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Kurzfassung

Die Rekonstruktion der komplexen Mikroumgebung von Zellen zur Erzeugung
funktioneller, dreidimensionaler Zellkulturen, die einen aktuellen
Forschungsschwerpunkt im Bereich der biomedizinischen Grundlagenforschung, dem
Tissue Engineering sowie der pharmazeutischen Wirkstoffentwicklung darstellt,
erfordert u.a. die Herstellung geeigneter Geriiststrukturen. Aus diesem Grund wurde
am Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT) die auf dem Verfahren des
Mikrothermoformens basierende SMART-Technologie entwickelt, welche die
Herstellung definiert funktionalisierter, polymerer Mikrostrukturen fiir die
dreidimensionale Zellkultur ermdéglicht. Verschiedenste biochemische und auch
biophysikalische Faktoren beeinflussen mafigeblich das Verhalten von Zellen in vivo.
Durch die Weiterentwicklung der SMART-Technologie konnten neuartige Prototypen
funktionalisierter, dreidimensionaler Zellkulturtrdger hergestellt werden, mit deren
Hilfe es mdéglich ist, den Einfluss solcher Faktoren in vitro zu analysieren.

Im ersten Teil der Arbeit wurden neue SMART-Module entwickelt. Zur
Nachahmung der komplexen Topographie der natlirlichen Mikroumgebung von
Zellen, wie sie z.B. durch die mikro- und nanoskalige Topographie der Basalmembran
des Epithelgewebes gegeben ist, wurden lithographische Prozesse eingesetzt. Dazu
wurde ein neues Verfahren der Lithographie in freitragenden Polymerfolien
entwickelt. Durch Adaptierung der DUV-, Rontgen- und auch lonenstrahllithographie,
konnten nur wenige Mikrometer gro3e Strukturen, die der GréB3e einer einzelnen Zelle
entsprechen, in diinnen thermoplastischen Kunststofffolien erzeugt, und in
Kombination mit dem Mikrothermoformen in ein Array aus 25 x 25 Mikrokavititen
mit einem Durchmesser von je 300 pm und einer Tiefe von bis zu 300 um (KITChip)

integriert werden.

Desweiteren spielen auch biochemische Faktoren, wie z.B. Cytokine, eine
entscheidende Rolle, beispielsweise in der Proliferation oder phénotypischen
Differenzierung von Zellen. Um eine solche extrazellulire Umgebung zu modellieren
wurden solche Faktoren definiert in dreidimensionalen Tréigerstrukturen
immobilisiert. Durch die Verfahren einer maskenbasierten UV-Vernetzung von



Hyaluronsdurederivaten und indirektem pCP von Fraktalkin auf PLA, konnten
verschiedene Zell- und auch Proteinadhdsionsmuster innerhalb des KITChips und
eines 300 um breiten mikrofluidischen Kanals erzeugt werden.

Um eine aktive Versorgung von Zellen mit Ndhrmedium in diesen Strukturen zu
ermoglichen, wurde eine Kombination einzelner SMART-Module mit einer durch
[onenspuren erzeugten Porositdt der Chips realisiert. Diese wurde beispielhaft anhand
einer Kombination aus lonenstrahllithographie und UV-Modifikation gezeigt. Um
eine gegenseitige Beeinflussung der Module zu verhindern, war es erforderlich die
SMART-Technologie auf bereits perforierte Folien anzuwenden. Durch ein neu
entwickeltes ,,Doppelmembran-Thermoformen* war es moglich diese pordsen Folien
mittels Gasdruck zu verstrecken, indem sie wihrend des Formvorgangs durch eine
diinne Silikonmembran abgedichtet wurden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein neues Werkzeugkonzept entwickelt, dass, im
Vergleich zur bisherigen, mikromechanischen Fertigungsmethode, die Herstellung in
Form und GroBe variierender Tragerstrukturen ermdglichte. Auf Basis einer Standard
UV-Lithographie in auf Messing aufgebrachten SU-8 Resists konnten elementare
Geometrien in Form von kreisformigen, drei- und viereckigen sowie hexagonalen

Kavitéten in der Groenordnung einiger weniger Zelldurchmesser erzeugt werden.

Die mit Hilfe der neu entwickelten Verfahren hergestellten Prototypen von
Zellkulturtragern wurden im Rahmen erster Zellkulturexperimente mit verschiedenen
Zelltypen validiert. Neben der allgemeinen Biokompatibilitdt der einzelnen Strukturen
und Verfahren, konnte ein Einfluss der Topographie auf die Morphologie der Zellen,
eine kontrollierte Zelladhdsion aufgrund definierter Hyaluronséduremuster und eine
definierte Orientierung der Zellen innerhalb der in Form variierenden Kavititen
festgestellt werden.

Die erzielten Ergebnisse dieser grundlagenorientierten Arbeit zeigen deutlich das
Potential der angewendeten Verfahren. Durch die Entwicklung neuartiger Methoden,
konnte eine Integration biochemischer und auch biophysikalischer Faktoren in
folienbasierten Mikrostrukturen ermoglicht werden, die auch in weiteren

Anwendungsgebieten, wie z.B. Lab-on-a-Chip, Verwendung finden konnen.



Abstract

Reconstruction of the complex microenvironment of cells to generate functional,
three-dimensional cell cultures is a major activity in basic biomedical research, tissue
engineering, and the development of pharmaceutical substances and requires suitable
scaffolds among other things. For this purpose, SMART technology was developed at
the Karlsruhe Institute of Technology (KIT). It is based on microthermoforming and
enables the production of defined functionalized, polymer microstructures for three-
dimensional cell culture. In vivo, the behavior of cells is influenced by various
biochemical and biophysical cues. SMART technology was further developed to
produce novel prototypes of functionalized, three-dimensional cell culture carriers for
the in vitro analysis of the impact of the above factors.

The first part of the work was dedicated to the development of new SMART
modules. To mimic the complex topography of the natural microenvironment of cells,
e.g. the micro- and nanoscale topography of the basal membrane of the epithelium,
lithographic processes were applied. A novel process was developed for lithography
of self-supporting polymer films. DUV, X-ray, and ion-beam lithography processes
were adapted to generate structures of a few micrometers in size corresponding to the
size of an individual cell in thin thermoplastic films. These structures were then
subjected to microthermoforming to produce an array of 25 x 25 microcavities of
300 um diameter and 300 pm deep (KITChip).

Furthermore, biochemical factors, e.g. cytokines, play an important role in the
proliferation or phenotypical differentiation of cells. To model such an extracellular
environment, these factors were immobilized in three-dimensional carrier structures in
a defined manner. By means of mask-based UV cross-linking of hyaluronic acid
derivatives and indirect pCP of fractalkine on PLA, various cell and protein adhesion
patterns were generated in the KITChip and a 300 pm wide microfluidic channel.

To enable an active supply of cells with culture medium within these structures, a
combination of individual SMART modules with an ion track generated chip porosity
was realized. This was exemplarily shown by a combination of ion track technology



and patterned UV modification. To prevent the modules from influencing each other,
SMART technology was applied to pre-perforated films. Using the newly developed
process of “double-membrane thermoforming”, these porous films were covered by a
thin silicone membrane and stretched into the moulds by applying gas pressure.

The second part of the work was dedicated to developing a new tool concept for the
production of carrier structures of various shapes and sizes. Based on standard UV
lithography in SU-8 resists applied to brass, elementary geometries in the form of
circular, triangular, square as well as hexagonal cavities were generated. Their size

corresponds to roughly the size of a few cells.

The prototypes of the cell culture carriers produced by these novel methods were
validated with various cell types in first cell culture experiments. The individual
structures and processes turned out to be generally biocompatible. The topography
was found to influence the morphology of the cells. Controlled cell adhesion due to
defined hyaluronic acid patterns and defined orientation of the cells within the cavities

of various shapes were found.

The results reported here clearly demonstrate the potential of the processes applied.
Novel methods allowed for the integration of biochemical and biophysical factors in
film-based microstructures, which may also be applied to other fields, e.g. lab-on-a-
chip.
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1 Einleitung

Die Faszination um das ,,Tissue Engineering (TE), welches im Deutschen auch als
Gewebekonstruktion oder Gewebeziichtung bezeichnet wird, und der Wunsch durch
Verletzungen und Krankheiten geschidigtes Gewebe oder Organe zu regenerieren, ist
schon seit Jahrhunderten in den Kopfen der Menschheit. Der eigentliche Grundstein
und somit der Beginn der ,modernen Ara‘ des TE und dadurch auch der regenerativen
Medizin liegt jedoch erst ein Vierteljahrhundert zuriick. Erst durch eine stark
fortschreitende Entwicklung wissenschaftlicher Methoden ist es moglich, durch einen
interdisziplindren =~ Ansatz aus  Methoden der  Ingenieurswissenschaften,
Materialforschung und der Biologie, funktionelle Substitute zur Wiederherstellung,
Aufrechterhaltung und Verbesserung einer Gewebefunktion zu entwickeln [1, 2].

Aufgrund der Vielfiltigkeit von bioartifiziellem Gewebe, die von diinnen ,,cell
sheets iiber komplexe Gewebekonstrukte bis hin zu einem gesamten,
funktionsfahigen Organ fiihrt, umfasst das TE ein breites Aufgaben- und
Anwendungsspektrum, von dem vor allem therapeutische Anwendungsfelder einen
groBBen Bereich einnehmen. Da die Regeneration von verschiedenen Verletzungen und
Erkrankungen nicht in allen Féllen durch pharmakologische Ansétze beeinflusst
werden kann und auch die Transplantation von fremdem Gewebe Risiken mit sich
bringt, ist es das Ziel, durch Anwenden kiinstlicher Gewebekonstrukte neuartige
Behandlungsmoglichkeiten zu entwickeln. Durch erste erfolgreiche Ergebnisse in
diesem Bereich kann schon heute Patienten durch Hautersatz oder Knorpelerneuerung
geholfen werden, und auch weitere einfach strukturierte artifizielle Gewebe, wie z.B.
Blase, Hornhaut oder Bronchien, sind in der klinischen Priifung. Aufgrund dieser
ersten Ergebnisse ist aktuell die Entwicklung hoch komplexer Systeme von grofem
Interesse. In diesem Zusammenhang liegt derzeitig beispielsweise ein Fokus auf der
Konstruktion und Integration kiinstlicher Gefdflsysteme, die eine ausreichende
Néhrstoff- und Sauerstoffversorgung in allen Schichten des Konstruktes gewihr-
leisten [3].

Neben zahlreichen Fortschritten, die in den letzten Jahren im Bereich des TE erzielt
werden konnten, stellte sich jedoch auch mehr und mehr heraus, dass die Entwicklung
komplexerer Systeme eine Erweiterung des fundamentalen Verstindnisses der Zellen
und ihrer Umgebung erfordert. In diesem Zusammenhang ist es vor allem auf Seiten
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der Technologie und der Biologie notwendig, ausgereiftere Methoden zu entwickeln,
die das Zusammenspiel der wissenschaftlichen Disziplinen im Rahmen grundlegender

Experimente verdeutlichen.

Wiéhrend sich aktuell biologische Forschungsgruppen intensiv mit der
Stammzellforschung befassen, ist ein weiterer Forschungsschwerpunkt das Design
und der Aufbau der jeweiligen Gewebekonstrukte sowie der thnen zugrunde liegenden
Gertststrukturen (Scaffolds) [4]. Zellen eines natiirlichen Gewebes in vivo sind in eine
komplexe dreidimensionale Mikroumgebung eingebettet. Verschiedene biochemische
und auch biophysikalische Einfliisse, die von Seiten der Extrazelluldrmatrix (EZM)
aber auch durch Zell-Zell-Interaktionen und I16sliche Faktoren auf die Zellen
einwirken, steuern das Verhalten einzelner Zellen und somit auch die verschiedenen
Gewebefunktionen [1]. Abbildung 1.1 zeigt eine schematische Darstellung einer

Reihe von moglichen Einflussfaktoren auf eine Zelle in vivo.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung verschiedener mdglicher Einflussfaktoren
innerhalb der Mikroumgebung einer Zelle in vivo.

Mechanische
Reize

Um spezifische Funktionalitidten auch iiber einen langen Zeitraum in bioartifiziellen
Gewebekonstrukten zu gewdhrleisten, ist es notwendig, die dargestellten Einfluss-

faktoren auch invitro zu beriicksichtigen. Da in diesem Zusammenhang das
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2.1 Motivation

Verstindnis der Wechselwirkung zwischen Zellen und ihrer Tragerstruktur
unumgénglich ist, widmet sich die Grundlagenforschung bereits seit einiger Zeit dem
Studium des Einflusses einzelner Faktoren auf das Verhalten der Zellen.

Im folgenden Kapitel ,,Stand der Technik* werden aktuelle Forschungsergebnisse
aus diesem Bereich, wie z.B. die Reaktion von Zellen auf eine Anisotropie der
Umgebung (,,contact guidance®), vorgestellt. Neben dem Einfluss zelladhésiver
Signale auf die Funktion von Zellen, spielt jedoch auch die rdumliche Anordnung und
die dadurch gegebenen Zell-Zell Interaktionen eine grofle Rolle in der Entwicklung.
Im Vergleich zu einer herkémmlichen Monolayerkultur weisen raumlich kultivierte
Zellen ein verdndertes Verhalten, z.B. beziiglich der Aufrechterhaltung ihres
Differenzierungsstatus oder ihrer Stoffwechselaktivitét, auf [5]. Schon 1992 konnte
die Forschungsgruppe um Bissel zeigen, dass sich menschliche Brust-Epithelzellen in
Folge unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen verschieden verhalten. Im
Vergleich zu einer dreidimensionalen Anordnung, bei der die Zellen ein normales
Wachstumsverhalten — aufzeigen, entwickeln sich die Zellen bei einer
zweidimensionalen Kultivierung in Richtung Tumorzellen [6]. Um sich den
komplexen in vivo Bedingungen weiter anzundhern, ist es demnach wiinschenswert,
die aufgezeigten regulativen Faktoren mit einer dreidimensionalen Anordnung der
Zellen zu kombinieren. Die praktische Umsetzung einer solchen Struktur und damit
die Integration erwiinschter Stimuli in einem definierten riumlichen Aufbau ist bisher
aufgrund fehlender technologischer Ansétze nur begrenzt moglich. Lediglich einzelne
mikro- und nanotechnologische Ansidtze, wie z.B. die auf der Softlithographie
basierende Methode des ,,Microcontact Printings* (uCPs), werden schon zur
Integration biochemischer Faktoren verwendet [7].

Bei den aktuell héufig vertretenen Trédgerstrukturen, wie z.B. offen- und
geschlossenporige Schaume, Hydrogele oder auch mikroporose Hohlfasern, ist es mit
den derzeitig zur Verfiigung stehenden Methoden nicht moglich, eine ortsdefinierte
Oberflichenfunktionalisierung zu integrieren. Um auch den Einfluss physikalischer
Faktoren, wie z.B. Topographien, Elastizititen oder strukturiert aufgebrachte
Proteingradienten, in einer dreidimensionalen Zellkultur zu analysieren, ist es
notwendig, neuartige Trigerstrukturen und Methoden zur Funktionalisierung zu

entwickeln.

Auch am Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT) besitzt man langjihrige
Erfahrung mit der Herstellung mehrschichtiger Zellaggregate und dem Einfluss einer
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rdaumlichen Kultivierung auf das Verhalten von humanen Hepatozyten [8, 9]. In
diesem Zusammenhang wurde vor einigen Jahren ein polymerer, mikrostrukturierter
Zellkulturtrager, bestehend aus einem Array aus Mikrokavititen im Chipformat,
entwickelt [10]. Mit der Erweiterung der gédngigen Herstellungsmethoden des
HeiBpragens bzw. des Mikrospritzgusses um die Technologie des Mikro-
thermoformens [11] und der darauf aufbauenden SMART-Technologie (Substrate
Modification And Replication by Thermoforming), wurde die Integration von
Materialfunktionalisierungen in den Chip ermoglicht [12].

