bei
Temperaturanderung untersucht (Abbildung 4.15).

Die Polymeroberflache P19/RGD(1:8)-Au ermdglichte einen Zellabrundungsanteil
von 91 % (Abbildung 4.15 A, rechtes Bild), was dem Zellabrundungsanteil auf P19-
Au entspricht (siehe Kapitel 4.5.1). Die Polymeroberflache mit einer noch héheren
RGD-Konzentration P19/RGD(1:17)-Au brachte keine weitere Verstarkung des
Adhasions- bzw. Ausbreitungsverhaltens (Abbildung 4.15 A, linkes Bild). Zudem
reduzierte sich der Zellabrundungsanteil auf 74 % (Abbildung 4.15 A, rechtes Bild).
Jede weitere Erhohung des intermolekularen RGD-Anteils fuhrte auf der
Polymeroberflache zu einer weiteren Absenkung des Zellabrundungsanteils (Daten
nicht abgebildet).

Es zeigte sich, dass auf der Polymeroberflache P19/RGD(1:8)-Au die Zellen nur 36 h
kultiviert werden mussten, bis sie adharent und ausgebreitet waren (Abbildung 4.15
B, linkes Bild). Auf P19-Au dagegen mussten die Zellen fur eine Adhasion und
vollstandige Ausbreitung 72 h kultiviert werden (Abbildung 4.15 B, rechtes Bild).
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Abbildung 4.15: Adhasionsverhalten von L929 auf P19/RGD-Au mit unterschiedlichen
Mischungsverhaltnissen. Zellen wurden fiir 36 h auf der jeweiligen Oberflache kultiviert und das
Adhasions- und Ausbreitungsverhalten beobachtet. Anschlielend wurde die Temperatur von 37 °C
auf 25 °C geandert und das Zellverhalten fir 30 Minuten dokumentiert. (A) Bei einem P19/RGD-
Mischungsverhaltnis von 1:8 sind die Zellen nach 36 h adharent und ausgebreitet (linkes Bild). Nach
30 Minuten bei 25 °C ergibt sich ein Zellabrundungsanteil von 91 % (rechtes Bild). Durch Erhéhung
der RGD-Konzentration auf ein Mischungsverhaltnis von 1:17 kann das Adhasions— und
Ausbreitungsverhalten nicht erhéht werden (linkes Bild). Nach 30 Minuten bei 25 °C betragt der
Zellabrundungsanteil nur 74 % (rechtes Bild). (B) Zelladhasion von L929 auf P19-Au (linkes Bild) und
P19/RGD(1:8)-Au (rechtes Bild) nach 36 h Kultivierung im Vergleich. Auf P19-Au sind die Zellen
adharent, jedoch nicht ausgebreitet. Dagegen sind sie auf P19/RGD(1:8)-Au adharent und
ausgebreitet. MaRstab: 100 um. Rohdaten: siehe Tabelle A7, A8 im Anhang.

4.6 Mikrostrukturierung von Oberflachen

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Oberflachen kdnnen Uber die Anwendung
als flachige, schaltbare Kultursubstrate hinaus eine Komponente in zukunftigen,
komplexen Systemen sein. Eine interessante Anwendung koénnte die
oberflachenbasierte Trennung von Zellen aufgrund ihres Migrationsverhalten sein,
um migrationsaktive Zellen fur weiterfUhrende Arbeiten wie Analyse oder

Manipulation in einer Population anzureichern. In Vorarbeiten wurden
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mikrostrukturierte Oberflachen mit zellattraktiven (Fibronektin) und zellabstoRenden
Bereichen (PEG) entwickelt (nicht veroffentlichte Daten, Ines Westphal, Fraunhofer
IBMT). Mittels dieser Oberflachen konnte gezeigt werden, dass viele Zellen von den
zellabstoRenden auf die zellattraktiven Bereiche migrieren. Dieser Ansatz wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit weiterentwickelt. Durch die Mikrostrukturierung von
Goldoberflachen mit temperaturschaltbarem Polymer und Fibronektin migrierten
darauf kultivierte Zellen von dem Copolymerbereich auf das Fibronektin.
Migrationsnegative Zellen verweilten auf dem Copolymerbereich und konnten mit
Hilfe der Temperaturschaltung von der Oberflache abgelést werden. Dadurch
verblieb eine Zellpopulation mit angereicherten migrationspositiven Zellen auf dem

Fibronektin.

4.6.1 Mikrostrukturierte Biotin-Streptavidin Oberflachen

Zunachst wurde die Methodik der Oberflachenstrukturierung far spatere
Anwendungen (gezielte Ausrichtung und Wanderung von Zellen) weiterentwickelt.
Die bisher angewandte Methode des sogenannten ,microcontact printing® (UMCP)
basiert auf manuellem Druck des PDMS-Stempels auf das jeweilige Substrat (siehe
Kapitel 3.3.1.3). Da dies zu Inhomogenitaten im Ubertrag sowie zum Verwischen der
gestempelten  Struktur fUhren kann, wurde die Mikrostrukturierung von
Goldoberflachen in dieser Arbeit mittels einer einfachen Stempelvorrichtung realisiert.
Dabei war das Ziel, eine Oberflachenstrukturierung mit hoher Homogenitat Uber
einen Bereich von mehreren 100 pm, eine hohe Strukturscharfe sowie eine gute
Handhabbarkeit zu erreichen.

Als Modellsystem zur Optimierung dieses Stempelverfahrens wurde das Biotin-
Streptavidin-System ausgewahlt. Hierbei wurde ein Biotin-Molekl, welches mit BSA
(bovines Serumalbumin) gekoppelt ist, auf eine Glasoberflache adsorbiert. BSA ist
daflr bekannt, aufgrund hydrophober Wechselwirkung sehr gut an Glasoberflachen
zu adsorbieren (Larsericsdotter et al., 2005). Aufgrund der Kopplung des BSA an das
Biotin wurde eine starke Oberflachenhaftung des Biotins auf der Glasoberflache
erreicht, was zur Herstellung homogener Biotin-Oberflachen beitrug. Fur die
Strukturierung von BSA-Biotin-Oberflachen eignet sich Streptavidin, da es mit vier
Biotin-Bindungsstellen eine hohe Bindungsaffinitit zu Biotin (Kp ~10"° M™") aufweist.
Um die gestempelte Struktur am CLSM zu visualisieren, wurde

fluoreszenzmarkiertes Streptavidin (Streptavidin488) verwendet. In Vorversuchen
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konnte gezeigt werden, dass Streptavidin488 ausschliel3lich an Biotin-Oberflachen
und nicht an freie Glasoberflachen bindet. Basierend hierauf wurde auf BSA-Biotin-
Oberflachen mit Hilfe eines 16-Pin-Stempels (Abbildung 4.16) das Streptavidin488
strukturiert aufgebracht.

Abbildung 4.16: PDMS-16Pin-Stempel fiir die Mikrostrukturierung von Oberflachen. Die
Stempelgrofie betragt 10 x 10 mm mit einer Pinhéhe von 1 mm und einer Flache pro Pin von 1,2 mm?2.
In jedem Pin befindet sich eine 5 ym erhabene Mikrostruktur mit 29 Kleinquadraten, die jeweils eine
Abmessung von 100 x 100 uym aufweisen. (Die Stempelstruktur wurde freundlicherweise von Dr.

Christian Albrecht, Lehrstuhl fir Angewandte Physik, LMU Munchen zur Verfugung gestellt).