Aufbauend auf ersten vielversprechenden Ergebnissen bei der Herstellung pordser
Zellkulturtrager [12] ist es das Ziel der vorliegenden Arbeit, auf Basis der SMART-
Technologie, verschieden funktionalisierte, polymere Mikrostrukturen flir die
dreidimensionale Zellkultur herzustellen. Durch Anwenden unterschiedlicher
Methoden aus der Mikro- und Nanotechnologie, wie z.B. Lithographie oder pCP, ist
es moglich, die Oberfliche von Polymeren zu funktionalisieren und diese in einem
anschlieBenden Thermoformprozess in eine iibergeordnete Struktur zu verstrecken.
Die auf diese Weise neu erzeugten Demonstratoren werden im Anschluss in
Zellkulturversuchen mit verschiedenen Zelllinien charakterisiert, indem sie auf ihre
Eignung getestet werden und die Reaktion der Zellen analysiert wird.

Die Arbeit ist wie folgt gegliedert:

Nach dem einfiihrenden Kapitel zum Hintergrund des Tissue Engineerings wird in
Kapitel 2 der aktuelle Stand der Technik sowohl im Bereich Mikrostrukturtechnik in
der Biologie als auch im Bereich Mikrothermoformen und SMART erléutert.

Grundlegende, in dieser Arbeit verwendete Materialien und Methoden werden in
Kapitel 3 beschrieben. Neben Herstellerangaben und FEigenschaften zu den
verschiedenen Polymeren sind die eingesetzten Zelllinien mit ihren Kultur-
bedingungen sowie die eingesetzten Protokolle zur Zellfarbung aufgelistet.

Das 4. Kapitel befasst sich mit den verschiedenen im Rahmen der SMART-
Technologie durchgefiihrten Oberflachenfunktionalisierungen. Neben
lithographischen  Strukturierungen  mittels  Tiefen-Ultraviolett- (DUV-Deep
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2.1 Motivation

Ultraviolett), Rontgen- und Ionenstrahlen wird die definierte Immobilisierung von
bioaktiven Faktoren mit Hilfe von Photoimmobilisierung und pCP aufgezeigt. Erste
Zellkulturexperimente zeigen das Potential der Methode.

Zur Erweiterung der im vorherigen Kapitel angewendeten SMART-Technologie wird
in Kapitel 5 die Herstellung neuer Formwerkzeuge dargestellt. Auf Basis einer
Standard UV-Lithographie werden Werkzeuge mit sehr kleinen Strukturabmessungen

und unterschiedlichen Formen erzeugt.

Kapitel 6 fasst die Ergebnisse zusammen und gibt einen Ausblick auf zukiinftige
Forschungsschwerpunkte.

Zusitzliche Protokolle und Tabellen befinden sich im Anhang.
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2 Stand der Technik

2.1 Motivation

Zur  Entwicklung funktioneller — Substitute zur  Wiederherstellung  oder
Aufrechterhaltung von Gewebefunktionen im Rahmen des Tissue Engineerings ist ein
interdisziplindrer ~ Ansatz  aus  Methoden der  Ingenieurwissenschaften,
Materialforschung und der Biologie notwendig [4]. Vor allem in der Entwicklung
hoch komplexer Systeme, deren Ziel die Integration funktioneller Oberflichen in
rdumlich gestaltete Tragerstrukturen ist, spielt der Forschungsbereich der Mikro-
strukturtechnik eine entscheidende Rolle. Im Folgenden werden aktuelle Methoden
und Forschungsergebnisse zu mikrostrukturierten Tragerstrukturen basierend auf
mikrostrukturtechnischen Ansitzen vorgestellt.

2.2 Mikrostrukturtechnik und Biologie

Der im 20. Jahrhundert geborene Trend zur Miniaturisierung technischer Bauteile
kann vor allem an der rasanten Entwicklung mikroelektronischer Komponenten
verdeutlicht werden. Die Ubertragung der in dieser Technologie entwickelten
Konzepte, Prozesse und Materialien auf nichtelektronische Fachgebiete, wie z.B.
Mechanik, Optik, Fluidik oder Biochemie, ist der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung
der Mikrostrukturtechnik. Diese kann somit als konsequente Weiterentwicklung des
sehr hohen technologischen und theoretischen Erfahrungsschatzes der Mikro-
elektronik beschrieben werden [13]. Zur Herstellung komplexer Strukturen (2D, 3D)
mit definierten Geometrien existieren inzwischen eine Vielzahl von Verfahren, wie
z.B. die Silizium-Mikromechanik, das LIGA-Verfahren (Rontgenlithographie,
Galvanoformung und Abformung), die Lasermaterialbearbeitung oder auch das
Mikrozerspanen [13-15].

Nach dem Einzug der Mikrotechnik im Bereich der sogenannten MEMS (Micro-
Electro-Mechanical Systems) zur Herstellung von Mikrosensoren oder anderen
Mikrobauelementen ist in den letzten Jahren das Interesse an einer zusitzlichen

Anwendung solcher Systeme im biomedizinischen Bereich gestiegen. In dem dadurch
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aufstrebenden Forschungsgebiet der BioMEMS (Biomedical Micro-Electro-
Mechanical Systems) werden demnach auf der Mikrotechnologie basierende Bauteile
entwickelt, die zur Herstellung, Bearbeitung oder Analyse biologischer und auch
chemischer Systeme genutzt werden konnen. Reprisentiert werden BioMEMS
inzwischen durch LOC-Systeme (Lab-on-a-Chip), unTAS (Micro Total Analysis
Systems) und auch Drug-Delivery-Systeme [16-18].

Neben der Entwicklung vollstindiger Analysesysteme kann auch das Potential
einzelner, aus der Mikrotechnik stammender Methoden fiir die Untersuchung
biologischer Fragestellungen genutzt werden. Ein Beispiel hierfiir ist die weit
verbreitete Methode der Photolithographie. Durch eine maskenbasierte Bestrahlung
eines photoempfindlichen Materials (Photoresist) werden Verdnderungen in der
Molekiilstruktur hervorgerufen, durch die in einem anschlieBenden Entwicklungs-
schritt Oberflachentopographien im Resist erzeugt werden koénnen [19]. Je nach
Bestrahlungsart (z.B. DUV, EUV, X-Ray) und damit variierender Energie konnen
Strukturen mit unterschiedlichen Aspektverhiltnissen erzielt werden, die in folgenden
Prozessschritten, wie z.B. Atzen oder Beschichten, zunichst auf den Wafer und in
einem weiteren Kopierschritt z.B. mittels Abformung schlieBlich auf Polymere
iibertragen werden konnen. Eine mogliche Anwendung finden auf diese Weise
hergestellte Strukturen beispielsweise im Bereich des Tissue Engineerings. Durch das
Potential zur Herstellung unterschiedlicher Muster ist es moglich den Einfluss von
Oberflachentopographien auf das Verhalten darauf kultivierter Zellen zu untersuchen.
Auf diesem Gebiet konnte daher im Laufe der letzten Jahre eine Vielzahl von
Ergebnissen erzielt werden, die alle einen signifikanten Einfluss auf die Adhésion,
Orientierung, Migration, Proliferation oder Differenzierung von Zellen zeigen. So
reagieren beispielsweise die meisten Zellen auf parallel verlaufenden Mikro- oder
Nanogriaben mit einer Lingsausrichtung entlang der Struktur, was auch als ,,contact
guidance bezeichnet wird. Betrachtet man die Zusammenfassung der aktuellsten
Ergebnisse in diesem Bereich [20, 21], so ist zu erkennen, dass aufgrund der Fiille der
verwendeten Zelltypen, Materialien, Geometrien, Aspektverhiltnisse und gemessenen
Parametern nur schwer eine klare Aussage beziiglich eines Einflusses gemacht werden
kann. Aufgrund dieser Tatsache wurde vor kurzem an der Universitidt Twente ein auf
der Materiomics [22] beruhendes Konzept entwickelt, das die Analyse einzelner
Parameter im Hochdurchsatzverfahren ermoglicht. Mit einem 2 x 2 ¢cm® groBen Chip,

der ein Array von etwa 8500 verschiedenen Oberflichentopographien aufweist
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2.2 Mikrostrukturtechnik und Biologie

(TopoChip), kann das Verhalten von Zellen auf spezifische Muster untersucht
werden [23].

Eine weitere weit verbreitete Methode zur Herstellung von Mikrostrukturen ist
durch das Verfahren der sogenannten Softlithographie gegeben. Die vor etwa 20
Jahren von Whitesides und seiner Gruppe entwickelte Methode basiert auf der
Nutzung weicher und flexibler —Materialien, 1n den meisten Fillen
Polydimethylsiloxan (PDMS), um strukturierte Diinnschichten auf Substrate zu
tibertragen [24-26]. Mittels Photolithographie wird zunéchst, z.B. durch die
Strukturierung einer Resistschicht auf einem Siliziumwafer, eine Masterstruktur
hergestellt. Durch anschlieBendes AbgieBen der Geometrie mit Silikon wird die
Struktur iibertragen, so dass ein elastischer mikro- bzw. nanostrukturierter Stempel
entsteht. Durch Inkubation dieses Stempels mit der gewiinschten Substanz (z.B.
Thiole, Silane, Proteine) und anschlieBendem Aufdriicken der modifizierten
Oberflaiche auf das Substrat werden die Molekiile selektiv im Bereich der
Kontaktflichen auf das Substrat iibertragen (,,micro contact printing* (LCP)). Die auf
diese Weise erzeugten mikro- und nanostrukturierten Oberfldchen bieten ein hohes
Potential fiir weiterfiihrende Experimente. Die Moglichkeit zur selektiven Anbindung
weiterer fiir die Zellkultur relevanter Proteine und die gleichzeitige Passivierung der
Zwischenrdume mit zellabweisenden Molekiilen (z.B. PEG) ermoglicht die
Erzeugung strukturierter Zellmuster oder eine Ko-Kultivierung verschiedener
Zellarten mit definierter Anordnung [25, 27]. Desweiteren ist es mit Hilfe dieser
Technologie moglich, den Einfluss geometrischer Formen zu untersuchen. In diesem
Zusammenhang konnte die Forschungsgruppe um Chen schon vor einigen Jahren
zeigen, dass z.B. die geometrische Anordnung der Zellen durch zuvor aufgebrachte
Proteinmuster das Verhalten der Zellen nachhaltig beeinflusst. Durch Variation der
Adhisionsflache konnte zwischen Proliferation und Apoptose der Zellen umgeschaltet
werden [28].

Neben den beiden beschriebenen Verfahren der Photolithographie und der
Softlithographie finden weitere Methoden aus der Mikrotechnik Anwendung in der
biomedizinischen Forschung. Zur Herstellung gezielter Oberflichentopographien
werden beispielsweise mechanische Mikrofertigungsmethoden, Laserverfahren oder
auch Imprint- und Abformtechnologien [29, 30] angewandt.

Trotz einer Vielzahl mdglicher Technologien und Methoden zur Funktionalisierung
von Substraten ist die Oberflichenfunktionalisierung eines dreidimensionalen
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Scaffolds auch heute noch eine Herausforderung. Viele Geriiststrukturen, wie z.B.
Hydrogele, Hohlfasern oder auch Schiume, lassen sich lediglich mit dulleren Faktoren
wie Temperatur, pH-Wert, Sauerstoffgehalt oder elektrischen Feldern [31]
kombinieren. Eine direkte Oberflichenfunktionalisierung durch Lithographie oder
uCP konnte im Rahmen dieser Strukturen jedoch noch nicht gezeigt werden.

Im Fall einfacher polymerer ,,Micro-Well-Arrays* hingegen konnen erste
Fortschritte im Rahmen der definierten Oberflichenstrukturierung durch die
Anwendung gewolbter Masken oder einer direkten Schreibmethode mittels
Laserlithographie [32, 33] erzielt werden. Auch das definierte Aufbringen
biologischer Molekiile innerhalb polymerer Kavititen konnte bereits anhand einer
kombinierten Methode aus Photolithographie und Softlithographie gezeigt werden.
Mittels uCP konnen bioaktive Molekiile in definierten Bereichen einer Werkzeug-
struktur immobilisiert und in einem anschlieBenden Spritzgussverfahren auf die

Polymeroberflidche iibertragen werden [34].

Neben diesen ersten, aber teilweise noch sehr aufwendigen Methoden zur
Strukturierung gekriimmter Oberflachen, wurde schon vor einigen Jahren am KIT das
Verfahren des Mikrothermoformens und die darauf aufbauende SMART-Technologie
entwickelt. Das Potential und erste Ergebnisse dieser fortgeschrittenen und
kostengiinstigen Methode zur Fertigung funktionalisierter, polymerer Mikrostrukturen
fiir die dreidimensionale Zellkultur werden im nichsten Kapitel aufgezeigt.

2.3 Mikrothermoformen und die SMART-Technologie

Ein weitverbreitetes Verfahren zur makroskopischen Umformung thermoplastischer
Kunststoffe ist das Thermoformen [35, 36]. Dieses hauptsidchlich zur Herstellung
diinnwandiger Verpackungen genutzte Verfahren zeigt aber auch die Moglichkeit fiir
eine  Anwendung im Bereich der Mikrostrukturtechnik. Der Transfer dieser
makroskopischen Technologie in den Mikrometerbereich, und somit die Geburt des
sogenannten ,,Mikrothermoformens*, wurde vor etwa 10 Jahren von Truckenmiiller et
al. [37] gezeigt. Im Vergleich zu anderen Replikationstechniken, wie z.B. dem
HeiBpragen oder dem Spritzgussverfahren, bei dem das Polymer bereits im
geschmolzenen, fliissigen Zustand vorliegt, basiert das Mikrothermoformen auf der
Forminderung des Materials im thermo- bzw. gummielastischen Zustand. Das Prinzip
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einer Verfahrensvariante, das Hochdruck-Mikrothermoformen mittels Gasdruck, ist in
Abbildung 2.1 dargestellt.

Dinne Polymerfolie

Ap

] i Fy (R |

EEEE - N

Evakuierte Mikrostruktur
Geformte Ponmerstruktur
R | i
I - LR
Abbildung 2.1: Prozessabfolge des Mikrothermoformvorgangs mittels Gasdruck.

In Anlehnung an das makroskopische Verfahren wird beim Mikrothermoformen eine
diinne, freitragende Polymerfolie (thermoplastisch verarbeitbarer Kunststoff) in ein
speziell angefertigtes Messingformwerkzeug eingebracht (a). Durch anschlieBendes
Aufwenden einer Kraft von bis zu 60 kN kann die Folie fest zwischen der
strukturierten Form und der Gegenplatte eingespannt und ein Verrutschen verhindert
werden (b). Um die Folie in die zuvor evakuierte Form zu verstrecken, wird zunéchst
der gesamte Werkzeugverbund bis in den Erweichungsbereich oder auch
Glasiibergangsbereich des verwendeten Polymers erwdrmt. Wird die fiir jedes
Material charakteristische Glasiibergangstemperatur T,, die den Ubergang vom
Glasbereich in den entropieelastischen Bereich beschreibt, erreicht, geht die Folie in
einen thermoelastischen Zustand {ber (c), wodurch sich das Material durch
Aufbringen eines geeigneten Drucks (1,5-5 MPa) einformen ldsst (d-e¢). Zum
Entformen der Folie unter Erhaltung der Form wird diese in einem letzten Schritt
unter Beibehalten des Drucks in den Glasbereich abgekiihlt. Durch anschlieBende
Riicknahme des Drucks und auch der Kraft ldsst sich das verstreckte Polymer aus dem
Werkzeug entnehmen ().

Fir eine geplante Anwendung dieser Technologie im Bereich der drei-
dimensionalen Zellkultur musste jedoch zunidchst ein geeignetes Formwerkzeug
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entwickelt werden. Ausgehend von zahlreichen Erkenntnissen im Bereich
multizelluldrer Sphéiroide und der Notwendigkeit einer ausreichenden Nahrstoft-
versorgung der Zellen in den thermogeformten Kavititen, wurde ein 1 cm® groBes
Array aus 25 x 25 Vertiefungen mit einer Tiefe von 300 um und einem Durchmesser
von 350 um in der Formplatte realisiert [38]. Durch Einformen polymerer Folien in
diese Struktur konnen mikrostrukturierte Zellkulturarrays (KITChips) erzeugt werden.
Abbildung 2.2 zeigt eine lichtmikroskopische Seitenaufnahme einer einzelnen Kavitit
innerhalb des Chips mit einem Durchmesser von 350 um, der durch den weilen Pfeil
am oberen Bildrand dargestellt ist.

Abbildung 2.2: Lichtmikroskopische Seitenaufnahme einer thermogeformten Kavitit
mit einem Durchmesser von 350 um (weier Pfeil).

Durch die erhdhte Nachfrage thermogeformter Strukturen in den verschiedensten
Bereichen, wie z.B. der Mikrofluidik, kann eine stetige Weiterentwicklung der
Technologie realisiert werden. Um Prototypen neuartiger Strukturen mit geringem
Arbeits- und Kostenaufwand herstellen zu konnen, wurde vor kurzem am KIT, IBG-1,
ein zweiter Aufbau einer Thermoformanlage realisiert. Neben dem Austausch der
Hydraulik, mit dem die Werkzeughilften computergesteuert verfahren werden
konnen, durch einfache, mechanisch verschlieBbare Werkzeugplatten, wurde auch das
Konzept der Formplatten verdndert. Wéihrend im ersten Aufbau aufwindig
mikromechanisch strukturierte, 9 mm dicke Messingplatten als Formwerkzeug
verwendet werden, dienen an der zweiten Anlage lediglich 300 um dicke, mit
Durchlochern versehene Messingbleche (Kulissenmasken) zwischen 2 ebenen
Messinggrundplatten als Einformwerkzeug. Das patentierte Konzept rund um die
Kulissenmasken [39] ermoglicht, aufgrund einer im Vergleich zur Strukturierung
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genormter Messingplatten kostengiinstigen Herstellungsmethode, die Konstruktion

verschiedener Prototypen mit variierenden Formen und Anordnungen.

Ein entscheidender Vorteil der Technologie des Mikrothermoformens liegt in der
Umformung des Materials im thermoelastischen Bereich. Im Vergleich zu anderen
Fertigungsverfahren, die zum Bereich des Urformens gehéren und bei denen das
Polymer in den fliissigen Zustand gebracht wird, wie beispielsweise beim
SpritzgieBen, bleibt der Materialzusammenhang in diesem Vorgang bestehen und
ermoglicht es daher, zuvor aufgebrachte Oberflichenfunktionalisierungen auch
wihrend des Formvorgangs zu erhalten. Zur Realisierung von Modifikationen auf
gekriimmten Oberflichen wurde daher die auf dem Mikrothermoformen basierende
SMART-Technologie (Substrate Modification And Replication by Thermoforming)
entwickelt, deren Prinzip in Abbildung 2.3 dargestellt ist [12].

Mikro-
thermoformen """
— > —

qu Modifikation lonenspuratzen - -

Mikro-
thermoformen
>

Mikro-
thermoformen
_—
. ]

Polymerfolie
Musterungen

Mikro-
thermoformen |_|

=

—
Beschlchtungen Galvanik

Abbildung 2.3: Verschiedene Module der SMART-Technologie. Durch die
Kombination verschiedener Oberflichenmodifikationen mit dem
Mikrothermoformen lassen sich unterschiedlich funktionalisierte
Zellkulturarrays erzeugen (verandert nach Giselbrecht et al. [12]).

Die Vielzahl moglicher Oberflachenfunktionalisierungen ist anhand vier
verschiedener Module demonstriert, die neben einer Modifikation des gesamten
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,Bulkmaterials* auch das Erzeugen von Topographien, die Immobilisierung
biochemischer Faktoren oder die Beschichtung der Oberfliche beinhalten. Durch
einen dreistufigen Prozesses, der aus einer Funktionalisierung einer unbehandelten
Polymerfolie (,,pre-process®), dem Mikrothermoformen (,,core-process“) und einer
moglichen  nachtriglichen  Modifikation  (,,post-process®)  besteht, konnen
funktionalisierte, mikrostrukturierte Trigerstrukturen erzeugt werden, die wu.a.

Anwendung in der dreidimensionalen Zellkultur finden.

Auf Basis dieser Technologie konnten im Laufe der letzten Jahre erste
vielversprechende Ergebnisse erzielt werden. Neben strukturierter Zelladhédsion durch
maskenbasierte UV-Bestrahlung und dem definierten Aufbringen von Goldelektroden
in den Kavititen durch einen Sputterprozess und anschliefender stromloser Galvanik
[12] konnten auch Nanoimprint Strukturen auf der Oberflache der Kavitéiten realisiert
werden [40-43]. Mit dem Ziel die auf diese Weise hergestellten Strukturen in der
Zellkultur zu nutzen, konnte noch ein weiteres Modul der Technologie entwickelt
werden. Um die notwendige Néhrstoffversorgung der Zellen im Chip zu verbessern,
ist es moglich das gesamte Material mit einer Vielzahl von Poren zu versehen, die ein
Durchstromen der einzelnen Kavititen mit Medium von allen Seiten ermdglicht.
Durch Anwenden eines Bioreaktors mit geeigneten Pumpen kann somit, im Vergleich
zu einer reinen Diffusion des Mediums von der Kavititeno6ffnung her, eine ideale
Versorgungssituation der Zellen auch in der Mitte der Zellaggregate geschaffen
werden. Die Realisierung dieser Modifikation basiert auf dem Verfahren der
Ionenstrahllithographie, die in dem hier beschriebenen Fall an der GSI in Darmstadt
mittels Schwerionen durchgefiihrt wurde. Mit Hilfe des Linearbeschleunigers
UNILAC wurden planare Polycarbonat-Folien senkrecht zur Oberfliche mit
Schwerionen hoher Energien (MeV-GeV) bestrahlt, was zu Briichen der Polymer-
ketten entlang der Ionenspur fiihrte [44, 45]. Da diese Bereiche im Vergleich zum
unbestrahlten Material abweichende Materialeigenschaften, wie z.B. eine reduzierte
physikalische und chemische Bestindigkeit aufwiesen, konnten diese in einem ,,post-
process“ nach dem Thermoformen durch nasschemisches Atzen in wissriger
SN NaOH/10% w/v MeOH Ldsung geétzt werden, so dass eine geeignete Anzahl von
Poren, deren Durchmesser durch die Entwicklungszeit einstellbar ist, im Chip
realisiert werden konnte [12, 46]. Abbildung 2.4 zeigt verschiedene Aufnahmen eines

pordsen KITChips.
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IMT/FZK JCD1_0279F_001 A3

Abbildung 2.4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines pordsen KITChips
aus Polycarbonat [47].

Aufbauend auf die in diesem Kapitel dargestellten Methoden werden im Rahmen
dieser Arbeit aktuelle Forschungsergebnisse zur Entwicklung neuartiger SMART
Module, deren Charakterisierung und auch erste Anwendungen in der Zellbiologie
vorgestellt.
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3 Material und Methoden

3.1 Motivation

Fir die Entwicklung, Charakterisierung und biologische Validierung
funktionalisierter, polymerer Mikrostrukturen fiir die dreidimensionale Zellkultur,
wurden in der vorliegenden Forschungsarbeit verschiedene Materialien und Methoden
angewendet. Da sich zur Herstellung funktionalisierter Mikrostrukturen mittels
Mikrothermoformen eine Reihe amorpher Polymere eignen, wurden im Verlauf dieser
Arbeit verschiedene, fiir die jeweilige Funktionalisierung passende, Polymere getestet
und angewendet.

Da Polymethylmethacrylat (PMMA) als strahlungsempfindlicher ,,Resist* aus dem
Bereich der Lithographie bekannt ist, wurde dieses Material fiir die Oberflachen-
funktionalisierung mittels Photolithographie eingesetzt. Fiir die Anwendung der
Ionenstrahllithographie und der Ionenspurtechnologie stellt Polycarbonat (PC) einen
geeigneten Kandidaten dar [45], so dass auch verschiedene PC-Folien angewendet

wurden.

Um neben einer Funktionalisierung der Oberfldche die fiir das TE entscheidenden
Faktoren der Biovertrdaglichkeit und der biologischen Abbaubarkeit der verwendeten
Materialien zu beriicksichtigen, wurden auflerdem einzelne Experimente mit
Polylactiden (PLA) durchgefiihrt.

Zur abschlieBenden Charakterisierung der biologischen Funktionalitit der
Tragerstrukturen wurden verschiedene Zelllinien angewendet und unterschiedliche
Fixations- und Farbemethoden durchgefiihrt. Details der verwendeten Materialien und
Methoden sind in den folgenden Tabellen 3.1, 3.2 und 3.3 zusammengefasst.



3 Material und Methoden

3.2 Polymere

Tabelle 3.1: Charakterisierung der im Rahmen der vorliegenden Forschungsarbeit
angewendeten Polymere.

Material Bezeichnung Firma Dicke Anwendungsgebiet

PMMA  Degalan 67E/SPA 87/1  Evonic Rohm GmbH, 120 pm  DUV-Lithographie
Darmstadt (Kapitel 4.2.1)

PMMA Superclear OF022 Evonic Rohm GmbH, 125 um  Rontgenlithographie
Darmstadt (Kapitel 4.2.2)

PC Pokalon OG 461 GL Lofo High Tech Film 50 um Ionenstrahllithographie
GmbH, Weil am Rhein (Kapitel 4.2.3)

PC lonenspurmodifiziert it4ip, Seneffe Belgien 65 um SMART-Kombination

(1-10° Tonen-cm™) (Kapitel 4.4)
: . e Definierte

PLA Earthfirst Sidaplax V.O.F. Plastic 25 um Immobilisierung

Suppliers, Inc., bioaktiver Faktoren
(Kapitel 4.3)

Gentbrugge, Belgien

e SUS8 Formwerkzeuge
(Kapitel 5.2)
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3.3 Zellkultur

3.3 Zellkultur

Tabelle 3.2: Die zur biologischen Validierung angewendeten Zelllinien, der
Hersteller und ihr Anwendungsgebiet.

Bezeichung  Zelllinie Firma Anwendung

HeLa Humane Zelllinie aus ~ ATCC (CCL), Rockville,  Einfluss von Topographien und

Typ HepG2

Typ L929

Gebarmutterhals-

karzinom

Humane

Hepatoblastomzelllinie

Mausfibroblasten-

zelllinie

Maryland, USA

ATCC, Ref. Nr. HB8065,

Manassas, VA, USA

ATCC, Stamm: C3H/an,
Designation: NCTC
Klon 929

Formgebung auf

Zellmorphologie

Einfluss von Oberflachen-

beschichtungen auf Zelladhédsion

Einfluss von Oberflachen-

beschichtungen auf Zelladhasion
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3.4 Farbemethoden

Tabelle 3.3: Protokolle der zur Visualisierung des Zellverhaltens angewendeten
Féarbemethoden und ihr Anwendungsgebiet.

Bezeichnung Methode Anwendung

e Medium absaugen
e Waschen mit isotonem Phosphatpuffer

(PBS) (PAA) N
D . . Visualisierung der
Kristallviolettfirbung e 30 miniitige Inkubation der Zellen mit .
0,5%iger Losung von Kristallviolett Zellverteilung

(Serva) in Methanol/Wasser (20/80)
e Lichtmikroskopische Auswertung

e Medium absaugen
e  Waschen mit isotonem PBS
e 30 miniitige Inkubation der Zellen mit Quantitative Aussage
Lebend-Tod-Farbung 0,5% Syto 16" (Invitrogen) und 0,1%
Propidiumiodid (Fluka) in Medium
e Fluoreszenzmikroskopische Auswertung

uber Zellvitalitiat

e Anfirben der Actinfilamente mit
fluoreszenzmarkiertem Phallotoxin Alexa
488 Phalloidin Analyse der
Immunfluoreszenzfirbung o Anfirben der Zellkerne mit DAPI
e Fiir Details sieche Protokoll im
Anhang A.1

Zellmorphologie
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4 SMART-Technologie

4.1 Motivation

In der aktuellen Forschung greifen immer mehr Bereiche, wie z.B. die regenerative
Medizin oder die Behandlung von genetischen Defekten und auch Krebs, auf das
Potential von Stammzellen zuriick, wodurch immer neue Fragestellungen in der
in vitro Differenzierung aufgeworfen werden. Es ist bekannt, dass sich adulte
Stammzellen in vivo in komplexen, gewebespezifischen Nischen befinden, deren
Aufgabe es ist, die Zellen physikalisch zu lokalisieren und ihre Funktionen zu
regulieren [48, 49]. Um auch in vitro einen solchen gerichteten Einfluss auf die
Stammzellen ausiiben zu konnen, ist es das Ziel, eine solche Nische auch aullerhalb
des lebenden Organismus aufzubauen. Fiir die Realisierung dieser Aufgabe ist es
jedoch notwendig, die sehr komplexe Mikroumgebung der Zellen innerhalb der
Nischen, die neben 16slichen und anderen biochemischen Faktoren auch physikalische
Faktoren beinhaltet, nachzuahmen. Neben aktuellen Forschungsergebnissen, die
bereits sehr einfache Modelle zur Nachbildung einer solchen Umgebung
zeigen [50-52], wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit, basierend auf der zuvor
beschriebenen =~ SMART-Technologie, neue  Methoden zur  Herstellung
funktionalisierter und mikrostrukturierter Zellkulturtriager entwickelt. Auf Basis dieser
neuartigen Strukturen kann der Einfluss spezieller biochemischer und auch
biophysikalischer Faktoren auf das Verhalten von Zellen in vitro in Kombination mit
einer dreidimensionalen Kultivierung der Zellen untersucht werden. Im Folgenden
werden die Herstellungsmethoden, Ergebnisse und Anwendungen der verschiedenen
Prozesse zur Erzeugung von Topographien, Mustern aus kovalent angebundenen
Molekiilen und definierten Proteinstrukturen innerhalb von dreidimensional
geformten Polymerstrukturen aufgezeigt.
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4.2 Topographien
4.2.1 DUV-Lithographie

Im Rahmen der stetig wachsenden Forschungsaktivitit auf dem Gebiet des TE zeigt
sich mehr und mehr, dass die Mikroumgebung der Zellen, wie z.B. biophysikalische
Faktoren, einen entscheidenden Einfluss auf das Verhalten der Zellen nimmt. In
diesem Zusammenhang gibt es bereits erste grundlegende Ergebnisse, die einen
signifikanten FEinfluss planarer mikro- und nanostrukturierter Oberflaichen auf
unterschiedliche Aspekte des Verhaltens von Zellen, wie z.B. in Bereichen der
Adhésion, Orientierung und Migration, zeigen [20, 21, 29]. Neben diesen
Ergebnissen, die hauptsdachlich aus Versuchen auf flachen Substraten und daher
iiberwiegend aus Monolayer-Kulturen resultieren, ist es erstrebenswert im Bereich des
TE einen solchen Einfluss auch am Beispiel dreidimensionaler Gewebekonstrukte zu
analysieren. Die dazu bendtigten hierarischen Strukturen, die aus dreidimensionalen
Trégerstrukturen mit integrierten Topographien bestehen und daher verschiedene
GrofBenabmessungen kombinieren, konnen bislang jedoch nur eingeschréankt realisiert
werden. Verschiedene bereits bestehenden Methoden zur Strukturierung gekriimmter
Oberflachen, wie z.B. die Anwendung gewdlbter Masken oder eine direkte
Schreibmethode mittels Laserlithographie [32, 33], sind sehr aufwendig und weisen
hiufig Limitierungen im Bereich der Massenproduktion oder auch in der Anwendung
stark gekrimmter Oberflichen auf. Auch die kiirzlich von Fernandez et al.
vorgestellte neuartige Methode der Mikrostrukturierung dreidimensionaler Chitosan
Oberflachen [53] weist Einschrinkungen in der Materialwahl und aufgrund der
chemischen Reaktion mit Essigsdure eine Begrenzung innerhalb einer zusétzlichen
biochemischen Funktionalisierung auf. Wegen der bisher stark eingeschrinkten
Realisierung solcher Strukturen, wurde daher im Rahmen dieser Arbeit ein neuartiges
auf der DUV-Lithographie basierendes SMART-Modul entwickelt, das die
Herstellung polymerer Tragerstrukturen fiir die dreidimensionale Zellkultur mit
integrierter Topographie auch auf stark gekriimmten Oberfldchen ermoglicht.