In einem ersten Schritt wurden unterschiedliche Biotin-Beschichtungen
getestet, um einen moglichst hohen Stempellbertrag des fluoreszenzmarkierten
Streptavidins (Streptavidin488) zu ermdglichen. Uber die Gewichte auf dem PDMS-
Stempel wurde ein reproduzierbarer Anpressdruck in der Stempelmaschine
hergestellt. Dies half, eine hohe Homogenitat und Strukturscharfe der gestempelten
Kleinquadrate zu erreichen. Bei einem eingesetzten Gewicht von 32 g ergibt sich bei
einer Stempelflache von 18 mm? ein Anpressdruck von 17,2 kPa. Der Ubertrag des
Stempels bei diesem Anpressdruck war inhomogen, da eine planare Auflage der
16-Pins auf dem Substrat nicht gegeben war (Abbildung 4.17 A). Wurde hingegen
der Anpressdruck durch ein Gewicht von 100 g auf 54,5 kPa erhoht, wurde der
PDMS-Stempel so deformiert, dass Bereiche zwischen den Kleinquadrate

unerwunschterweise auf das Substrat Ubertragen wurden (Abbildung 4.17 B).
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Abbildung 4.17: Mikrostrukturierung von BSA-Biotin-Oberflaichen mit Streptavidin488 mit Hilfe
eines PDMS-16Pin-Stempel bei unterschiedlichem Anpressdruck. (A) CLSM-Aufnahme des
Streptavidin488-Stempellbertrags (1 Pin mit 29 Kleinquadraten). Der Stempelilbertrag erfolgte bei
17,2 kPa. Der Stempellbertrag ist inhomogen, da der PDMS-Stempel bei diesem Anpressdruck nicht
plan auf dem Substrat aufliegt. (B) Stempellbertrag bei 54,5 kPa, wodurch in den Bereichen zwischen

den Quadraten unerwiinschte Strukturen Ubertragen wurden. Maf3stab: 100 pm.

Ein homogener Stempelubertrag mit hoher Strukturscharfe war bei einem
Anpressdruck von 43,1 kPa (eingesetztes Gewicht: 79 g) gegeben (Abbildung 4.18).
Um die Homogenitat im Stempellbertrag zu bewerten, wurde der Stempellbertrag

mittels eines CLSM visualisiert und als kalibriertes TIFF-Bild dokumentiert.
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Abbildung 4.18: Mikrostrukturierung von BSA-Biotin-Oberflachen liber Streptavidin488 mit
Hilfe eines PDMS-16Pin-Stempel bei 43,1 kPa. Links: CLSM-Aufnahme des Streptavidin488-
Stempellbertrags (1 Pin mit 29 Kleinquadraten). Weilke, gestrichelte Linie markiert den angelegten
Linienplot zur Untersuchung der Homogenitat und Strukturscharfe der Stempelung. Rechts:
Linienplot-Profil der Stempelstruktur. Die jeweilige Peakscharfe ist konsistent mit der
Kleinquadratbreite. Die nahezu konstante Signalstarke der Peaks lasst eine hohe Homogenitat in den

gestempelten Streptavidin488-Kleinquadraten erkennen. Maf3stab: 100 um.
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Uber die Mitte des TIFF-Bildes wurde in dem Bildbearbeitungsprogramm ImageJ
(National Institutes of Health, USA) ein horizontaler Linienplot angelegt (Abbildung
4.18 A; weilke, gestrichelte Linie) und als Linienplot-Profil dargestellt (Abbildung 4.18
B). Das Linienplot-Profil der gestempelten Mikrostruktur Iasst eine gute
Strukturscharfe anhand der jeweiligen Peakscharfe erkennen, welche konsistent zu
der Breite eines Kleinquadrats (100 uym) ist. Die nahezu gleichbleibende Signalstarke
der jeweiligen Peaks deutet auf eine hohe Homogenitat innerhalb der jeweiligen

Kleinquadrate hin.

4.6.2 Mikrostrukturierte, schaltbare Polymeroberflachen

4.6.2.1 Verhalten von 3T3-Zellen auf mikrostrukturierten Polymeroberflachen
Es wurde untersucht, ob das Polymer P15 auf Goldoberflachen gestempelt werden
kann, ohne dabei das Schaltverhalten zu beeinflussen. Hierzu wurden 35 um breite
Linien mit schaltbarem Polymer erzeugt. 50 um breite Zwischenrdume stellten den
unfunktionalisierten Bereich der Goldoberflache dar.

Auf diese Oberflache wurden 3T3 Fibroblasten ausgesat und beobachtet (Abbildung
4.19). Zellen auf einem unstrukturierten Bereich der Goldoberflache zeigten innerhalb
von 4 h Kultivierung Adharenz und Ausbreitung (Abbildung 4.19 A). Durch
Temperaturanderung konnte weder Zellabrundung noch Zellablésung in diesem
Bereich beobachtet werden (Abbildung 4.19 B). Auf dem strukturierten Bereich der
Goldoberflache hingegen ordneten sich die Zellen nach 4 h Kultivierung in Linienform
auf der Oberflache an (Abbildung 4.19 C). Dieses Muster entspricht der Anordnung
der gestempelten P15-Linien. Bemerkenswert ist, dass zwischen den Linien kaum
Zellen zu finden waren, obwohl diese zunachst gleichmaRig verteilt ausgesat worden
waren.

30 Minuten nach Anderung der Temperatur von 37 °C auf 25 °C waren ca. 70 - 80 %
der Zellen pro Gesichtsfeld rund und konnten dann durch vorsichtiges Spulen mit

einer Pipette von der Oberflache entfernt werden (Abbildung 4.19 D).
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Abbildung 4.19: Verhalten von 3T3-Zellen auf mikrostrukturiertem P15-Au bei
Temperaturanderung. Es wurde P15 in 35x50 pm Linien strukturiert auf einem Goldsubstrat
aufgebracht. 3T3 Fibroblasten wurden auf der strukturierten Polymeroberflache fiir 4 h bei 37 °C
kultiviert. (A) Zelladhasion und Zellausbreitung auf einem unstrukturiertem Bereich des Goldsubstrats.
(B) Nach Temperaturdnderung auf 25 °C runden sich die Zellen in diesem Bereich weder ab noch
kénnen sie durch vorsichtiges Wegspilen von dem Substrat abgelést werden. (C) Die Zellen sind
nach 4 h Kultivierung bei 37 °C auf der strukturierten Polymeroberflache adharent und ausgebreitet.
(D) Nach Temperaturanderung auf 25 °C fir 30 Minuten runden sich die Zellen ab und kénnen

anschlielend durch vorsichtiges Wegspulen vom Substrat entfernt werden. Maf3stab: 100 uym.

4.6.2.2 Mikrostrukturierung von P15-Au mit Fibronektin

Es wurde das Zellverhalten auf mikrostrukturierten Oberflachen mit einem
zellattraktiven Bereich (extrazellulare Matrixkomponente) und einem schaltbaren
Adhasionsbereich (P15) beobachtet. Hierzu wurde auf P15-Au das extrazellulare
Matrixprotein Fibronektin strukturiert in Form von 100 x 100 ym Linien gestempelt.
L929 wurden auf dieser strukturierten Oberflache kultiviert und bei
Temperaturanderung beobachtet. Anschlieend wurden die Zellen auf der
strukturierten Oberflache Uber fluoreszenzmarkiertes Concanavalin (ConA) angefarbt
(siehe Kapitel 3.2). Mittels der ConA-Farbung koénnen Zellen, Fibronektin sowie
migrationsbedingte Zellproteinreste (Zellspuren) auf der Oberflache identifiziert

werden (Abbildung 4.20). Bei den Zellspuren handelt es sich um membranumhdilite
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Strukturen, welche aus der Vor- und Rlckzugsbewegung der Membran mit dem
Zytoskelett resultieren. Wahrend der Ruckzugsbewegung bleiben Aktinfilamente
aufgrund deren grofleren Widerstands zurtick, wodurch es zur Zellspurbildung auf
dem Substrat kommt (Fuhr et al., 1998). Die Zellspuren sind ein nutzliches
Werkzeug, um die von der Zelle vollzogene Migrationsbewegung nachverfolgen zu
kénnen.

Pro Gesichtsfeld sind etwa 80 — 90 % der Zellen auf den Fibronektin-Linien adharent
und ausgebreitet (Abbildung 4.20 A). Bemerkenswert ist, dass trotz
Temperaturanderung (37 °C — 25 °C) in den auf P15-Au gestempelten Fibronektin-
Bereichen keine signfikante Protein- bzw. Zellablésung beobachtet werden konnte.
Offensichtlich sind die gestempelten Fibronektinschichten auf P15-Au zu dick, um

durch ein Schalten der Oberflache bei Temperaturanderung abgeldst zu werden.