Um in einem ersten Schritt der Herstellung (,,pre-process®) die Erzeugung
mikrostrukturierter Oberflichentopographien auf polymeren Membranen ermoglichen
zu konnen, wurde zunidchst ein neues lithographisches Verfahren etabliert. Im
Unterschied zur klassischen Lithographie, bei der auf Siliziumwafer aufgebrachte
Photolacke (Resists) verwendet werden, beruht diese neue Methode auf der Direkt-
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Lithographie in freitragenden Polymerfolien. PMMA ist bereits als geeignetes
Resistmaterial vor allem im Bereich der Rontgenlithographie bekannt. Um diese
Eigenschaft auch im Rahmen der DUV-Lithographie zu testen, stellte die 120 pm
dicke Degalan PMMA-Folie die Basis erster Versuche dar. Um zunichst die
prinzipielle Durchfiihrbarkeit der Direkt-Lithographie anhand des ausgewihlten
Materials zu zeigen, wurde in einem ersten Schritt die Oberflache der ebenen Folie
modifiziert, indem das Material mittels eines ,double side mask aligners*
(EV Gruppe, Schirding, EVG, Osterreich) mit einer Wellenlinge von 241 nm durch
eine Quarz-Chrom-Maske bestrahlt wurde. Da innerhalb erster Experimente, bei
denen die Bestrahlungsdosis zwischen 4 J-cm™ und 7 J-cm™ variiert wurde, die besten
Ergebnisse bei einem Wert von 6J-cm™ erzielt werden konnten, wurde in
weiterfiihrenden Versuchen mit dieser Energie gearbeitet. Da aus zahlreichen
Veroffentlichungen bekannt ist, dass vor allem Strukturgroen im unteren
Mikrometerbereich einen signifikanten Einfluss auf Zellen ausiiben [21, 29], wurden
drei verschiedene Quarz-Chrom-Masken mit einer 8 x 8 pum® Absorberstruktur mit
einem Abstand von je 2 um, einem Linienmuster mit 5 pm breiten Chromstrukturen
und 2 um Abstéinden und eine konzentrische Kreisstruktur mit ebenfalls 5 um breiten
Strukturen und 2 pm Abstdnden angewendet.

Fiir eine topographische Abbildung der verwendeten Strukturen im Material, wurde
in Anlehnung an das Verfahren der klassischen Lithographie ein anschlieBender
Entwicklungsschritt ~ durchgefiihrt. Im  Fall  vollstindig  charakterisierter
Resistschichten im Standardprozess der DUV-Lithographie werden durch eine solche
Bestrahlung zunichst die Abspaltung von Methylester Seitengruppen hervorgerufen
und in der Folge Hauptkettenbriiche innerhalb der Polymerketten induziert [54], die
wiederum zu einer Verminderung des Molekulargewichtes und gleichzeitig zu einer
Erhohung der Loslichkeit des Materials in den bestrahlten Bereichen fiihren. Durch
Anwenden spezieller Losungsmittel im Anschluss an die Bestrahlung konnen daher
die Absorberstrukturen der verwendeten Masken in Form von Topographien
abgebildet werden [19]. Auf Basis dieser Tatsache wurden auch die in dieser Methode
verwendeten, allerdings noch nicht vollstindig charakterisierten, freitragenden
PMMA-Folien nach dem Bestrahlungsvorgang entwickelt, um auch hier die
Moglichkeit einer Abbildung der Strukturen zu testen. Dazu wurden zwei
verschiedene Standardentwickler bei Raumtemperatur verwendet [55]. Fiir den
eigentlichen, hier 60-miniitigen, Entwicklungsschritt wurde der GG-Entwickler
verwendet, welcher aus 60% Diethylenglycolmonobutylether (Merck, Hohenbrunn),
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20% Morpholin (Merck), 15% deionisiertem Wasser und 5% Ethanolamin (Merck)
besteht. Der BDG-Entwickler wurde zum 5-miniitigen Abstoppen des ersten
Vorganges genutzt und besteht aus 80% Diethylenglycolmonobutylether und 20%
deionisiertem Wasser. In einem abschlieBenden, 5-miniitigen Schritt zum Entfernen
noch vorhandener Losungsmittelreste wurden die Proben in deionisiertem Wasser
gespiilt. Das Ergebnis ist anhand rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen (REM
Aufnahmen) in Abbildung 4.1 dargestellt und weist Strukturhdhen von etwa 10 pm

[IMT/FZK JCD1_230609_003 A1 IMT/FZK JCD1_230609_004 A3
4 S B R

Abbildung 4.1: REM-Aufnahmen DUV-lithographisch erzeugter Strukturen mit einer
Hohe von etwa 10 um. a) Linienmuster (Strukturbreite: 5 um, Abstand:
2 um), b) Konzentrische Kreisstruktur (Strukturbreite: 5 um, Abstand:
2 um), ¢) Saulenstruktur (Struktur: 8 x 8 pm?, Abstand: 2 um).

Anhand der dargestellten Resultate wird deutlich, dass die hier angewendete PMMA -
Folie prinzipiell als Resistmaterial fiir eine DUV-Bestrahlung geeignet ist und die neu
entwickelte Methode der Direkt-Lithographie in freitragenden Polymerfolien eine
Strukturierung der PMMA-Oberflache ermoglicht. Im Vergleich zur Standard DUV-
Lithographie [56], bei der nahezu senkrechte Strukturen mit glatten Oberflichen
hergestellt werden konnen, weist jedoch die obige, nahezu konturgetreue Abbildung
der unterschiedlichen Muster bei einer starken VergroBerung leicht abgerundete
Ecken und geringe Unebenheiten in den Zwischenrdumen auf. Dieser Effekt ist darin
zu begriinden, dass im Vergleich zur Standard DUV-Lithographie keine definierte
Bestrahlung bis auf ein nicht strukturierbares Substrat (z.B. Silizium) durchgefiihrt,
sondern das Material nur bis zu einer gewissen Tiefe belichtet wurde. Auftretende
Dosisprofile resultieren daher in entsprechenden Entwicklungsprofilen, die als
UnregelméBigkeiten in den Aufnahmen zu erkennen sind. In weiterfithrenden

Experimenten ist zu untersuchen, ob durch eine Variation der Entwicklungsdauer in
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den verschiedenen Losungen oder auch durch Anderungen innerhalb weiterer
wesentlicher Parameter, wie beispielsweise der Temperatur, eine Optimierung dieser
Ergebnisse, wie z.B. die Reduktion von Verrundungen und Unebenheiten, erreicht

werden kann.

Um die Zielsetzung einer Uberlagerung solcher topographischer Strukturen mit
einer raumlichen Formgebung der Folie zu erreichen, wurde im Folgenden der
Prozess der DUV-Lithographie mit dem Mikrothermoformen kombiniert. Wie oben
beschrieben, stellte die DUV-Bestrahlung der Folie den ,,pre-process* in der SMART-
Technologie dar. Zur Erzeugung dreidimensionaler Strukturen wurden die Materialien
direkt im Anschluss ohne Entwicklungsschritt thermogeformt, wobei darauf zu achten
war, dass die Strukturoberseite richtig in Bezug auf das Formwerkzeug orientiert war.
Das Herauslosen der bestrahlten Bereiche wurde erst nach dem Thermoformen
durchgefiihrt und stellte den ,,post-process* dar.

" = { E S g :
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Abbildung 4.2: DUV-strukturierter PMMA KITChip mit einer iiberlagerten etwa
10 pm hohen Saulenstruktur (8 x 8 pm? mit 2 pm Abstéinden) und einer
Tiefe der Kavitdten von etwa 100 um (REM Aufnahmen).

Abbildung 4.2 zeigt zwei REM Aufnahmen eines mit dem zuvor beschriebenen
quadratischen Muster strukturierten KITChips (Quarz-Chrom-Maske wie bei flacher
Struktur). Die Tiefe der Kavititen betragt ca. 100 um. Es ist deutlich zu erkennen,
dass die etwa 10 um hohen Strukturen bzw. deren Vorstufen in Form von
entsprechend eingestrahlten Bildern den Thermoformprozess (109°C, 32 bar) iiber-
standen und nach den einzelnen Schritten auf den Stegen der Chips sowie auch in den
Kavititen wieder zu finden waren. Es ist lediglich eine leichte Verzerrung des
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Musters zu erkennen, was durch die unterschiedlich starke Verstreckung des Folien-
materials wihrend des Thermoformvorgangs zu erkléren ist. Zur Kompensation dieses
Effektes ist es moglich durch Kenntnis der lokalen Verstreckfaktoren, die sich
beispielsweise aus der Verzerrung des Musters ermitteln lassen, eine Vorverzerrung
der Strukturen schon in das Muster der verwendeten Masken einzuarbeiten.

Zur Charakterisierung dieser Strukturen wurde im Folgenden der Einfluss der
gezeigten Oberflichentopographien auf den Vorgang des Mikrothermoformens
untersucht. Die wie schon zuvor beschrieben fiir das Thermoformen wichtigen
KenngroBen des Glasiibergangsbereiches und der damit verbundenen Glasiibergangs-
temperatur T, werden durch eine erhohte Wiarmebewegung der Molekiile beschrieben
und hingen daher von der Molekularstruktur des Materials ab. Da eine DUV-
Bestrahlung der PMMA-Folie jedoch, durch Bindungsbriiche in den Polymerketten,
eine Verdanderung in der molekularen Struktur hervorruft, ist zu analysieren, inwiefern
eine Bestrahlung des Materials Einfluss auf die Verformbarkeit der PMMA-Folie
nimmt. Die im Rahmen dieser Arbeit gezielt eingesetzte Methode der Dynamischen
Differenzkalorimetrie (engl. Differential Scanning Calorimetry — DSC) stellt eine
Moglichkeit dar, den Glasiibergangsbereich unterschiedlicher Proben zu bestimmen.
Die DSC ist eine thermische Methode, mittels der die aufgenommene bzw.
abgegebene Wirmemenge einer Probe im Vergleich zu einer Referenzprobe als
Funktion der Temperatur aufgezeichnet werden kann. Da physikalische Vorginge,
wie z.B. Phaseniiberginge, durch exotherme bzw. endotherme Vorginge
charakterisiert sind, zeigen diese innerhalb der Messmethode eine Verdnderung im
Wairmefluss. Der Glasilibergangsbereich eines Polymers kann daher als leicht
ansteigender Wiarmefluss beobachtet werden, dessen Wendepunkt, mathematisch
gesehen, den Glasiibergangspunkt T, charakterisiert.

Um den Einfluss der DUV-Bestrahlung und der dadurch auftretenden
Materialverdnderungen an der Oberfliche und den angrenzenden Schichten des
Bulkmaterials auf den Glasiibergang zu untersuchen, wurden drei flaichenmifig
unterschiedlich belichtete PMMA-Folien zum einen mittels Gel-Permeations-
Chromatographie (GPC, DKI Darmstadt) auf ihr Molekulargewicht und zum anderen
mit einer DSC-Messung (Klaus Feith, IMT, KIT) analysiert. Zuvor wurden die Proben
vorbereitet, indem sie bei einer Wellenldnge von 241 nm mit einer Dosis von 6 J-cm™
flutbelichtet und eine Weitere mit dem schon oben beschriebenen quadratischen
Muster bestrahlt wurde. Die dritte Folie wurde nicht bestrahlt, um eine mogliche
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Veranderung deutlich zu machen. Es ist zu beachten, dass aufgrund hoher Absorption
im DUV-Bereich und dadurch geringer optischer Eindringtiefe (ca. 10 um) nur kleine
Teile der Folienvolumina bestrahlt wurden. Im Fall beider Messungen handelt es sich
jedoch um Mittelwerte iiber das gesamte Volumen der Folie und daher iiber einen
Grofteil unmodifizierten Materials. In Tabelle 4.1 sind die Molekulargewichte M,
(Zahlenmittel) zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 4.1: Molekulargewicht M, einer unbestrahlten PMMA-Folie sowie einer
mit 6 J-cm™ musterbestrahlten und einer flutbelichteten Folie (DKI,
Darmstadt).

PMMA Unbestrahlt Musterbestrahlt ~ Flutbelichtet

Molekulargewicht M, [g-mol™] | 6,0466-10" 4,7834-10* 3,9960-10"

Es ist deutlich zu erkennen, dass es durch eine DUV-Bestrahlung der PMMA-Folie zu
einer Verdanderung des Molekulargewichts kommt. Durch das Einwirken ionisierender
Strahlung auf das Polymer, werden Bindungen in der molekularen Struktur
aufgebrochen, die zu einer Verringerung des Molekulargewichts in Abhéngigkeit der
bestrahlten Volumina (AM,, musterbestranit: 21%0, AMy, flutbelichtet: 34%) und gleichzeitig zu
einer Erhohung der Loslichkeit des Polymers fiihren.

Desweiteren fiihrt eine Verdnderung der molekularen Struktur der Oberflache und
des oberflichennahen Materials zu einer geringen Verschiebung des Glasiibergangs-
bereiches hin zu niedrigeren Temperaturen. Die durch die Verringerung des
Molekulargewichts entstehenden Verdnderungen in der Molekiilorientierung
beeinflussen direkt die Nebenvalenzkrifte (Dispersions- oder Dipolkrifte,
Wasserstoffbriickenbindungen), die im Fall des hier beschriebenen Thermoplasts die
makroskopischen Eigenschaften (mechanisch, optisch, elektrisch und chemisch) des
Materials bestimmen [57]. Dieser Zusammenhang wird z.B. anhand unterschiedlicher
physikalischer Zustinde von PMMA in Abhingigkeit von der molekularen Masse
verdeutlicht. Bei dem bei 300 g-mol” noch als viskose Fliissigkeit vorliegenden
PMMA handelt es sich bei 30 000 g'-mol” schon um einen transparenten Feststoff
[58]. Aufgrund eines solchen Einflusses des Molekulargewichtes auf die Material-
eigenschaften ist auch eine Verdanderung des Glasiibergangsbereiches in Abhéngigkeit
der bestrahlten Fliche plausibel. Tabelle 4.2 zeigt die unterschiedlichen Ergebnisse
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fiir den Anfangs- und Endpunkt des Glasiibergangsbereichs sowie die Glasiibergangs-
temperatur T, flir die drei unterschiedlich behandelten PMMA-Folien auf.

Tabelle 4.2: Glasiibergangsbereiche fiir verschieden DUV-belichtete PMMA-Folien
(KIT, IMT).
Glastiibergangsbereich Glasiibergangs- Glasiibergangs-
Onset (°C) temperatur bereich
T, (°O) Ende (°C)
Unbehandelt | 91,3+0,5 97,0+ 0,8 103,0+ 1,1

Muster | 88,0+ 1,1 95,0+ 1,0 102,3+0,8
Flutbelichtet | 88,6 = 0,7 95,0 + 0,9 102,0 £ 1,2

Schon vor ein paar Jahren konnte von Truckenmiiller et al. am Beispiel diinner
Schichten Degalan G 7 E PMMA gezeigt werden, dass eine vollstindige Bestrahlung
des Materials mit DUV eine Verringerung der Glasiibergangstemperatur von
AT, = 50°C hervorruft [59]. Anhand der oben aufgezeigten Werte ist zu erkennen,
dass auch im Fall der hier angewendeten PMMA-Folie eine Verschiebung der
Glastibergangstemperatur aufgetreten ist. Da in dieser Versuchsdurchfithrung jedoch
nur ein kleiner Volumenanteil des Materials bestrahlt und in der DSC-Messung das
Gesamtvolumen beriicksichtigt wurde, konnte lediglich eine Anderung von 2°C
festgestellt werden. AuBlerdem ist eine geringe Verbreiterung des Glasiibergangs-
bereichs von AT = 1,7°C zwischen der unbehandelten und der flutbelichteten PMMA -
Folie zu erkennen, die moglicherweise anhand einer verbreiterten Molekulargewichts-
verteilung zu begriinden ist.

Desweiteren ist bekannt, dass die durch eine Verdnderung in der molekularen
Masse beeinflussten mechanischen Eigenschaften im direkten Zusammenhang mit
dem Elastizitatsmodul des Materials stehen, und somit auch die Formbarkeit der Folie
direkt mit der Molekularstruktur gekoppelt ist [58]. Aus diesem Grund wurde in
einem weiteren Versuch im Rahmen der Charakterisierung der direkte Einfluss einer
solchen Bestrahlung auf die Formtiefe der PMMA Strukturen im Thermoformprozess
untersucht.

Wie schon im vorherigen Experiment beschrieben, wurden auch hier drei
unterschiedlich bestrahlte PMMA-Folien verwendet, die mittels der Thermoform-

anlage am IBG-1 in das KITChip Formwerkzeug verstreckt wurden. Auch in diesem
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Fall lag die bestrahlte Seite der Folien auf der Innenseite der Kavititen. In einem
Temperaturbereich von 100°C bis 110°C wurde in 2 Grad Schritten jeweils die Tiefe
der thermogeformten Strukturen in Abhéngigkeit der angewendeten Form-
temperaturen aufgezeichnet, wobei die Vertiefungen mittels Lichtmikroskop (Leitz
Orthoplan, Leica Microsystems) und Digitalmessuhr (Mitutoyo Absolute) vermessen

wurden.

In Abbildung 4.3 und Abbildung 4.4 sind die Zusammenhidnge der modifizierten
Folien jeweils im Vergleich zur Referenzprobe aufgezeigt. Es ist zu beachten, dass
lediglich die unbehandelte PMMA-Folie bei allen Temperaturen ohne Probleme aus
dem Werkzeug entformbar war, so dass die Messergebnisse iiber den ganzen
Temperaturbereich aufgezeichnet werden konnten. Im Fall der belichteten Proben
dagegen konnte eine erhohte Haftung des Materials im Werkzeug festgestellt werden,
die dazu fiihrte, dass die Folien schon bei 108°C nicht mehr zu entformen waren und
eine Messung bei 110°C nicht durchgefiihrt werden konnte. Mdoglicherweise liegt
dieser Effekt an der hoheren Einformtiefe der bestrahlten Folien und der somit
vergroBerten Kontaktfliche und daher verstirkten Reibung zwischen Material und

Werkzeug.
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Abbildung 4.3: Linearer Zusammenhang zwischen Einformtiefe der Kavititen und

angewendeter Formtemperatur im  Vergleich zwischen der
flutbelichteten und der unbehandelten @ PMMA-Folie. Die
Standardabweichungen der gemessenen Einformtiefen betragen
maximal nur wenige Mikrometer und sind daher in der Graphik nicht
sichtbar.
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Abbildung 4.4: Linearer Zusammenhang zwischen Einformtiefe der Kavitdten und

angewendeter Formtemperatur im  Vergleich zwischen der
musterbestrahlten (Schachbrettmuster) und der unbehandelten PMMA -
Folie. Die Standardabweichungen der gemessenen Einformtiefen
betragen maximal nur wenige Mikrometer und sind daher in der
Graphik nicht sichtbar.

In beiden Graphiken ist zu erkennen, dass im dargestellten Temperaturbereich ein
nahezu reproduzierbarer, linearer Zusammenhang (maximale Standardabweichung:
2,6 um) zwischen den Einformtiefen der Kavititen und den Formtemperaturen
besteht. Die beim Thermoformen zu erwartenden nichtlinearen Effekte, die u.a. vom
Material, der Geometrie und auch der Struktur hervorgerufen werden, scheinen sich in
diesem Bereich zu kompensieren. Neben diesem allgemeinen linearen Verlauf der
einzelnen Kurven, ist in beiden Abbildungen ein unterschiedliches Verhalten der
modifizierten PMMA-Folien im Vergleich zur Referenzprobe zu erkennen. Im Fall
der flutbelichteten Folie liegen die Einformtiefen fiir alle Temperaturen im Mittel
etwa 18 um oberhalb derer des unbehandelten Polymers. Die musterbestrahlte Folie
dagegen zeigt einen nicht so klaren Unterschied auf. Hier liegt die Kurve des
modifizierten Polymers im Mittel lediglich 13 um oberhalb der der Referenzprobe.
Bei der Diskussion dieser Ergebnisse ist allerdings zu beachten, dass neben den in den
Graphiken abgebildeten Standardabweichungen auch weitere Fehlerquellen der
Messung mit beriicksichtigt werden miissen. Neben moglichen ungleichen
Temperaturverteilungen innerhalb des Werkzeuges birgt die Bestimmung der
Kavitétentiefe weitere Unsicherheiten, die z.B. durch Dickenschwankungen der Folie
beim Mikrothermoformen erzeugt werden konnen. Unter Beriicksichtigung dieser
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Tatsache sind die dargestellten Ergebnisse kritisch zu betrachten, jedoch bestitigt der
allgemeine Verlauf der Kurven die schon zuvor durch die DSC-Messungen

gewonnenen Resultate.

Die dargestellten Versuche zur Charakterisierung der DUV-modifizierten PMMA -
Folien zeigen, dass durch die Strukturverdnderungen der Polymerketten an der
Oberflache des Materials und die dadurch auftretende Molekulargewichtsverdnderung
relevante Abweichungen hinsichtlich des mittleren Glastibergangspunktes T, und
auch im Rahmen der geeigneten Thermoformtemperatur auftreten. In dem hier
beschriebenen Fall der DUV-Lithographie wurde jedoch nur ein volumenméBig
geringer Anteil des Polymers modifiziert, so dass nur kleine Anderungen in den
beschriebenen Punkten zu erkennen sind. Bei der Anwendung anderer Lithographie-
methoden, wie z.B. der Rontgenlithographie (s. Kapitel 4.2.2), konnen jedoch durch
hohere Energien auch volumenmiflig groBere Verdnderungen innerhalb der
Molekularstruktur hervorgerufen werden, so dass die aufgezeigten Abweichungen in
diesem Fall stiarker mit berticksichtigt werden miissen.

Desweiteren konnte in dieser Versuchsdurchfithrung eine deutliche Zunahme der
Haftung zwischen der Oberseite der modifizierten Folie und dem Werkzeug bei
gleicher Temperatur festgestellt werden, so dass bisher lediglich eine Einformung der
Folie mit Strukturen auf der Innenseite moglich war. Um in einem néchsten Schritt
topographische Strukturen auch auf der Aullenseite zu realisieren, ist zu untersuchen,
ob eine mogliche Trennschicht, wie z.B. eine diinne Silikonmembran, eine Haftung
zwischen der Folie und dem Werkzeug verhindern kann und dadurch ein Entformen
ermdglicht.

Die in diesem Kapitel gezeigte Methode der DUV-Lithographie auf freitragenden
PMMA-Folien ermoglichte die Herstellung hierarchischer Strukturen fiir die Nutzung
in vitro mit Hinblick auf die Nachahmung der komplexen Matrix-Topographie der
natiirlichen Mikroumgebung von Zellen. In diesem Zusammenhang stellt z.B. die
Basalmembran des Epithelgewebes, die mehrere Skalen {iberspannende Strukturen in
Form von Poren, Fasern und Erhdhungen aufweist [60], eine mogliche komplexe
in vivo Vorlage dar. Neben einer einfachen topographischen Modifikation der inneren
Oberflache des KITChips ist es jedoch auch moglich weitere Faktoren zu variieren,
um einen komplexeren Aufbau zu realisieren. Durch Replikation der gezeigten
Strukturen mittels Polydimethylsiloxan (PDMS) oder auch vernetzbaren Hydrogelen
kann zusétzlich zu den topographischen Informationen des dann replizierten Teils der
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Hartegrad der Oberfliche eingestellt werden, was gezielt zu einer gerichteten
Beeinflussung von Zellen genutzt werden kann [61]. Um das Potential dieser Methode
zu verdeutlichen, wurden auf Grundlage DUV-modifizierter KITChips (DUV-Chips)
erste Silikonstrukturen hergestellt. Dazu wurde in einem ersten Schritt ein
quadratischer etwa 2 x 2 cm® groBer Silikonrahmen mittels PDMS auf die Struktur
geklebt, um eine geeignete Gieflform zu realisieren. Darauthin wurde etwa 1 ml
Sylgard-184 Silikon (Dow Corning) in einem Mischungsverhéltnis von 10:1 auf die
DUV-modifizierten PMMA-Folien gegeben und in Anlehnung an das Hersteller-
protokoll {iber Nacht bei 60°C im Ofen vernetzt. Zum anschlieBenden Ablésen der
Polymerfolie wurde das Konstrukt in Losungsmittel eingelegt. Um einerseits eine
zeitlich ausgedehnte Reaktion zu gewéhrleisten und andererseits ein Quellen des
Silikons zu verhindern, wurde lediglich 70% 2-Propanol in Wasser verwendet. Nach
einem Zeitraum von 14 Tagen lief sich die Folie restlos vom Silikon entfernen. Das
Resultat einer komplexen mikrostrukturierten PDMS Membran ist in Abbildung 4.5
zu sehen. Die quadratischen 8 x 8 um” grofien Strukturen der PMMA-Folie sind als
Negativabbildung im Silikon wieder zu finden. Es ist lediglich eine geringe
Verrundung der Strukturen zu erkennen, die vermutlich durch ein leichtes Quellen des
Materials wéhrend der relativ langen Abldsezeit des Polymers vom Silikon
hervorgerufen wurde.

) )

—
50pum

Abbildung 4.5: Komplexe, mikrostrukturierte = PDMS-Membranen, die durch
Replikation DUV-modifizierter PMMA-Folien (s. Abbildung. 4.2)
hergestellt wurden. Die durch eine maskenbasierte Bestrahlung
8x8 umz) im Polymer erzeugten Mikrostrukturen fanden sich in
Form einer inversen Struktur auf dem etwa 120 um dicken PDMS
wieder.
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Nach der Herstellung dieser ersten Demonstratoren im Rahmen der vorliegenden
Arbeit ist in weiterfilhrenden Arbeiten geplant, geeignete Strukturen fiir biologische
Anwendungen herzustellen. Um auch im Rahmen der gezeigten Silikonstrukturen ein
Array aus Kavitdten fiir die dreidimensionale Zellkultur zu realisieren, ist es moglich
in einem weiteren Replikationsschritt die PDMS-Strukturen wiederum mit Silikon
abzugieBen und dadurch die eigentliche Struktur des PMMASs zu replizieren. Um eine
Verbindung der beiden PDMS Schichten zu verhindern kann eine Trennschicht z.B.
aus Silanen oder Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) angewendet werden [62,
63]. Desweiteren bietet diese Methode die Mdglichkeit zur Herstellung hierarischer
Strukturen mit einstellbaren Elastizititen. Der Hértegrad der hier angewendeten
PMMA-Folie ist nahezu unverdnderlich. Im Vergleich dazu bietet Sylgard-184
Silikon (10:1) mit einer Shore-Hirte A von etwa 50 und einem Elastizitdtsmodul von
E~=18MPa [64] durch Anwenden verschiedener Mischungsverhidltnisse, die
Moglichkeit zur Variation des Hértegrades. Mit Hilfe dieser Strukturen kann somit
auch invitro ein Teilbereich der fiir Zellen relevanten Elastizititswerte (z.B.
Gehirn: 1 kPa, Muskel: 10 kPa, Knochen: 10° kPa, etc. [61]) abgedeckt und in diesem
Zusammenhang das Zellverhalten auf unterschiedlich elastischen Oberflichen
analysiert werden. Die Nachahmung sehr weicher Gewebe kann jedoch durch Silikon
nicht mehr realisiert werden, da das Material bei nur geringem Hértergehalt nicht
mehr vollstdndig vernetzen kann und daher weiterhin im fliissigen Zustand vorliegt.
Zur Umsetzung eines solchen Modells miissen andere Materialien wie z.B. Hydrogele

verwendet werden.

Neben einer Anwendung in der biologischen Forschung zur Rekonstruktion der
komplexen in vivo Umgebung von Zellen, konnen die in diesem Kapitel dargestellten
Strukturen auch Verwendung in verschiedenen anderen wissenschaftlichen Arbeiten
finden. Die Biochemie, in deren Rahmen mikrofluidische Systeme entwickelt werden
[65, 66], oder auch die Biochip- und Biosensortechnologie [67] reprdsentieren weitere
Anwendungsfelder. In diesem Zusammenhang lassen sich beispielsweise diinne
Goldelektroden in die KITChips integrieren, die die Moglichkeit bieten, Zellen
elektrisch zu stimulieren oder auch Impedanzmessungen an dreidimensionalen

Zellaggregaten durchzufiihren [47].
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4.2.2 Rontgenlithographie

Neben der DUV-Lithographie bieten auch weitere Technologien aus dem Bereich der
Lithographie die Moglichkeit der Strukturierung diinner Polymerschichten im
Rahmen der SMART-Technologie. Im Vergleich zur DUV-Bestrahlung bietet z.B. die
Rontgenlithographie und somit die Bestrahlung der Proben mit hochenergetischen
Rontgenstrahlen das Potential fiir ein hohes Aspektverhidltnis der resultierenden
Strukturen und vor allem auch fiir Strukturen mit einer groflen absoluten Hohe.
Aufgrund dieser Tatsache findet diese Art von Lithographie schon seit einigen Jahren
Anwendung bei der Herstellung vielfdltiger Mikrostrukturen, wie z.B. im Rahmen des
schon in den 70er Jahren entwickelten LIGA-Verfahrens (Rontgentiefenlithographie,
Galvanoformung, Abformung) [68, 69]. Mittels Synchrotronstrahlung wird die
Struktur einer Rontgenmaske auf einem rontgenempfindlichen Resist (iiberwiegend
PMMA) abgebildet. Durch Deponieren von Energie im Material werden auch hier
Kettenbriiche im Polymer hervorgerufen, die Loslichkeit dadurch erhoht und die
bestrahlten Bereiche in einem anschlieBenden Entwicklungsschritt herausgelost.
Durch eine folgende galvanische Metallabscheidung in den entwickelten Bereichen
und Entfernen des Resists kdnnen Formwerkzeuge fiir Heillprageprozesse oder auch
Spritzguss hergestellt werden.