Abbildung 4.20: Verhalten von L929-Zellen auf mikrostrukturiertem Fibronektin-P15-Au
Substrat. Gestempeltes Fibronektin und L1929 wurden Uber ConA angefarbt, um die
Mikrostrukturierung und das Wanderungsverhalten von Zellen sichtbar zu machen. (A) 80 - 90 % der
Zellen sind auf den Fibronektin-Linien (rot) adharent und ausgebreitet. Zellen, die auf den P15-Au-
Bereichen (schwarz) sich befinden, sind aufgrund der Temperaturschaltung abgerundet. Maf3stab: 100
um. (B) Es gab Zellen, die von P15-Au (schwarz) auf Fibronektin (rot) migriert waren (weil3er,
gestichelter Pfeil). Diese konnten anhand der angeférbten Zellspuren (Definition: siehe Text)

identifiziert werden. Maf3stab: 50 um.

Daruber hinaus wurden Zellen anhand der angefarbten Zellspuren beobachtet, die
von P15-Au auf Fibronektinbereiche migriert waren (Abbildung 4.20 B). Zellen, die
auf P15-Au verblieben, wurden aufgrund der Temperaturschaltung abgerundet bzw.

abgeldst.
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5. Diskussion

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung temperaturschaltbarer
Polymeroberflachen zur Kontrolle der Einzelzelladhasion an Oberflachen. Neben
Funktionalitat und Zellvertraglichkeit wurden Haltbarkeit sowie Wiederverwendbarkeit
solcher Oberflachen naher untersucht. Durch die Integration dieser
Polymeroberflachen in mikrofluidische Systeme konnten adharente Zellen kontrolliert
aus Mikrokanalen entfernt werden. Die Modifikation der schaltbaren
Polymeroberflache erlaubte eine exakte Kontrolle Uber die Adhasion
unterschiedlicher Zelladhasionstypen (Fibroblasten, Osteoblasten). Mit Hilfe
mikrostrukturierter, temperaturschaltbarer Polymeroberflachen wurde der Ansatz
einer oberflachenbasierten Trennung migrationsaktiver und -inaktiver Zellen

weiterentwickelt.

5.1 Gold-Thiol-Chemie als Methode zur Herstellung von
Polymeroberflachen

Die Motivation der in dieser Arbeit eingesetzten
Oberflachenfunktionalisierungsmethode liegt in  der Kontrollierbarkeit der
Oberflacheneigenschaften auf molekularer Ebene, um die Anwendungsmaoglichkeiten
thermoresponsiver Polymeroberflachen zu verbessern und zu erweitern. Die
Kontrolle Uber die Eigenschaften thermoresponsiver Polymeroberflachen auf
molekularer Ebene ist mit den bisher beschriebenen Funktionalisierungsmethoden
nicht moglich (Yamada et al., 1990; Schmaljohann, 2005; Akiyama et al., 2004). Mit
Hilfe der Gold-Thiol-Chemie konnte im Rahmen dieser Arbeit reproduzierbare,
thermoresponsive Polymeroberflachen entwickelt werden, die sich sowohl durch eine
gute Kontrollierbarkeit der Oberflacheneigenschaften als auch durch eine hohe
Stabilitdt auszeichneten. Besonders die leichte Handhabbarkeit verbunden mit einem
geringen Material- und Gerateaufwand vereinfachten die Praparation solcher
Oberflachen. Der Grund fur diese robusten Polymeroberflachen liegt an den
gebildeten, stabilen SAMs Thiol-terminierter, thermoresponsiver Copolymere (Vericat
et al., 2005). Durch die Untermischung unterschiedlicher Thiol-Molektle an der
Goldoberflache konnten thermoresponsive Polymeroberflachen individuell an

unterschiedliche Zelltypen angepasst werden.
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5.2 Funktion und Zellvertraglichkeit von P15-Au

Als Vorlage fur die in dieser Arbeit verwendeten Copolymere dienten die PNIPAAmM-
PEG-basierten Copolymere aus der Arbeit von Schmaljohann et al., 2003. Darin
wurden an PTFE-Oberflachen thermoresponsive PNIPAAM-PEG-Copolymere mit
unterschiedlichen, intramolekularen PEG-Gehalten polymerisiert, die eine LCST
nahe der Zellkultivierungstemperatur bei 37°C aufwiesen und aufgrund des PEG-
Anteils einen starken Zellablosungseffekt bei Temperaturanderung erzielen konnten.
Das Copolymer PNIPAAM-PEG(15%) wurde in der vorliegenden Arbeit als Thiol-
terminiertes Polymer (P15) an Goldoberflachen gebunden. Die Kontaktwinkelwerte
auf P15-Au waren etwas grofler als die Kontaktwinkelwerte auf vergleichbaren
Polymeroberflachen (Schmaljohann et al., 2003). Aufgrund des geringeren PEG-
Gehalts von P15-Au ergeben sich grolere Kontaktwinkelwerte, was auf eine
hydrophobere Oberflache schlielfen lasst. L929 Fibroblasten konnten gut auf P15-Au
kultiviert werden und organisierten sich sowohl als Einzelzelle als auch als
Zellgruppen, was auf eine gute Zellvertraglichkeit von P15-Au schliefien lasst
(Abbildung 4.3 A, 4.4 A). Nach Temperaturanderung betrug die Zeit fir eine
vollstandige Ablosung eines adharenten Zellverbands ca. 35 Minuten (Abbildung
4.3). Im Vergleich dazu berichtete Schmaljohann, 2005 eine Ablésung eines
adharenten L929-Zellverbands auf einer PNIPAAmM-PEG(23%)-Oberflache nach 20
Minuten bei Temperaturanderung. Dieses Ergebnis kann darauf zurlckgefuhrt
werden, dass die Polymeroberflache von Schmaljohann, 2005 einen hdheren
intramolekularen PEG-Gehalt als P15-Au aufweist. Da PEG eine hygroskopische
Eigenschaft besitzt, erhdht sich mit steigendem PEG-Gehalt die Hydratisierung der
gesamten Polymerschicht (Harris, 1992), wodurch sich Zellen schneller von der
Oberflache ablésen. Andere Studien Uber die Zellablésung an PNIPAAmM-PEG-
Oberflachen berichten, dass deren hergestellten Copolymeroberflachen einen
maximalen intramolekularen PEG-Gehalt von 0,5 wt%. aufweisen, damit die LCST
noch unterhalb von 37 °C liegt und somit Zellen auf der Oberflache adharieren
konnen (Kwon et al., 2003). Dies steht im Widerspruch zu den Daten der
vorliegenden Arbeit sowie der Arbeit von Schmaljohann, 2005. Grinde hierfur
konnten andere Polymerisations- oder Funktionalisierungsmethoden (z.B.
Elektronenstrahlverdampfer) sein, welche zu einer anderen Polymerstruktur bzw. -
verhalten an der Oberflache fiihren. Dadurch kénnen sich auch Anderungen im

Zelladhasionsverhalten ergeben.
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Die Ablosung von Einzelzellen auf P15-Au konnte mit nahezu gleich bleibendem
Zellabrundungsanteil (ca. 79 %) und Zellablésungszeiten reproduziert werden
(Abbildung 4E). Die gute Reproduzierbarkeit und hohe Stabilitdt von P15-Au
bestatigte sich durch die Untersuchung von Haltbarkeit und Wiederverwendbarkeit
solcher Oberflachen (Kapitel 4.4). Bisherige Studien auf PNIPAAmM-PEG-basierten
Oberflachen haben diese Parameter bisher nicht ndher betrachtet. Die Haltbarkeit
von P15-Au wurde im Bezug auf unterschiedliche Lagerungsbedingung (Vakuum,
Umgebungsluft, Temperatur) Uber einen Zeitraum von 6 Wochen naher untersucht
(Abbildung 4.6). Eine effiziente Zellablosung (70 — 90 %) war auf 2 Woche alten P15-
Au-Oberflachen, die bei Raumtemperatur unter Vakuum gelagert wurden, gegeben.
Eine langere Lagerung der Oberflachen ergab Schwankungen in der
Zellablésungsrate. Ursache hierfir konnten strukturelle Veranderungen oder
Kontaminationen an der Oberflache wahrend der Lagerung sein. Moglicherweise
kbnnten auch Inhomogenitaten an der Goldoberflache wahrend der
Oberflachenpraparation aufgetreten sein, die sich erst bei langerer Lagerung auf die
Oberflachenschaltbarkeit auswirkten. Anhand der Daten des 1.Versuchs nach 6
Wochen Lagerung lasst sich erkennen, dass die bis zu 6 Wochen alten P15-Au-
Oberflachen eine effiziente Oberflachenschaltbarkeit gewahrleisteten. Fur eine
genauere Aussage mussten hierzu noch mehrere Versuche durchgefuhrt werden.
Eine Lagerung bei Umgebungsluft ist aufgrund der undefinierten Luftbedingung nicht
zu empfehlen. Die Oberflachenschaltbarkeit der bei 40 °C gelagerten Oberflachen
reduzierte sich bei der Zellablésung deutlich, so dass diese fur eine effiziente
Nutzung nicht einsetzbar sind.

Die Wiederverwendbarkeit von P15-Au wurde an einer frisch praparierten Oberflache
(Tag 0) sowie an einer 1 Woche alten Oberflache (Woche 1) untersucht. Auf beiden
Polymeroberflachen waren bei zweimaliger Nutzung hohe Zellablésungsraten (79 %
- 97 %) gegeben. Nach dreimaliger Nutzung war die Wiederverwendbarkeit der
Polymeroberflache stark beeintrachtigt. Fur beide Oberflachen sank die
Zellablésungsrate auf unter 50 %. Eine madgliche Ursache koénnte die
Proteinadsorption auf P15-Au bei mehrmaliger Kultivierung sein. Durch PBS-
Behandlung der Oberflachen zwischen der jeweiligen Kultivierung sollten die
adsorbierten Proteine entfernt werden. Es ware denkbar, dass die Proteine in die
Zwischenraume der einzelnen Polymere an die Goldoberflache adsorbieren und

damit die Flexibilitat der Polymerketten wahrend des Schaltens beeinflussen.
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Dadurch ware das Hydratisierungsvermogen der Polymeroberflache so vermindert,

dass flur jeden weiteren Schaltzyklus die Oberflachenschaltbarkeit weiter abnimmt.

Die Anwendung schaltbarer Oberflachen soll die Handhabung adharenter Zellen fur
zellbiologische Fragestellungen erleichtern. Im Rahmen dieser Arbeit konnten zwei
Anwendungen fur die schaltbare Polymeroberflache P15-Au aufgezeigt werden,
welche einen Beitrag zu einer einfacheren Handhabung adharenter Zellen liefern
soll.

Die erste Anwendung ermoglicht eine definierte Kontrolle Uber das
Zelladhasionsverhalten in mikrofluidischen Systemen. Durch die Integration der
schaltbaren Oberflache P15-Au in ein mikrofluidisches System wurde ein System
entwickelt, welches zwei wesentliche Vorteile gegenlber bisherigen Methoden bietet.
Ein erster Vorteil dieses Systems liegt in der kontrollierten Zellablésung. Durch die in
mikrofluidischen Kanalen Ublicherweise vorherrschenden laminaren Stromungen
konnten abgerundete bzw. abgeldste Zellen schonend und kontrolliert aus dem
Kanal transportiert werden. Mit der angelegten Stromung im Kanal konnte die zur
kompletten Zellablésung nétige Zellumstromungsgeschwindigkeit bestimmt werden.
Ein zweiter Vorteil dieses Systems liegt in der schonenden Zellablésung in dem
mikrofluidischen Kanal (Abbildung 4.5). Darin wurden Zellen auf P15-Au kultiviert und
durch Temperaturanderung schonend und effizient von der Polymeroberflache
abgeldst, ohne dabei eine enzymatische Behandlung durchfihren zu muissen.
Bisherige Untersuchungen uber schonende Methoden zur Ablésung von Zellen
konnten zeigen, dass durch diese Art der Behandlung Zellen weniger geschadigt
bzw. weniger in lhrem Verhalten beeinflusst werden als bei enzymatischen oder
mechanischen Abldsemethoden (Canavan et al., 2005). Die enzymatische Ablésung
von Zellen wird haufig in mikrofluidischen Kanalen eingesetzt (Weibel et al., 2005;
Takayama et al., 1999). Dadurch kdnnen nachfolgende Kultivierungen aufgrund von
enzymatischen Ruckstanden in den mikrofluidischen Kanalen erschwert werden.

Die Korrelation des Zellablosungsanteils mit der jeweils angelegten
Zellumstromungsgeschwindigkeit zeigte, dass 20 % aller abgerundeten Zellen von
der Polymeroberflache nicht abgeldst werden konnten (Abbildung 4.5 E). Hierfur
kénnen zwei Ursachen verantwortlich sein. Zum einen kdnnten sich wahrend der
Oberflachenpraparation Inhomogenitaten ergeben haben, wodurch die verbliebenen

Zellen starker auf der Oberflache adhéarieren konnten. Zum anderen ist es eine
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Tatsache, dass nicht jede Zelle innerhalb einer Zellpopulation mit derselben
Adhasionskraft auf der Oberflache verweilt. Dies zeigt sich beispielsweise bei der
ublichen Zellkultivierung in Zellkulturschalen. Dort bendtigen Zellen innerhalb einer
Population fur Adhadsion und Ausbreitung unterschiedlich lange. Zudem koénnen
enzymatische Behandlungen von Zellen dieses unterschiedliche Zellverhalten
verstarken, was wiederum zu einer Anderung des Zellteilungszyklus beitragen kann.

Die zweite Anwendung temperaturschaltbarer Oberflachen erweitert den Ansatz fur
eine  oberflachenbasierte  Trennung von Zellen mit  unterschiedlicher
Migrationsaktivitat. Ziel der oberflachenbasierten Zelltrennung ist es, Zellen aufgrund
ihrer eigenen Aktivitat zu trennen und diese dann fur weiterfUhrende Untersuchungen
verwenden zu kdnnen. Die oberflachenbasierte Zelltrennung erfolgt mit Hilfe von
mikrostrukturierten, schaltbaren Oberflachen. Hierfur wurde im Rahmen dieser Arbeit
zuerst die Methode der Mikrostrukturierung mittels einer Stempelvorrichtung an
Biotin-Streptavidin-Oberflachen optimiert, um Oberflachen mit einer hdheren
Strukturscharfe, Homogenitat und Reproduzierbarkeit zu erzeugen. An der
Stempelvorrichtung konnte mit Hilfe von Gewichten der Anpressdruck des Stempels
auf dem Substrat optimal eingestellt werden. Durch einen Anpressdruck von 43,1
kPa konnten mikrostrukturierte Biotin-Streptavidin-Oberflachen mit einem
reproduzierbaren, homogenen und strukturscharfen Stempellbertrag erzielt werden
(Abbildung 4.17, 4.18).