Auch im Rahmen dieser Forschungsarbeit konnte der Vorteil einer groBen
Reichweite hochenergetischer Rontgenstrahlung im Resist genutzt werden, um
funktionalisierte Polymerstrukturen mit hoheren Aspektverhiltnissen im Vergleich zu
den DUV-Strukturen herzustellen. In Anlehnung an den schon im vorherigen
Teilkapitel beschriebenen Prozess, wurde auch in diesem Fall eine Kombination aus
Rontgenlithographie und Mikrothermoformen im Rahmen der SMART-Technologie
entwickelt. Im Rahmen erster Versuche wurde die 125 um dicke PMMA-Folie
Superclear 0F022 als Basis Resistmaterial angewendet und musste zunichst auf ihre
Nutzbarkeit innerhalb der Rontgenlithographie getestet werden. Zur geeigneten
Befestigung im Scanner des Strahlrohrs Litho 1 des Elektronenspeicherrings ANKA
(Angstromquelle Karlsruhe, KIT), welches als Rontgenstrahlungsquelle diente, wurde
die Folie mit Hilfe von Polyimidfolien auf 4 Zoll Wafern fixiert. Mit einer
Elektronenenergie von 2,5 GeV, welche einem magnetischen Feld von 1,5T
entspricht und einer Dosis von 4,5 kJ .cm” an der Oberseite und 2,7kJ -.cm” an der
Unterseite der Folie, wurde das Polymer bestrahlt. Um eine strukturierte Belichtung
der Materialoberseite zu garantieren, die nach einem anschlieBenden Entwicklungs-
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schritt in einer topographischen Struktur resultiert, wurde eine speziell fiir die
Rontgenlithographie angefertigte Maske angewendet. Diese zur Charakterisierung des
Verfahrens angewendete Testmaske bestand aus hexagonalen Goldstrukturen mit
einem Innenkreisdurchmesser von 20 um und einem Abstand von 6 um mit einer
Absorberhdhe von etwa 20-30 um. Neben einem ersten Versuch zur Durchfiihrbarkeit
der Rontgenlithographie bei dem zunichst eine flache PMMA-Folie an der Anlage
bestrahlt und direkt im Anschluss entwickelt wurde, wurde die Technologie sogleich
auch mit dem Mikrothermoformen kombiniert. Wie innerhalb des Kapitels zur
SMART-Technologie beschrieben, wurde die Folie dazu direkt nach der Bestrahlung
thermogeformt und erst im Anschluss daran entwickelt. Zum Herauslésen des
Materials wurde das Entwicklersystem GG und BDG verwendet, wie es schon zuvor
bei der DUV-Lithographie beschrieben wurde. Abbildung 4.6 und Abbildung 4.7
zeigen die Ergebnisse der rontgenlithographisch erzeugten Topographie auf einer
flachen und auf thermogeformten PMMA-Folien nach einer Entwicklungszeit von
30 min in GG, 5 min in BDG und 5 min in deionisiertem H,O.

Abbildung 4.6: REM-Aufnahme einer flachen, 125 um dicken PMMA-Folie mit einer
rontgenlithographisch erzeugten Topographie. Die hexagonale Struktur
mit einem Innenkreisdurchmesser von 20 um und einem Abstand von
6 um wies eine Hohe von etwa 20-30 um auf.
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Abbildung 4.7: REM-Bilder thermogeformter PMMA-Folien mit einer iiberlagerten
etwa 20-30 um hohen rontgenlithographisch erzeugten Topographie.
a) Array aus 80 um tiefen Mikrokavititen (Formtemperatur: 99°C,
Formdruck: 2 MPa). b) Einzelkavitit mit einer Tiefe von etwa 290 um
(Formtemperatur: 105°C, Formdruck: 2 MPa).

Die in den Abbildungen gezeigte hexagonale Topographie auf den PMMA-Folien
weist eine sehr gleichméfBige Anordnung der einzelnen Strukturen mit einer Hohe von
etwa 20-30 pm auf, was einem Aspektverhdltnis von 1-1,5 entspricht. Trotz
Anwendung einer freitragenden Folie anstatt einer auf einem Siliziumwafer
aufgebrachten Resistschicht, konnte die Maskenstruktur auf dem Material abgebildet
und durch die Bestrahlung modifizierte Bereiche herausgelost werden.

Auch in Kombination mit dem Mikrothermoformen wurden gute Resultate erzielt.
Das im linken Bild dargestellte Array aus lediglich 80 um tiefen Kavititen (99°C,
2 MPa) zeigt dhnlich gute Resultate wie die flache Folie. Die auch hier etwa
20-30 um hohen Strukturen sind iiber die komplette Fldche vollstandig entwickelt und
weisen nur eine geringfiigige Verzerrung der topographischen Anordnung aufgrund
des Verstreckvorgangs auf. Bei der im rechten Bild gezeigten etwa 290 pm tiefen
Einzelkavitdt hingegen (105°C, 2 MPa) wurden zwar ebenso Aspektverhiltnisse der
Topographie von 1-1,5 erzielt, jedoch wird der Einfluss des Formvorgangs sichtbar.
Wie schon an den kleineren, nur etwa 10 um hohen Strukturen bei der
DUV-Lithographie zu sehen (s. Abbildung. 4.2), ist auch hier die starke Verstreckung
der Folie anhand der Anordnung der topographischen Struktur zu erkennen. Um diese
Verzerrung der Topographie zu minimieren oder sogar vollstindig zu kompensieren,
sollte es in weiterfiihrenden Arbeiten moglich sein, im Rahmen definierter Form-
parameter eine Vorverzerrung der Strukturen in die Maskenanordnung einzuarbeiten.
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Neben dem Einfluss des Formvorgangs auf die Strukturanordnung konnte im Fall der
Rontgenlithographie auch ein Zusammenhang zwischen bestrahlten Folienvolumina
und der Einformtiefe der Kavititen festgestellt werden. Wie schon im vorherigen
Kapitel am Beispiel der DUV-Lithographie beschrieben, nimmt die durch die
Bestrahlung erzeugte Verdnderung des Molekulargewichtes direkten Einfluss auf die
Glastlibergangstemperatur und dadurch auch auf die Formparameter, so dass belichtete
Bereiche bei gleicher Formtemperatur und gleichem Formdruck tiefer eingeformt
wurden als Unbelichtete. Abbildung 4.8 zeigt eine mit den zuvor beschriebenen
Parametern belichtete und anschlieBend entwickelte PMMA-Folie. Nur einzelne
quadratische Bereiche weisen eine Topographie auf. Die Zwischenrdume hingegen
wurden flutbelichtet.

Abbildung: 4.8: REM-Aufnahme eines thermogeformten PMMA-Arrays
(Formtemperatur: 95°C, Formdruck: 2 MPa) mit einer teilweise
iiberlagerten etwa 20-30 um hohen rdntgenlithographisch erzeugten
Topographie. Die Tiefe der Kavititen variierte zwischen etwa 35 um
im Bereich der Topographie bis zu etwa 190 um im flutbelichteten
Bereich.

Anhand der rasterelektronischen Aufnahme des PMMA-Arrays ist zu erkennen, dass
die Kavitdten im quadratischen Bereich der Topographie lediglich eine Tiefe von etwa
35 um aufweisen. Die Kavititen in den flutbelichteten Zwischenrdumen hingegen
sind etwa 190 um tief. Dieses Ergebnis bestdtigt das schon zuvor im Rahmen der
DUV-Lithographie erzielte Resultat. Da im Rahmen der Rontgenlithographie mit
hoheren Strahlungsenergien gearbeitet wurde und somit groBere Volumenanteile der
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Folie in der molekularen Struktur verdndert wurden, konnte ein solcher Unterschied
auch schon zwischen flutbelichteten und musterbestrahlten Bereichen festgestellt
werden. Zur Kompensation dieses Effektes, um z.B. fiir biologische Anwendungen
gleichmiBige Arrays herzustellen, ist es moglich, Formwerkzeuge mit einer
definierten Tiefe zu verwenden, die der maximalen Einformtiefe der muster-
bestrahlten Bereiche entspricht. Die Kavitidten im Bereich der Flutbelichtung konnen
demnach auch nur bis zu dieser Tiefe eingeformt werden, so dass eine einheitliche
Tiefe erzeugt wird.

Die Anwendung dieser Technologie und auch der funktionalisierten polymeren
Strukturen liegt in den gleichen Bereichen, wie schon bei der DUV-Lithographie
beschrieben. Durch den Vorteil der Erzeugung hoéherer Strukturen und groBerer
Aspektverhiltnisse konnen jedoch noch weiterfiihrende Experimente durchgefiihrt
werden. Da in der Biologie bekannt ist, dass neben einer dreidimensionalen
Anordnung auch die Hohe der einzelnen topographischen Strukturen einen
wesentlichen Einfluss auf das Verhalten und im Speziellen auf die Ausrichtung von
darauf kultivierten Zellen nimmt [70], bietet die Methode der Rontgenlithographie
geeignete Voraussetzungen, um einen solchen Einfluss systematisch auch an hoheren
Strukturen zu untersuchen. Grundlegende biologische Experimente werden jedoch im
weiteren Verlauf am Beispiel von DUV-modifizierten PMMA-Folien gezeigt.

4.2.3 lonenstrahllithographie

Wie schon in den ersten Teilen dieses Kapitels zu sehen, bieten die Technologien der
DUV- und auch der Rontgenlithographie die Moglichkeit, mikrostrukturierte
Materialien herzustellen, die in verschiedenen Forschungsbereichen Anwendung
finden konnten. Im Vergleich zu diesen in vielen Bereichen konventionell genutzten
Methoden mittels elektromagnetischer Strahlung, bietet die Technologie der
Teilchenlithographie oder im Speziellen der Ilonenstrahllithographie mittels
Schwerionen verschiedene Vorteile [45]. Wahrend Photonen ihre Energie sehr schnell
durch wenige Wechselwirkungen verlieren und dadurch eine geringe Eindringtiefe
aufweisen, geben Schwerionen ihre Energie nur sehr langsam unter einer kleinen
Winkelstreuung ab. Aufgrund dieser Tatsache konnen im Vergleich zu anderen
Methoden sehr tiefe Strukturen erreicht werden. Desweiteren bietet die lonenstrahl-
lithographie die Moglichkeit einer sehr hohen lateralen Auflosung. Mit einem

einzelnen Ion ist es moglich, eine sehr feine Kanalstruktur mit einem minimalen
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Durchmesser bis zu 0,01 pm zu erzeugen, was in Kombination mit einem
entsprechend dicken, durchstrahlten Substrat zu einem sehr hohen Aspektverhéltnis
von bis zu 1000 fiihren kann [71]. Auch die Wahl eines geeigneten Materials fiir die
Schwerionenbestrahlung ist vereinfacht. Wahrend bei der Bestrahlung mit DUV- oder
auch Rontgenstrahlung nur licht-sensitive Photoresiste genutzt werden konnen, lassen
sich bei der Ionenstrahllithographie auch verschiedene andere Polymere oder auch
Gliser verwenden, bei denen bei groBen Atzraten ein hoher Entwicklungskontrast
gewahrleistet werden kann.

Aufgrund dieser positiven Charakteristika bietet diese Technologie geeignete
Voraussetzungen zur Modifikation der Oberfliche komplexer Strukturen. In der
aktuellen Forschung findet dieser Prozess daher schon Anwendung in verschiedenen
technischen und auch biologischen Bereichen [71, 72]. Neben der Herstellung von
sogenannten ,,Nanotubes®, bei dem gedtzte Ionenspuren aufgalvanisiert und das
Polymer im Anschluss aufgelost wird [73], werden ionenspurgeédtzte Membranen auch
in der Laborfiltration genutzt. Mit Hilfe verschiedener Porengrofen konnen
verschiedene fliissige aber auch gasformige Proben von Reinstwasser bis hin zu

medizinischen Proben filtriert werden [74].

Auch im Rahmen der SMART-Technologie kann der grundlegende Prozess der
Schwerionenbestrahlung mit anschlieBendem Ionenspuridtzen angewendet werden
[75]. Im Folgenden wird daher die Mdglichkeit zur Erzeugung von topographischen
Mustern mittels Ionenstrahllithographie innerhalb eines KITChips aufgezeigt Als
Basismaterial diente die 50 um dicke Pokalon PC-Folie, deren Eignung fiir die
Ionenbestrahlung und das anschlieBende Ionenspurdtzen aus verschiedenen Vor-
versuchen der Chips bekannt waren [38]. In einem ersten Schritt wurde die planare
Folie mittels Projektionslithographie, bei der, &hnlich zur konventionellen
Lithographie, das Muster iiber eine maskenbasierte Bestrahlung definiert wird,
modifiziert. Wegen der hohen Anschaffungskosten von reguldren Masken fiir die
Ionenstrahllithographie, wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Goldnetzchen aus der
Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM; @: 4 mm, PLANO GmbH, Wetzlar)
gearbeitet. Eine 25-30 um hohe Goldabsorberstruktur mit 25 x 25 quadratischen
Aperturen (40 x 40 pm?) diente als vorliufige Maske in dieser Versuchsdurchfiihrung.
Um diese sehr schwierig handhabbaren Netzchen auf der Folie zu befestigen, wurden
diese zunichst auf einer Art Schablone aufgebracht. Mit handelsiiblichem Klebeband
wurden die Netzchen in zuvor ausgestanzten Aussparungen einer 30 um dicken

45



4 SMART-Technologie

Aluminiumfolie befestigt und zusammen mit dieser Trigerstruktur auf die Folie
geklebt. Da ein Abstoppen der Ionen je nach angewendeter Energie bei einer
Absorberhohe von 25-30 um nicht zu 100% garantiert werden konnte, wurde
zusdtzlich zu den TEM-Netzchen noch eine 45 um dicke Aluminiumfolie um die
Probe gewickelt. Die so vorbereiteten Folien wurden an der GSI in Darmstadt mit
7 Au**" Tonen mit einer Fluenz von 5-10° Ionen/cm?” bestrahlt. Mit einer Energie von
11,4 MeV pro Nukleon ergab sich eine Gesamtenergie von E,, = 2245,8 MeV pro lon,
die sich durch die Gold- und zusitzliche Aluminiumschicht komplett absorbieren lies.
Lediglich in den Bereichen der Durchbriiche in den TEM-Netzchen erreichten die
Ionen die Polymerfolie, durchstrahlten das gesamte Material und erzeugten auf diese
Weise eine Materialveranderung entlang der lonenspur und somit ein latentes Abbild
der Maske im Material. Nach der Bestrahlung der PC-Folien wurden diese an der
Thermoformanlage des IBG-1 in das KITChip Formwerkzeug rdumlich verstreckt.
Mit einer Formtemperatur von 165°C und einem Druck von 1,5 MPa wurden
Kavitdten mit einer Tiefe von etwa 115 um erzeugt. In einem anschlieBenden ,,post-
process® wurden die vormodifizierten Arrays nachbehandelt, indem das Polymer
durch Anwenden einer basischen Atzldsung in den verinderten Bereichen entlang der
Ionenspuren entfernt wurde.

!-...-cﬂ‘.‘.‘!!.n“--

Abbildung 4.9: REM-Bilder einer thermogeformten PC-Folie (Pokalon, 50 pm) mit
iiberlagerter, etwa 10 um tiefer, ionenstrahllithographisch erzeugter,
quadratischer Topographie (40 x 40 um?). Durch eine Formtemperatur
von 165°C und einen Druck von 1,5 MPa wurden Kavitidten mit einer
Tiefe von etwa 115 pm erzeugt.