Mit dieser optimierten Oberflachenstrukturierungsmethode wurde nun versucht,
schaltbare, mikrostrukturierte Oberflachen fur eine oberflachenbasierte Zelltrennung
zu entwickeln. Es konnte gezeigt werden, dass das temperaturschaltbare Polymer
P15 funktionell auf Goldoberflachen gestempelt werden konnte und darauf kultivierte
Fibroblasten sich entlang der P15-Linienstruktur anordneten (Abbildung 4.19 C, D).
Interessant dabei war, dass sich die Zellen auf den Polymerbereichen anordnen
und nicht auf der unfunktionalisierten Goldoberflache. Auf unstrukturierten
Goldoberflachen adharierten und breiteten sich die Zellen nach 4 h Kultivierung aus
(Abbildung 4.19 A). Hingegen auf unstrukturierter Polymeroberflache betrug die
Kultivierungsdauer fur Adharenz und vollstandige Zellausbreitung ca. 48 h. Dieser
Sachverhalt verhielt sich auf der strukturierten P15-Au-Oberflache genau umgekehrt.
Deshalb liegt der Schluss nahe, dass fur die Zelladhasion nicht nur das Substrat
entscheidend ist, sondern auch die Oberflachentopographie (Tan und Saltzman,
2002; Liliensiek et al., 2006).
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In einem zweiten Experiment wurde untersucht, ob auf P15-Au Fibronektin
mikrostruktiert aufgebracht werden konnte, um ein Substrat mit einem zellattraktiven
und einem schaltbaren Bereich herzustellen. Auf dieser strukturierten, schaltbaren
Oberflache adharierten und migrierten Zellen auf die Fibronektinbereiche (Abbildung
4.20). Zellen, die auf den Polymerbereichen adharierten und keine Migration auf
Fibronektin vollzogen haben, konnten durch Temperaturanderung von der
Oberflache abgerundet bzw. abgelost werden. Dabei ist anzumerken, dass die
gestempelte Fibronektinschicht von der Polymeroberflache bei Temperaturanderung
nicht abgeldst wird. Im Gegensatz dazu zeigt eine bisherige Studie, dass sich bei
Temperaturanderung kultivierte Zellschichten zusammen mit der EZM von der
thermoresponsiven Polymeroberflache ablésen (Cheng et al., 2006). Vermutlich ist
die gestempelte Fibronektinschicht auf thermoresponsiver Polymeroberflache bei
Temperaturanderung stabiler als aus Losung adsorbierte Proteine.

Der in dieser Arbeit vorgestellte Ansatz der oberflachenbasierten Trennung von
Zellen ist bisher durch die Positionierung der Zellen auf dem Substrat limitiert. Fur
eine effizientere Trennung von migrationspositiven und —negativen Zellen mussten
die Zellen zu Beginn der Kultivierung ausschlieBlich auf dem schaltbaren
Polymerbereich adharieren, um deren Migrationsaktivitat auf die Fibronektinbereiche
besser untersuchen zu kénnen. Fur dieses technische Problem konnte im zeitlichen

Rahmen dieser Arbeit keine Losung gefunden werden.

5.3 Anpassung schaltbarer Oberflaichen fiur eine
zelltypspezifische Adhasionskontrolle

Die in dieser Arbeit entwickelten, thermoresponsiven Polymeroberflachen wurden
speziell fur die Adhasionskontrolle von Einzelzellen entwickelt, um die Untersuchung
von Einzelzellen zu erleichtern. Durch die Einzelzellanalytik kann eine prazisere
Information Uber die Zellheterogenitat innerhalb einer Zellpopulation erhalten werden
als bei der Untersuchung eines Zellverbands (Svahn und van den Berg, 2007).

Aufgrund der unterschiedlichen Zelltypen (Fibroblasten, Osteoblasten) mit den
verschiedenen Adhasionseigenschaften war eine Modifikation der Polymeroberflache
notig, um eine zelltypspezifische, effiziente und schonende Zellablésung zu
ermdglichen. Fir die Optimierung der Schaltkinetik und der Schalteffizienz von

schaltbaren Polymeroberflachen wurde der PEG-Gehalt der Polymeroberflache
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erhoht, da PEG daflr bekannt ist, die Proteinadsorption bzw. Zelladhasion an
Oberflachen zu reduzieren (Harris, 1992). Fur die Erhéhung des PEG-Gehalts
wurden zwei Ansatze verfolgt. Zuerst wurde ein neues Copolymer mit einem
intramolekularen PEG-Gehalt von 19% wt. (P19) eingesetzt, da dieses Copolymer
eine LCST aufwies, welche noch unterhalb der optimalen Kultivierungstemperatur
von 37 °C lag (Abbildung 4.8). Dieses Ergebnis ist konsistent zu den bisherigen
LCST-Daten vergleichbarer Polymeroberflachen (Schmaljohann, 2005). Aus den
Kontaktwinkeldaten der hergestellten Polymeroberflachen P15-Au und P19-Au kann
man erkennen, dass P19-Au im Vergleich zu P15-Au niedrigere Kontaktwinkelwerte
im untersuchten Temperaturbereich aufweist (Abbildung 4.9). Dies deutet auf eine
hoéhere Hydrophilie von P19-Au hin. Aufgrund dessen, dass PEG eine
hygroskopische Eigenschaft besitzt (Harris, 1992), ist es nahe liegend, dass auf P19-
Au durch den hoheren intramolekularen PEG-Gehalt eine hdhere Hydrophilie
gegeben ist, als auf P15-Au. Der Temperaturabhangigkeitsverlauf der
Kontaktwinkeldaten von P15-Au und P19-Au war nahezu parallel. Das lasst auf eine
ahnliche Polymerstruktur und Schaltverhalten beider Polymeroberflachen schliessen.
In einem zweiten Ansatz wurde die leichte Handhabbarkeit und Flexibilitat der Gold-
Thiol-Chemie ausgenutzt. Mit Hilfe dieser Methode koénnen Oberflachen mit
unterschiedlicher molarer Zusammensetzung und Funktionalitédt hergestellt werden.
Dazu wurde der intermolekulare PEG-Gehalt an der Polymeroberflache P19-Au
erhoht (P19/PG-Au). Aufgrund des hoheren, intermolekularen PEG-Gehalts ergaben
sich auf P19/PG(1:6)-Au niedrigere Kontaktwinkelwerte als auf P19-Au. Dies lasst
eine hohere Hydrophilie von P19/PG(1:6)-Au erkennen. Der
Temperaturabhangigkeitsverlauf der Kontaktwinkeldaten von P19-Au und
P19/PG(1:6)-Au war nahezu parallel (Abbildung 4.12). Daraus lasst sich schliel3en,
dass das Verhalten der modifizierten, schaltbaren Polymeroberflache ahnlich zu
dem Verhalten der unmodifizierten Polymeroberflache ist. Die geringfigigen
Abweichungen des Temperaturabhangigkeitsverlaufs im Temperaturbereich
unterhalb der LCST (20 °C - 30 °C) zwischen P19-Au und P19/PG(1:6)-Au kdnnte
auf intermolekulare und intramolekulare, hydrophobe Wechselwirkungen
zuruckzufuhren sein. Auf P19-Au existieren theoretisch intramolekulare, hydrophobe
Wechselwirkungen innerhalb von P19 und intermolekulare, hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen P19 und Goldoberflache. Dagegen ware auf

P19/PG(1:6)-Au denkbar, dass die intermolekulare, hydrophobe Wechselwirkungen
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zwischen P19 und Goldoberflache aufgrund des PG minimiert werden, wodurch
Uberwiegend intramolekulare, hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb von P19
auftreten. Dieser Umstand kénnte dazu fuhren, dass auf P19/PG(1:6)-Au fur eine
vollstandige Entfaltung des Polymers unterhalb der LCST (Hydratisierung) nur
intramolekulare hydrophobe Wechselwirkungen Uberwunden werden mussen, was
wiederum zu niedrigeren Kontaktwinkeln und einem flacheren Verlauf der
Kontaktwinkel im Temperaturbereich von 20 °C — 30 °C auf P19/RGD(1:8)-Au
beitragen konnte.

Erganzend zu den Kontaktwinkeldaten wurde von P19-Au sowie von P19/PG(1:6)-Au
die Oberflachenzusammensetzung mittels XPS naher charakterisiert. Uber einen
Abgleich des ermittelten Spektrums mit einem simulierten Spektrum konnte die
erwartete Oberflachenzusammensetzung von P19-Au bestatigt werden (Abbildung
4.10). Basierend auf den erhobenen Daten konnte eine Schichtdicke von ca. 3-4 nm
fur P19-Au abgeleitet werden, was mit bisherigen Untersuchungsergebnissen von
Schichtdicken auf PNIPAAmM-Au konsistent ist (Cho et al., 2004). Die XPS-Daten von
P19/PG(1:6)-Au deuteten daraufhin, dass das in Losung eingestellte Thiol-Verhaltnis

in einem nahezu ahnlichen Verhaltnis an der Goldoberflache gebunden wurde.

Die Zellvertraglichkeit und die Schaltbarkeit der in dieser Arbeit entwickelten,
thermoresponsiven Polymeroberflachen wurden Uber das Zelladhasionsverhalten
getestet. Nach 3-tagiger Kultivierung von L929 Fibroblasten auf P15-Au und P19-Au
wurde im Vergleich deutlich, dass die adharenten Zellen auf P19-Au nach 3 Tagen
geringfugig weniger ausgebreitet waren als auf P15-Au (Abbildung 4.11). Dies kann
moglicherweise aus dem hoheren intramolekularen PEG-Gehalt von P19-Au
resultieren, der auf einer dehydratisierten Polymeroberflache (37 °C) zu einer
langsameren Zellausbreitung beitragen kann. Die Zellablésung bei 25 °C  war auf
P19-Au bei gleich bleibendem Zellabrundungsanteil doppelt so schnell. Dieser
erwartete Effekt ergibt sich aus dem hoheren intramolekularen PEG-Gehalt, welcher
zu einer starkeren Hydratisierung der Oberflache beitragt.

Die Schaltbarkeit von der modifizierten Polymeroberflache P19/PG(1:6)-Au wurde
Uber das Zelladhasionsverhalten von MG63 Zellen getestet (Abbildung 4.13B), die
als stark adharente Zellen bekannt sind (Kieswetter et al., 1996). MG63 konnten gut
auf P19/PG(1:6)-Au kultiviert werden, was auf eine gute Zellvertraglichkeit schliefsen

lasst. Nach Temperaturanderung losten sich ca. 74 % der Zellen innerhalb von 30
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Minuten ab. Auf Polymeroberflaichen mit einem hdheren oder niedrigeren
intermolekularen PEG-Gehalt konnten die Zellen entweder nicht adharieren oder sich
bei Temperaturanderung nicht abldsen.

Die Betrachtung der Ergebnisse der Zellablésung sowie der Kontaktwinkelmessung
auf P19-Au und P19/PG(1:6)-Au zeigen, dass durch Modifikation von P19-Au mit PG
die Oberflachenbenetzbarkeit zwar verandert wurde, aber der Schaltmechanismus

der Polymeroberflache dadurch nicht beeinflusst wurde.

Ein Grund flr die relativ langandauernde Zelladhasion und —ausbreitung (3 Tage) auf
unmodifizierter P19-Au war vermutlich der zu hohe intramolekulare PEG Anteil. Da
dies fur die praktische Verwendung eine sehr lange Zeit ist, wurde versucht, die
Oberflache derart zu modifizieren, dass sie fur L929 Zellen eine bessere und
schnellere Adhasion ermoglicht. Es wurde eine Coadsorption von P19 mit dem aus
der Literatur bekannten  Fibroblasten-attraktiven = CGGRGDS-Peptid  in
unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen an Goldoberflachen durchgefiuhrt (Hersel
et al., 2003). Die Modifikation von P19-Au flr schwach adharente Zelltypen
ermdglichte eine Verkurzung der Kultivierungsdauer auf diesen Oberflachen, was flr
weiterfihrende Experimente einen grof3en zeitlichen Gewinn bot. Es wurden
modifizierte Polymeroberflachen mit unterschiedlichen Anteilen von P19 und RGD
hergestellt. Der Vergleich der Kontaktwinkeldaten zwischen P19-Au und
P19/RGD(1:8)-Au  zeigte, dass der Temperaturabhangigkeitsverlauf von
P19/RGD(1:8)-Au gegenuber P19-Au flacher war (Abbildung 4.14). Dies konnte auf
intermolekulare und intramolekulare, hydrophobe Wechselwirkungen zurtickzufuhren
sein. Auf P19-Au  existieren vermutlich intramolekulare,  hydrophobe
Wechselwirkungen innerhalb von P19 und intermolekulare, hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen P19 wund Goldoberflache. Dagegen ware auf
P19/RGD(1:8)-Au denkbar, dass die intermolekulare, hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen P19 und Goldoberflache aufgrund des RGD minimiert werden, wodurch
Uberwiegend intramolekulare, hydrophobe Wechselwirkungen innerhalb von P19
auftreten. Dieser Umstand konnte dazu fuhren, dass auf P19/RGD(1:8)-Au flur eine
vollstandige Entfaltung des Polymers unterhalb der LCST (Hydratisierung) nur
intramolekulare hydrophobe Wechselwirkungen Uberwunden werden mussen, was
wiederum zu niedrigeren Kontaktwinkeln und einem flacheren Verlauf der
Kontaktwinkel im Temperaturbereich von 20 °C — 30 °C auf P19/RGD(1:8)-Au
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beitragen kdénnte. Die Schaltbarkeit von P19/RGD(1:8)-Au wurde Uber das
Zelladhasionsverhalten von L929 Zellen getestet (Abbildung 4.15). Auf
P19/RGD(1:8)-Au war die Zelladhasion und Zellausbreitung deutlich schneller als auf
P19-Au (Abbildung 4.15 B). Dieses Zellverhalten ist auf das RGD-Peptid
zuruckzufuhren, wodurch die Affinitat der Zelle zum Substrat verstarkt wird. Dies ist
konsistent zu bisherigen Zelladhasionsstudien an RGD-funktionalisierten
Oberflachen (Hersel et al., 2003; Ebara et al., 2004). Der Zellabrundungsanteil auf
P19/RGD(1:8)-Au blieb im Vergleich zu P19-Au auf einem gleich hohen Niveau.

Die Anwendung der Gold-Thiol-Chemie zur Modifikation temperaturschaltbarer
Polymeroberflachen hat gezeigt, dass mit Hilfe dieser Methode schaltbare
Oberflachen hergestellt werden kénnen, die der komplexen Anforderung an eine
individuelle  Zelladhasionskontrolle gerecht werden. Durch die bisherig
beschriebenen Oberflachenfunktionalisierungsmethoden (Schmaljohann et al., 2003;
Yamada et al., 1990) ware die Herstellung solcher Oberflachen fur eine individuelle

Zelladhasionskontrolle ein aul3erst schwierig kontrollierbarer Prozess.
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6. Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse bieten einen Ansatz fur
weiterfUhrende Entwicklungen und Anwendungen im Hinblick auf eine effiziente,

kontrollierte und schonende Ablésung adharenter Zellen.

Die  Gold-Thiol-Chemie hat sich als eine einfache und effiziente
Oberflachenfunktionalisierungsmethode far die funktionelle Anbindung
thermoresponsiver Polymere herausgestellt. Sie gewahrleistet eine grofe
Oberflachenstabilitat und gute Reproduzierbarkeit. Mit Hilfe dieser Methode konnten
schaltbare Oberflachen fur eine zelltypspezifische Kontrolle des Adhasionsverhaltens
entwickelt werden. Die individuell-angepaldten  Polymeroberflachen  fur
unterschiedliche Zelltypen (Osteoblasten, Fibroblasten) kénnen fur Einzelzell-
basierte Analysen eingesetzt werden. Diese haben zum Ziel, die Wechselwirkung
einzelner Zellen mit ihrer Umgebung zu untersuchen, um eine prazisere Information
uber die Heterogenitat einer Zellpopulation zu erhalten. Eine wichtige Voraussetzung
fur diese Untersuchungen ist, Zellen so wenig wie nur moglich in ihrem Verhalten zu
beeinflussen, um eine Verfalschung der Information bzgl. der Zellheterogenitat zu
vermeiden. Hierzu werden die in dieser Arbeit entwickelten Oberflachen einen
wesentlichen Beitrag leisten kdnnen.