Abbildung 4.9 zeigt das Ergebnis einer topographisch modifizierten PC-Folie. Durch
10-miniitiges Eintauchen der Folienoberseite in eine 70°C warme SN NaOH-Ldsung
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wurden entsprechend der Netzchen-Abmessungen quadratische, etwa 10 um tiefe
Muster im Material erzeugt. Anhand dieses Ergebnisses war zu erkennen, dass die
Methode der lonenstrahllithographie auch im Zusammenhang mit der SMART-
Technologie durchfiihrbar ist. Durch Schwerionenbestrahlung, Mikrothermoformen
und einem anschlieBenden Atzschritt konnten modifizierte und rdumlich verstreckte

Polymerfolien hergestellt werden.

In weiterfiihrenden Versuchen ist es mdoglich das Potential der beschriebenen
Methode auszunutzen und dadurch tiefere Strukturen mit hohen Aspektverhéltnissen
in Polymeren zu erzeugen. Die hier gezeigten, jedoch fiir die Technologie der
Ionenstrahllithographie sehr ungewdhnlichen geringen Strukturtiefen von lediglich
10 um sind anhand der geringen Foliendicke zu begriinden. Aufgrund des
Verstreckvorganges in das Thermoformwerkzeug wird die Wandstirke der zuvor
50 um dicken Polymerfolie in den Kavititen sehr stark ausgediinnt. Bei einer
Einformtiefe von 300 um beispielsweise variiert die gemessene Wanddicke der
einzelnen Kavitdten zwischen 50 um im Stegbereich und lediglich 7 ym am Boden
der Kavitit [76]. Eine lingere Atzzeit und damit verbundene tiefere Strukturen fithren
daher zu Durchlochern in der Folie. Um diesen Effekt zu umgehen, kdnnen dickere
Polymerfolien und auch andere Materialien fiir diesen Prozess eingesetzt werden.
Dieses bedarf allerdings der Entwicklung eines neuen Atzprotokolls fiir das
entsprechende Material. Desweiteren ist die Wahl einer neuen Maske von Vorteil.
Zum einen sind die Strukturabmessungen in dem hier beschriebenen Fall noch sehr
grof3, so dass nur geringe Aspektverhidltnisse von " erzeugt werden konnten. Zum
anderen ist die Genauigkeit der TEM-Netzchen nicht ausreichend. Wie es im rechten
Bild der Abbildung 4.9 zu sehen ist, gibt es keine klare Abgrenzung der bestrahlten
Bereiche von der unbehandelten Folie. Auch im Ubergangsbereich sind vereinzelte
Ionenspuren zu erkennen, die aufgrund von unsauberem Aufliegen der Maske auf der
Folie oder aber auch durch Ungleichheiten in der Goldabsorberschicht hervorgerufen

wurden.

Anhand der gezeigten Ergebnisse ist zu erkennen, dass die in diesem Kapitel
beschriebenen Prototypen flachig strukturierter Polymerarrays noch einer Reihe von
Weiterentwicklungen und Charakterisierungen bediirfen. Die vielversprechenden
Ergebnisse der ersten Strukturen zeigen jedoch, dass diese Methode ebenso wie die
DUV- und Roéntgenlithographie fiir die Herstellung biologischer Tréigerstrukturen
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geeignet ist, deren Anwendung im folgenden Kapitel anhand einer ersten biologischen
Charakterisierung von DUV-modifizierten Polymerstrukturen dargestellt wird.

Im Vergleich zu den anderen gezeigten Methoden, bei denen mit elektro-
magnetischer Strahlung gearbeitet wird, liegt das Potential der lonenstrahllithographie
in der Herstellung sehr hoher Aspektverhéltnisse durch die Moglichkeit der
Materialmodifikation mit nur einzelnen Ionen. Desweiteren bietet dieses Verfahren,
neben den bisher beschriebenen, parallelen Strukturierungsmethoden, bei denen
jeweils die gesamte Oberfliche des Materials gleichzeitig durch eine Maske mittels
DUV-, Rontgen- oder auch lonenstrahlen strukturiert wurde, die Moglichkeit eines
sericllen Schreibens. Mit Hilfe eines fokussierten Ionenstrahls, der iiber das zu
strukturierende Substrat gefiihrt wird, konnen hochaufgeloste Strukturen mit einer
groflen Flexibilitit erzeugt werden (,,Focused Ion Beam®, FIB). Trotz eines hohen
Zeitaufwandes findet diese Methode z.B. eine geeignete Anwendung im Bereich der
Maskenreparatur flir die Photo- und Rontgenlithographie [77].

Auch wenn die Technologie der Ionenstrahllithographie wie sie im Rahmen dieser
Arbeit angewendet wurde dhnlich wie die der Rontgenlithographie eine komplexe
Infrastruktur bendtigt, deuten die Ergebnisse auf eine Anwendungsmoglichkeit in
biologischen Fragestellungen hin. Der schon erwihnte Effekt eines nachhaltigen
Einflusses der Dimensionen nano- und mikrostrukturierter Zellkulturtridger [70] z.B.
kann mit Hilfe dieser Methode reproduziert und die Aussage auf Strukturen mit
hoheren Aspektverhéltnissen erweitert werden. Desweiteren kann die Reaktion auch
in Kombination mit einer dreidimensionalen Zellkultur untersucht werden.

4.2.4 Biologische Validierung

Wie schon in der Einleitung dieses Kapitels erwédhnt, bilden die vorgestellten
mikrostrukturierten Polymerfolien die Basis fiir zellbiologische Experimente. Anhand
der Vielzahl an Veroffentlichung ist zu erkennen, dass gerade in den letzten Jahren
das Interesse am Einfluss von unterschiedlichen Oberflichenfunktionalisierungen, wie
z.B. Topographien auf das Verhalten von Zellen immens gestiegen ist. Eine
signifikante Wechselwirkung von Zellen mit der Oberflichentopographie der
Umgebung und die variierenden zelluliren Antworten, konnen letztendlich zu
Fortschritten in verschiedenen Forschungsbereichen, wie z.B. Zellkulturtechnologie
oder auch Biosensorik fiihren. Einen sehr guten Uberblick iiber Ergebnisse zum
Einfluss artifizieller Mikro- und Nanostrukturen auf das Verhalten verschiedener
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Zelllinien ist in den Reviews von M. S. Lord [20] und E. Martinez [21] gegeben. Im
Allgemeinen ist jedoch zu beobachten, dass sich die meisten Zelllinien, ob
Osteoblasten, Fibroblasten, Endothelzellen oder auch Stammzellen in ihrer
Orientierung, Adhésionsfahigkeit, Morphologie oder auch Differenzierung mit
geeigneten StrukturgroBen beeinflussen lassen. Eine sehr starke Ausrichtung der
Zellen entlang von Mikrogriben ist z.B. am Beispiel von Nervenzellen zu erkennen;
aber auch Fibroblasten und auch Osteoblasten zeigen Verdnderungen in ihrem
Verhalten.

Aufbauend auf die FErgebnisse synthetischer Mikrostrukturen auf flachen
Substraten, ist es in dieser Arbeit das Ziel chemische aber auch physikalische
Faktoren mit einer dreidimensionalen Kultivierung von Zellen zu kombinieren, um
auch Zell-Zell-Kontakte und deren Einfluss auf die Entwicklung zu berticksichtigen.
In ersten Zellkulturexperimenten beziiglich dieser Fragestellung wurden aufgrund
einfacher Herstellung und geringer Produktionskosten die mittels DUV-Lithographie
hergestellten Polymerstrukturen als Trégerstrukturen verwendet und mit der sehr
robusten und einfach handzuhabenden HeLa-Zelllinie gearbeitet. Um zunéchst die
Auswirkung der Topographie auf die Zellmorphologie zu untersuchen, wurde in
einem ersten Schritt der Versuchsdurchfiihrung lediglich mit flachen aber
lithographisch strukturierten PMMA-Folien gearbeitet. Fiir einen Kontrollversuch
wurden zusitzlich flache und unstrukturierte Folien verwendet. Nach der Sterilisation
mit 70% 2-Propanol in Wasser und anschlieBendem Spiilen in sterilem H,O wurden
die Proben zur Erhéhung der Zellattraktivitit mit Kollagen beschichtet. Dazu wurden
die Folien mit 2,5 pg-cm™ Kollagen fiir 15 min im Brutschrank (37°C, 5% CO,)
inkubiert. Direkt im Anschluss wurden 30 000 Zellen pro Folie auf einer Fliche von
etwa 0,8 cm” in einer 24-Well Platte ausgesit und die Ergebnisse nach einer Dauer
von 2 Tagen unter normalen Kulturbedingungen mittels IF-Farbung sichtbar gemacht.
Zur Befestigung der diinnen Polymermembranen wurden diese mittels Silikonringen
am duBeren Rand beschwert. Abbildung 4.10 und Abbildung 4.11 zeigen die Resultate
auf flachen Folien.
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Abbildung 4.10: HeLa—Zellen auf kollagenisierter, unstrukturierter PMMA-Folie nach
einer Kulturdauer von 2 Tagen. Mittels IF-Férbung wurden die Kerne
mit DAPI in blau und die Aktinfilamente mit Alexa
Fluor 488-Phalloidin in griin angeférbt.

Abbildung 4.11: HeLa—Zellen auf kollagenisierter, topographisch strukturierter PMMA -
Folie nach einer Kulturdauer von 2 Tagen. Mittels IF-Farbung wurden
die Kerne mit DAPI in blau und die Aktinfilamente mit Alexa
Fluor 488-Phalloidin in griin angefarbt.

Um das Ergebnis und vor allem die Formgebung und -verdnderung der Zellen zu
analysieren, wurden mittels IF-Farbung die Kerne mit DAPI in blau und die
Aktinfilamente der Zellen mit Alexa Fluor 488-Phalloidin in griin angefarbt. Anhand
der Kernfirbung ist zunidchst einmal die Lage der einzelnen Zellen sichtbar.
Desweiteren kann auch eine Aussage iiber die Vitalitit der Zellen aufgrund der Form
des Kerns gemacht werden. Die abgebildeten Kerne weisen eine rundliche, vitale
Form auf und somit keine Anzeichen von Apoptose. Das zusétzliche Anfarben der
Aktinfilamente gibt Aufschluss liber die Struktur und Form der Zelle. Aktin ist ein
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Strukturprotein, welches in Form von dynamischen Filamenten als Bestandteil des
Zytoskeletts der Zelle z.B. fiir die Stabilisierung der &uBleren Zellform, fiir die
Ausbildung sogenannter Stressfasern und fiir intrazelluldre Transporte verantwortlich
ist. Aufgrund dessen ist Aktin ein geeignetes Protein zur Veranschaulichung der
Zellmorphologie. Anhand der Bilder ist zu erkennen, dass die Zellen auf den flachen
zuvor kollagenisierten PMMA-Folien ein typisches Erscheinungsbild zeigen. Die
Form mit ihren zahlreichen Ausldufern ist ein Anzeichen fiir eine hohe Vitalitit der
Zellen. Betrachtet man im Vergleich dazu die Zellen auf den topographisch
funktionalisierten Polymerfolien, so ist zwar auch hier die Vitalitdt der Zellen anhand
kleiner Ausldufer sichtbar, jedoch ist ein wesentlicher Unterschied in der Form der
Zellen zu erkennen. Es wird deutlich, dass sich die Ausrichtung der Zelle von der
darunter liegenden quadratischen, etwa 10 um hohen Topographie beeinflussen ldsst
und sie sich dadurch wie verschiedene ,, Tetris-Bausteine* anordnen.

Im weiteren Verlauf wurde das gleiche Experiment auf thermogeformten,
strukturierten PMMA-Folien durchgefiihrt. Um auch hier zunichst die Auswirkung
der Topographie auf die untere Zellschicht zu untersuchen, wurde lediglich mit einem
Monolayer gearbeitet. Auch in diesem Fall wurden die Folien mit 30 000 Zellen in
einer 24-Well Platte angeimpft. Das Ergebnis ist in Abbildung 4.12 am Beispiel
zweier verschiedener topographischer Muster nach 2 Tagen Kulturdauer zu sehen.

Abbildung 4.12: HeLa—Zellen auf thermogeformten, topographisch strukturierten
PMMA-Folien. Mittels IF-Farbung wurden die Kerne mit DAPI in blau
und die Aktinfilamente mit Alexa Fluor 488-Phalloidin in griin
angefarbt. a) 250 um tiefe Kavitdt mit quadratischer Topographie
(109°C, 2MPa), b) 180 um tiefe Kavitdit mit konzentrischer
Kreisstruktur (109°C, 3,1 MPa).
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Auch die Aufsicht in die beiden bei einer Temperatur von 109°C und einem Druck
von 2 MPa bzw. 3,1 MPa thermogeformten 250 um und 180 um tiefen Kavititen
zeigt ein dhnliches Verhalten der Zellen zu dem auf den flachen PMMA-Folien.
Sowohl das quadratische Muster als auch die konzentrischen Kreise beeinflussen die
Formgebung der Zellen in der Art, dass sie sich entlang der Struktur ausrichten. Ein
Unterschied zwischen verschiedenen Bereichen innerhalb der Kavitét ist nicht zu

erkennen.

Um in weiterfiihrenden Experimenten das Ziel einer Kombination aus
Oberflichentopographien und einer dreidimensionalen Kultivierung von Zellen zu
realisieren, muss eine wesentlich hohere Anzahl an Zellen in den Chips kultiviert
werden. In diesem Zusammenhang kann z.B. die Fragestellung, ob die Information
der Topographie auch durch mehrere Zellschichten in das Innere der Kavitit
weitergegeben werden kann, untersucht werden. Moglicherweise ist es sinnvoll
zunichst mit kleineren Kavitdtenabmessungen zu beginnen, um die Weiterleitung der
Information zunichst nur im Rahmen weniger Zellschichten zu analysieren. Mit Hilfe
der in Kapitel 5 dargestellten Methode zur Herstellung von Mikrostrukturen mittels
SU-8 Werkzeugen, konnen geeignete Strukturen erzeugt werden.

4.3 Definierte Immobilisierung bioaktiver Faktoren

4.3.1 Kontrollierte Zelladhasion durch kovalent angebundene
Molekile

Wie schon in der Einleitung beschrieben, ist bekannt, dass neben den zuvor
dargestellten physikalischen Einfliissen, wie Oberflichentopographien auch eine
Vielzahl weiterer extrinsischer Faktoren einen entscheidenden Einfluss auf die
Entwicklung der Zellen haben. In diesem Zusammenhang spielen z.B. auch
biochemische Signale eine grofle Rolle in der Steuerung einzelner Zellfunktionen und
ganzer zelluldrer Systeme. Neben einer kontrollierten Adhésion kann z.B. auch die
Proliferation von Zellen oder auch eine phinotypische Differenzierung durch diese
Faktoren beeinflusst werden [48, 78]. Das Modulieren einer extrazelluldren
Umgebung in vitro kann spezifische Zell-EZM- oder auch Zell-Zell-Interaktionen
ermoglichen; daher ist die strukturierte Immobilisierung biologischer EZM Molekiile,
wie z.B. Fibronectin, Laminin oder Kollagen auf Zellkultur Substraten ein
allgemeiner Forschungsschwerpunkt [79].
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Mit Hilfe verschiedenster Technologien, wie z.B. dem ,,Microcontact Printing* (LCP)
oder auch anderer Verfahren, wie dem ,Ink-Jet-Printing“ oder der Dip-Pen-
Nanolithographie, wird aktuell die Erzeugung definierter Zelladhdsionsmuster auf
zweidimensionalen Substraten ermoglicht [7, 27]. Durch strukturiertes Aufbringen
von Proteinen oder anderen bioaktiven Molekiilen und anschlieBendes Passivieren der
Zwischenrdume mit zellabweisenden Substanzen, wie z.B. Polyethylenglykol (PEG)
kann eine definierte Anbindung von Zellen an den mit Proteinen beschichteten
Bereichen auf Glas und diversen Polymeren ermoglicht werden.