Um das Potential schaltbarer Oberflichen zu erweitern, konnte die
Oberflacheneigenschaft fur eine beschleunigte Adhasion schwach adharenter Zellen
(z.B. HEK293) noch individueller angepasst werden. Hierzu waren fur die
Modifikation von Polymeroberflachen statt RGD-Peptide auch andere zellattraktive
Peptidmotive (z.B. GFOGER (Kollagen), NRDKETKV (Cadherin)) denkbar. Damit
wlrde das ,Sortiment an Molekulen® fir die Modifikation schaltbarer Oberflachen
erweitert werden, wodurch dieses System flr eine Vielzahl unterschiedlicher
Zelltypen einsetzbar ware.

Fur eine beschleunigte Zellablosung stark adharenter Zelltypen (z.B. Chondrozyten)
ware es sinnvoll, eine noch genauere Charakterisierung thermoresponsiver
Polymeroberflachen im Bezug auf deren Schalteigenschaft (Schaltkinetik /
Schalteffizienz) durchzuflhren.

Ein mdglicher Ansatz hierzu ware die Messung der Abrisskraft von Zellen an

thermoresponsiven Oberflachen bei unterschiedlichen Temperaturen. Daraus konnte
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man eine Information Uber die jeweilige Zelladhasionskraft an diesen Oberflachen
ableiten und die Kontrolle Uber die Adhasion unterschiedlicher Zelltypen durch
entsprechende Oberflachenmodifikation optimieren. Im Rahmen einer Kooperation
mit der TU Dresden konnten erste, viel versprechende Ergebnisse hinsichtlich der
Oberflachencharakterisierung erzielt werden, die kunftig weiterverfolgt werden sollte.
In der Untersuchung wurde eine Zelle an einen Kantilever eines AFM (engl. atomic
force microscope) fixiert und die thermoresponsive Oberflache mit der Zelle in
Kontakt gebracht. Danach wurde der Kantilever mit der Zelle wieder von der
Oberflache entfernt und die Abrisskraft der Zelle an der Oberflache gemessen. Dies
wurde bei unterschiedlichen Temperaturen (37 °C, 25 °C) durchgefuhrt. Die ersten
Ergebnisse deuten auf ein schwacheres Adhasionsverhalten bei 25 °C als bei 37 °C
hin.

Die Untersuchung der Stabilitat von P15-Au zeigte, dass diese Oberflache eine lange
Haltbarkeit sowie eine haufige Wiederverwendbarkeit fir Zellabldsungsversuche
ermoglicht. Aufgrund des zeitlichen Rahmens dieser Arbeit konnten die modifizierten
Polymeroberflachen (P19/PG-Au, P19/RGD-Au) hinsichtlich ihrer Stabilitat
(Haltbarkeit, Wiederverwendbarkeit) nicht naher untersucht werden. Fir eine
zukunftige, kommerzielle Nutzung solcher Oberflachen ist dies jedoch ein wichtiger
Parameter, der kiinftig naher betrachtet werden sollte.

Der Ansatz mikrostrukturierter, schaltbarer Oberflachen fur eine oberflachenbasierte
Trennung ist eine interessante Anwendung fur die Separation migrationsaktiver und
—inaktiver Zellen. Dieses Prinzip bietet den wesentlichen Vorteil gegenuber anderen
Systemen wie z.B. der FACS-Messung (engl. fluorescence activated cell sorter),
dass flr eine Separation von Zellen keine Antikorper oder Farbungen nétig sind, die
ein weiteres Arbeiten mit separierten Zellen unmoglich machen. Fur eine
Weiterentwicklung dieses Ansatzes musste das technische Problem der
Zellpositionierung auf den schaltbereichen Bereichen des mikrostrukturierten

Substrats geldst werden.
Alle aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse koénnten auf andere

gebrauchlichere Oberflachenmaterialien Ubertragen werden, um eine effizientere

Nutzung sowie eine Erweiterung der Anwendbarkeit solcher Systeme zu erreichen.
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A1:

Kontaktwinkeldaten

funktionalisierter

/

unfunktionalisierter

Goldoberflachen

im

Temperaturbereich von 20 — 45 °C. Die Nummerierungen 1-5 stellen die jeweilige Messung dar.

stat.: statisch ermittelter Kontaktwinkelwinkel; fw.: Fortschreitwinkel; rev.: Rickzugswinkel

Mittelwert; Stabw: Standardabweichung; SEM: Standardabweichung des Mittelwerts.

MW:

Au 1 2 3 4 5 Mw Stabw SEM
rcy stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev
20 66 72 35 65 7 36 67 69 38 69 7 40 66 72 39 66,6 7 37,6 | 1,3565 | 1,0954 | 1,8547 | 0,60663004 | 0,48989795 | 0,82945765
25 64 73 36 69 72 35 68 72 37 69 74 42 65 7 38 67 72,4 | 37,6 | 2,0976 | 1,0198 | 2,4166 | 0,93808315 | 0,45607017 | 1,08074049
30 69 74 35 67 7 37 68 74 34 69 73 40 70 7 39 68,6 726 37 1,0198 | 1,3565 | 2,2804 | 0,45607017 | 0,60663004 | 1,0198039
37 68 70 39 67 74 36 67 70 38 68 73 38 66 72 39 672 | 71,8 38 0,7483 16 1,0954 | 0,33466401 | 0,71554175 | 0,48989795
45 69 72 35 67 7 38 67 74 37 69 70 39 69 7 37 682 | 71,6 | 37,2 | 09798 | 13565 | 1,3266 | 0,43817805 | 0,60663004 | 0,59329588
P15-Au 1 2 3 4 5 Mw Stabw SEM
el stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev
20 47 54 36 48 52 38 51 55 37 52 55 38 51 54 36 49,8 54 37 1,9391 | 1,0954 | 0,8944 | 0,86717934 | 0,48989795 04
25 54 57 40 56 58 40 55 58 42 57 57 40 58 57 43 56 57,4 41 1,4142 | 0,4899 | 1,2649 | 0,63245553 | 0,21908902 | 0,56568542
30 60 62 4“1 59 61 4 59 60 43 59 62 36 60 61 37 594 | 61,2 | 396 | 04899 | 0,7483 | 2,6533 | 0,21908902 | 0,33466401 | 1,18659176
37 60 63 41 60 61 42 60 62 41 60 64 38 59 62 37 598 | 624 | 398 0,4 1,0198 | 1,9391 | 0,17888544 | 0,45607017 | 0,86717934
45 62 64 35 61 65 38 61 64 35 62 65 38 61 66 38 614 | 64,8 | 368 | 04899 | 0,7483 | 14697 | 0,21908902 | 0,33466401 | 0,65726707
P19-Au 1 2 3 4 5 Mw Stabw SEM
rcy stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev
20 45 46 36 45 48 36 46 48 36 47 49 37 47 49 36 46 48 36,2 | 0,8944 | 1,0954 04 04 0,48989795 | 0,17888544
25 52 54 38 52 54 38 53 54 40 51 54 38 53 55 37 522 | 54,2 | 382 | 0,7483 0,4 0,9798 | 0,33466401 | 0,17888544 | 0,43817805
30 55 55 40 56 57 39 57 58 40 56 57 a1 57 58 39 56,2 57 39,8 | 0,7483 | 1,0954 | 0,7483 | 0,33466401 | 0,48989795 | 0,33466401
37 58 59 42 58 59 41 58 59 40 57 58 43 58 59 41 57,8 | 58,8 | 414 0,4 0,4 1,0198 | 0,17888544 | 0,17888544 | 0,45607017
45 59 60 4“1 60 61 39 60 61 42 59 61 38 60 61 39 596 | 608 | 398 | 04899 04 1,4697 | 0,21908902 | 0,17888544 | 0,65726707
P19 /RGD(1:8)-
Au 1 2 3 4 5 Mw Stabw SEM
°c] stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev
20 42 43 29 43 44 31 43 44 31 43 44 30 42 43 29 426 | 43,6 30 0,4899 | 0,4899 | 0,8944 | 0,21908902 | 0,21908902 0,4
25 43 45 30 44 46 32 44 46 33 45 46 35 44 46 35 44 458 33 0,6325 0,4 1,8974 | 0,28284271 | 0,17888544 | 0,84852814
30 47 48 35 47 48 36 47 48 35 48 49 35 48 49 37 474 48,4 35,6 | 0,4899 | 0,4899 08 0,21908902 | 0,21908902 | 0,35777088
37 50 51 35 51 52 38 50 51 37 51 52 36 50 51 38 504 | 51,4 | 368 | 04899 | 0,4899 | 1,1662 | 0,21908902 | 0,21908902 | 0,52153619
45 54 55 37 51 52 38 52 54 38 53 54 37 51 53 38 52,2 53,6 37,6 | 1,1662 | 1,0198 | 0,4899 | 0,52153619 | 0,45607017 | 0,21908902
RGD-Au 1 2 3 4 5 Mw Stabw SEM
rcy stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev
20 25 26 10 24 25 13 25 26 12 21 24 " 25 26 12 24 254 11,6 | 1,5492 08 1,0198 | 0,69282032 | 0,35777088 | 0,45607017
25 23 24 10 23 25 1" 25 26 13 25 26 10 26 26 " 244 | 254 " 12 0,8 1,0954 | 0,53665631 | 0,35777088 | 0,48989795
30 25 26 " 22 24 " 23 26 14 26 28 12 24 25 13 24 258 12,2 | 1,4142 | 1,3266 | 1,1662 | 0,63245553 | 0,59329588 | 0,52153619
37 24 24 14 25 27 12 23 24 12 27 31 14 27 29 14 252 27 13,2 16 2,7568 | 0,9798 | 0,71554175 | 1,2328828 | 0,43817805
45 25 25 15 24 26 13 28 29 13 25 26 " 21 23 12 246 | 258 | 12,8 | 2,245 | 19391 | 13266 | 1,00399203 | 0,86717934 | 0,59329588
P19/PG(1:6)-Au 1 2 3 4 5 Mw Stabw SEM
rcy stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev
20 34 37 26 35 37 27 34 39 27 32 35 25 36 39 26 34,2 374 26,2 | 1,3266 | 1,4967 | 0,7483 | 0,59329588 | 0,66932802 | 0,33466401
25 38 40 26 42 43 28 43 44 26 40 42 27 42 43 28 41 424 27 1,7889 | 1,3565 | 0,8944 08 0,60663004 0,4
30 44 45 30 43 44 32 40 44 29 43 45 33 41 44 31 42,2 44,4 31 1,4697 | 0,4899 | 1,4142 | 0,65726707 | 0,21908902 | 0,63245553
37 43 47 31 42 45 29 42 45 32 44 45 31 41 45 29 42,4 | 454 | 304 | 1,0198 08 1,2 0,45607017 | 0,35777088 | 0,53665631
45 43 46 30 45 48 31 46 47 32 45 48 33 45 47 32 448 | 47,2 | 316 | 09798 | 0,7483 | 1,0198 | 0,43817805 | 0,33466401 | 0,45607017
PG-Au 1 2 3 4 5 mMw Stabw SEM
rcl stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev stat fw rev
20 36 38 26 35 37 25 34 36 25 33 35 24 36 37 25 348 | 366 25 1,1662 | 1,0198 | 0,6325 | 0,52153619 | 0,45607017 | 0,28284271
25 35 38 24 34 37 27 36 38 22 34 35 23 35 37 25 34,8 37 24,2 | 0,7483 | 1,0954 | 1,7205 | 0,33466401 | 0,48989795 | 0,76941536
30 35 39 21 35 37 29 36 39 28 33 35 22 37 38 26 352 | 37,6 | 252 | 1,3266 | 14967 | 3,1875 | 0,59329588 | 0,66932802 | 1,42548237
37 36 38 25 36 38 28 37 39 26 35 36 27 34 39 23 356 38 25,8 | 1,0198 | 1,0954 | 1,7205 | 0,45607017 | 0,48989795 | 0,76941536
45 36 38 27 34 38 25 37 39 27 35 36 26 37 39 25 358 38 26 1,1662 | 1,0954 | 0,8944 | 052153619 | 0,48989795 0,4
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A3: Zellabrundungsanteil von L929 Fibroblasten auf P15-Au und P19-Au nach
Temperaturanderung (37 °C - 25 °C) uber die Zeit. Nummerierung 1-3: jeweiliger Versuch; MW:
Mittelwert; Stabw: Standardabweichung; SEM: Standardabweichung des Mittelwerts.

1 2 3 mMw Stabw SEM
t [min] 0 14 28 0 14 28 0 14 28 0 14 28 0 14 28 0 14 28
P15-Au 4 16 81 5 19,6 72,7 4 39 84 43 24,9 79,2 0,5773503 | 12,371473 | 5,853489 | 0,2581989 | 5,5326907 | 2,6177599
P19-Au 7 85 94 8 68 84 5 69 92 6,7 74,0 90,0 1,6275252 | 9,539392 | 52915026 | 0,6831301 | 4,2661458 | 2,3664319

A4: Zellabrundungsanteil von L929 Fibroblasten auf P15-Au bei unterschiedlichen
Lagerungszeiten und mehreren Schaltzyklen. Nummerierung 1-3: jeweiliger Schaltzyklus;

Lagerzeiten: Tag 0, Woche 1.

Tag 0 Woche 1
Zellabrundungsanteil Zellabrundungsanteil
Anzahl der Schaltzyklen ausgebreitete Zellen 37°C abgerundete Zellen 25°C [%] ausgebreitete Zellen 37°C | abgerundete Zellen 25°C [%]
1. 248 206 83 164 143 87
23 198 154 78 105 92 88
3. 254 129 51 148 74 50

A5: Zellabrundungsanteil von L929 Fibroblasten auf P15-Au bei unterschiedlichen
Lagerungszeiten und- bedingungen. RT: 25 °C, Ex: Exsikator; kA: Daten konnten aufgrund einer

Kontamination nicht erhoben werden.

Versuch 1 Versuch 2
Zellabrundungsanteil Zellabrundungsanteil
Lag g Zellen 37°C abgerundete Zellen 25°C [%] ausgebreitete Zellen 37°C abgerundete Zellen 25°C [%]
Tag 0 13 96 85 165 134 81,3
Woche 1, RT/ Ex 85 78 92 248 206 83
Woche 2, RT/ Ex 201 145 72 287 178 62
Woche 2, 40Grad/ Ex kA kA kA 192 40 21
Woche 4, RT/ Ex 192 104 54 203 126 62
Woche 6, RT/ Ex 140 102 73 kA kA kA
Woche 6, 40°C/Ex 221 24 1 kA kA kA
Woche 6, Luft 104 69 66 kA kA kA

AG6: Zellabrundungsanteil von MG63 Osteoblasten auf P19/PG(1:6)-Au. MW: Mittelwert.

P19/PG(1:6)-Au 37°C 25°C
Zellabrundungsanteil
ausgebreitete Zellen abgerundete Zellen [%] MW [%]
Versuch 1 61 45 73,8
Versuch 2 80 64 80,0 74
Versuch 3 95 65 68,4
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AT7: Zellabrundungsanteil von L929 Fibroblasten auf P19/RGD-Au mit

unterschiedlichen
molaren Mischungsverhaltnissen.
P19/RGD-Au ausgebreitete Zellen ausgebreitete Zellen abgerundete Zellen Zellabrundungsanteil
molares Mischungsverhiltnis 37°C 25°C 25°C [%]
1:8 162 14 148 9
1:18 211 54 157 74
1:72 205 95 110 54

A8: Zellabrundungsanteil von L929 Fibroblasten auf P19/RGD(1:8)-Au. MW: Mittelwert

P19/RGD(1:8)-Au 37°C 25°C

Zellabrundungsanteil
ausgebreitete Zellen | abgerundete Zellen

[%] MW [%]
Versuch 1 162 148 91
Versuch 2 107 97 91 91
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