Im Vergleich zu den aufgezeigten Technologien, bei denen EZM Proteine in
direkten Verfahren auf die Oberfliche gebracht werden, ist es jedoch auch mdglich in
einem indirekten Verfahren bereits zellattraktive Oberflichen mittels biochemischer
Beschichtungen aus z.B. Hyaluronsdure (Hyal) zellabweisend zu gestalten. Wie in
Abbildung 4.13 zu sehen, ist Hyal ein Polysaccharid mit n =200 — 2000 Einheiten
und Hauptbestandteil der Extrazellularmatrix.
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Abbildung 4.13: Hyaluronsdure als Bestandteil der EZM (veréndert nach Gevertz et al.
[80]).

Im Allgemeinen ist Hyaluronsdure ein wasserlosliches Biomolekiil, dessen Derivate
eine zell- sowie proteinabweisende Wirkung aufzeigen [81] und sich durch
verschiedene chemische sowie physikalische Vernetzungsmethoden auf Oberflachen
immobilisieren lassen [82]. Fiir spezielle Anwendungen ist es jedoch auch moglich
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die Zelladhédsion trotz zellabweisender Eigenschaft des Hyals zu fordern. Ein
allgemein gebrduchlicher Ansatz Zelladhdsion auf Oberflichen zu begiinstigen ist der
Einsatz artifizieller Polymere, wie z.B. Polylysin. In einer wéssrigen Losung
zusammen mit z.B. Laminin fordert es die Adhédsion von neuronalen Zellen auf
Indium dotierten Zinnoxid (ITO) Oberflichen [83]. Im Zusammenhang mit
Hyaluronsdure zeigen Picart et al. die Herstellung einer neuartigen biokompatiblen
Folie, die aus einer alternierenden Polyelektrolytschicht aus Polylysin und Hyal
besteht und die Moglichkeit zur Forderung einer spezifischen Zellproliferation und
Adhision bietet [84].

In der vorliegenden Forschungsarbeit wurde eine neue, auf den Eigenschaften der
Hyaluronsdure beruhende Methode entwickelt, mit der es moglich ist die Oberflache
von zellattraktiven PLA-Folien strukturiert zellabweisend zu gestalten und dadurch
eine kontrollierte Zelladhdsion auf flachen sowie auf dreidimensional verstreckten
Folien zu erreichen. Mit dem Ziel einer Erweiterung und Optimierung bereits
veroffentlichter Arbeiten zu den Effekten einer dreidimensionalen Kultivierung von
HepG2 Zellen innerhalb eines perfundierten Bioreaktors [8] wurde auch in diesem
Experiment u.a. mit HepG2 Zellen gearbeitet. Durch zusétzliche Zellkulturversuche
mit L929 Mausfibroblasten, die eine vergleichsweise starke Adhdsionsfahigkeit auf
verschiedenen Zellkultursubstraten, wie Polystyrol, PLA und sogar unbehandeltem
PDMS zeigen, konnte die hohe Effektivitdt dieses Ansatzes gezeigt werden und eine
allgemein giiltige Aussage getroffen werden. Eine ausfiihrliche Beschreibung sowie
chemische Details sind in der gemeinsamen Verdffentlichung von Richter et al.
dargestellt [85]. Abbildung 4.14 zeigt eine schematische Darstellung der vollstandigen
Prozessabfolge.

In einem ersten Schritt wurde das photovernetzbare Hyaluronsidurederivat VAHyal
mit dem Zelladhdsionsmediator e-poly-L-lysin (PLL) gemischt (2:1) und mittels
Spincoating in einer diinnen Schicht —(10-80) um auf Glas, aufgrund hoher
Oberflachenrauigkeit des Materials auf PLA nicht messbar [86] — auf die PLA-Folie
aufgebracht (A). Zur strukturierten Immobilisierung wurde diese Schicht direkt im
Anschluss mit UV-Licht bei einer Wellenldnge von 365 nm und einer Dosis von
11 J-em™ durch eine Maske im Kontaktmodus belichtet (Osram HBO Hochdruck
Quecksilberdampflampe) (B). Die durch die Maske abgedeckten und somit nicht-
belichteten Bereiche wurden nicht photovernetzt, verblieben wasserloslich und lieen
sich dadurch in einem anschlieBenden Waschvorgang mit Hilfe von demineralisiertem
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Wasser entfernen (D). Die auf diese Weise erzeugten PLA-Folien mit immobilisierten
Hyalstrukturen konnten entweder direkt fiir Zellkulturexperimente auf flachen
Substraten verwendet werden, oder zundchst mittels Mikrothermoformen in
dreidimensionale Strukturen verstreckt werden (E). Um eine geeignete Benetzung der
PLA-Folie mit dem Hyal zu erreichen, wurde in verschiedenen Vorversuchen die
Benetzungseigenschaft des Polymers untersucht. Mit Hilfe von Kontaktwinkel- sowie
XPS-Messungen (Rontgen-Photoelektronenspektroskopie) von unbehandeltem sowie
N,-Plasma ausgesetztem Material, konnten verbesserte Eigenschaften fiir eine mit
Plasma behandelte Oberfldche gezeigt werden [85]. Aus diesem Grund wurde in allen
hier gezeigten Versuchen eine Vorbehandlung der PLA Oberfliche mit N,-Plasma
durchgefiihrt.

A

Spincoaten c Hyaluronsaure

' PLA Folie

B l UV-Bestrahlung

= m = = = = = == Maske
C

l Abspiilen der

D unvernetzten Bereiche
E Zellkultur

Flaches Substrat K :. Mikrothermoformen

Abbildung 4.14: Schematische Darstellung der kontrollierten Zelladhdsion auf PLA-
Folien mittels immobilisierter Hyaluronsdure. Das mit PLL vermischte
photovernetzbare Hyalderivat wurde auf die Folie aufgebracht (A) und
mittels maskenbasierter UV-Bestrahlung vernetzt (B-C). Durch
Abspiilen der unvernetzten Bereiche wurde ein Muster aus
immobilisierter Hyaluronsdure erzeugt (D), welches zur kontrollierten
Zelladhdsion verwendet werden konnte (E).
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In ersten Zellkulturexperimenten mit HepG2 Zellen wurden zunichst nach obigem
Protokoll flache PLA-Folien mit VAHyal/PLL beschichtet, durch eine
Dunkelfeldmaske mit einer regelméfigen Anordnung von kreisformigen maskierten
Bereichen (kurz: Punktmaske) bestrahlt und nicht vernetzte Bereiche abgespiilt. Im
Anschluss wurden die Strukturen auf die GroBe einer 6Well Platte (9: 35 mm)
gestanzt und mit 500 000 Zellen pro Folie beimpft. Das in Abbildung 4.15 abgebildete
Ergebnis zeigt zum einen die verwendete Punktmaske (links) und die auf dem flachen
Substrat adhérierten Zellen nach einer Kultivierungsdauer von 2 Tagen (rechts). Um
die Adhision der Zellen auf dem Substrat zu verdeutlichen, wurde in diesem Fall die
Methode der May-Griinwald-Eosin-Methylenblau-Farbung (Merck) angewendet.

2

Abbildung 4.15: Uberlagerte  lichtmikroskopische ~ Aufnahme einer Nj-Plasma
behandelten PLA-Folie mit VAHyal/PLL Beschichtung, die durch eine
Punktmaske (links) mit UV-Licht belichtet und im Anschluss mit
HepG2 Zellen beimpft wurde. Nach 2 Tagen konnten die Zellen mittels
May-Griinwald-Farbung sichtbar gemacht werden.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Zellen nur in den Bereichen auf der Folie
adhérierten, in denen keine Vernetzung des VAHyal/PLL stattgefunden hat. Mittels
XPS-Messungen konnte gezeigt werden, dass trotz Spiilen der Probe nach dem
Belichten eine diinne chemisorbierte Schicht aus VAHyal und PLL auf den
unbestrahlten Bereichen der Folie zuriickgeblieben ist. Es ist davon auszugehen, dass
der Anteil des PLLs in diesen Bereichen gegeniiber der Hyaluronsidure dominiert und
daher die Anheftung der Zellen in diesen Bereichen begiinstigt [86].

Neben dem erfolgreichen Nachweis der Zelladhédsion auf zweidimensionalen PLA-
Folien, wurde im Folgenden eine neue auf der SMART-Technologie basierende
Methode entwickelt, die eine Integration der Zelladhdsionsmuster in dreidimensionale
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Tragerstrukturen ermoglicht. In ersten Versuchen wurden nach obigem Protokoll
zunidchst PLA-Folien mit VAHyal/PLL beschichtet und flutbelichtet. Durch das
anschlieBende Thermoformen (Verstreckfaktor: 0,5-0,8) riss die Hyalschicht jedoch
innerhalb der Kavititen auf, so dass nur noch auf den Stegen zwischen den
Vertiefungen eine geschlossene immobilisierte Schicht gegeben war. Um daraufhin
eine Aussage iiber die Zelladhdsion innerhalb der Kavititen und auf den Stegen
machen zu konnen, wurden die Strukturen zunichst innerhalb einer 6-Well Platte mit
etwa 500 000 Zellen pro Well in 300 pl Medium beimpft. Nach ca. 3 h wurde das
Medium auf 3 ml aufgefiillt, um den Chip vollstindig zu bedecken. Nach einer
Kulturdauer von 2 Tagen war deutlich zu erkennen, dass die Zellen nur innerhalb der
Kavititen und nicht auf den Stegen adhirierten. Abbildung 4.16 zeigt das Ergebnis
dieser ersten Versuchsreihe, die mit HepG2-Zellen (a-b) sowie mit L929-Zellen (c-d)
durchgefiihrt wurde.

Abbildung 4.16: Analyse der Zelladhdsion von HepG2- (a-b) und L929-Zellen (c-d) auf
PLA-Folien. Mittels Lebend-Tod-Farbung (Sytol6, PI) nach 3 Tagen
Kultur wurde der Unterschied der Zelladhdsion auf mit N, behandeltem
Material (a, Kavitdtentiefe: 130 um & c, Kavititentiefe: 150 um) und
PLA mit flachig immobilisiertem VAHyal/PLL (b, Tiefe: 150 um & d,
Tiefe: 250 um) untersucht.
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Die Kontrollversuche (a & c¢) zeigten deutlich, dass die Zellattraktivitdt von lediglich
mit N, behandelten jedoch ansonsten unbeschichteten, thermogeformten PLA-Folien
sehr hoch ist, und HepG2 sowie auch L929 Zellen auf dem gesamten Bereich der
Folien, d.h. auf den Stegen und in den Kavititen, adhirierten. Eine nach 3 Tagen in
Kultur durchgefiihrte Lebend-Tod-Farbung mittels Syto 16 und PI zeigte eine Vitalitét
der Zellen von nahezu 100%. Durch eine Beschichtung mittels VAHyal/PLL vor dem
Thermoformen konnten die Stege des Chips fldchig beschichtet werden, und eine
Zelladhédsion wurde dadurch verhindert. Durch AufreiBen der Hyalschicht innerhalb
der Kavititen wurden unbeschichtete Bereiche der Folie freigelegt, die eine
Zelladhdsion lediglich in den Vertiefungen moglich machten (b & d). Auch hier war
die Vitalitit der Zellen durch eine Beschichtung mit Hyaluronsdure nicht
eingeschrankt.

Die dargestellte Methode und vor allem das Ergebnis der auf unbehandelten PLA-
Folien stark adhdrenten 1929 Zellen zeigt sehr deutlich die Wirksamkeit eines
photoimmobilisierten Gemisches aus VAHyal/PLL auf PLA auch im Zusammenhang
mit dem Verfahren des Mikrothermoformens. Das mit Hilfe des gezeigten Ansatzes
gewonnene Resultat bietet u.a. die Moglichkeit zur Optimierung grundlagen-
orientierter Anwendungen im KITChip. Diese Technologie kann im Rahmen der
Analyse dreidimensionaler HepG2 Zellaggregate im Hinblick auf die Differenzierung
thres Phénotyps [8] verwendet werden, um eine mogliche Monolayer Zellkultur auf
den Stegen und eine dadurch resultierende Mischkultur, zu verhindern.

Neben einer flichigen Beschichtung der Folien ist es jedoch auch moglich
definierte Muster mit kleineren Abmessungen als die der geformten Mikrokavititen
zu erzeugen, um somit die Zelladhésion lokal auf gekriimmten Oberflichen innerhalb
einer einzelnen Kavitét bis zu einer Tiefe von 150 um und einem Verstreckfaktor von
%2 zu kontrollieren. Abbildung 4.17 zeigt die Ergebnisse durch Nutzung einer
Linienmaske mit einer Linienbreite von 20 um und einem Linienabstand von 100 um
wihrend der UV Bestrahlung. Auch in diesem Fall wurde das verwendetet
VAHyal/PLL Gemisch auf der Plasma behandelten PLA-Folie immobilisiert, die
Probe thermogeformt und im Anschluss die Zelladhdsion von HepG2- und L929-
Zellen analysiert. Dazu wurden wiederum zunéchst 500 000 Zellen in 300 pl Medium
auf die 6-Well grofen Strukturen gegeben und nach etwa 3 h auf 3 ml aufgefiillt.
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Abbildung 4.17: Thermogeformte PLA-Folien mit VAHyal/PLL Linienmuster
(Breite: 20 um, Abstand: 100 um). Adhédrente HepG2 Zellen (a,
Tiefe: 110 um) sowie 1929 Fibroblasten (b, Tiefe: 100 um) wurden
nach 3 Tagen mit Kristallviolett angeférbt.

Nach 3 Tagen Zellkultur wurden die einzelnen Proben mit Kristallviolett angeféarbt
und eine rdumlich kontrollierte Zelladhédsion, bei der die Zellen lediglich in den
Zwischenrdumen der einzelnen Linien anhafteten, war zu erkennen. Erst nach einer
langeren Kultivierungszeit iiber mehrere Tage wurde das Zellaggregat so groB3, dass es
letztendlich auch iiber die zellabweisenden Linien hinausragte.

Im Vergleich zu anderen Techniken, bei denen z.B. Arrays aus PDMS und
Hydrogelen verwendet werden [87, 88], erlaubt die Anwendung des
Mikrothermoformens und die hier gezeigte Erweiterung der SMART-Technologie
mittels Immobilisierung von Hyaluronsdure eine rdaumliche Kontrolle der
Zelladhdsion auch innerhalb von Mikrokavitidten, d.h. auf stark gekriimmten
Oberflachen. Ein mogliches Anwendungsgebiet der Strukturen ist die Analyse von
Zell-Zell-Interaktionen in definierten, rdumlichen 3D Ko-Kulturen. Schon aktuell gibt
es diverse Bestrebungen mittels Photolithographie, Softlithographie oder auch
anderen Drucktechniken strukturierte Oberflachen auf flachen Substraten zu erzeugen.
Durch ein dadurch ermoglichtes gezieltes Aufbringen von Zellen und der
anschlieBenden Kultivierung einer weiteren, geeigneten Zelllinie in den noch nicht
besiedelten Zwischenrdumen, kann eine Ko-Kultur erzeugt werden, durch die eine
verbesserte Anpassung an die in vivo Bedingungen realisiert werden kann [27]. Die
hier prasentierte Methode ermdglicht in Kombination mit dem Mikrothermoformen
zusitzlich eine raumliche Anordnung der Zellen und stellt daher eine Optimierung des
Systems dar. Desweiteren konnen Zellpolaritidt induzierende Muster innerhalb der
Kavititen erzeugt werden, indem sich z.B. die Morphologie von Zellen eines in der
Linge ausgerichteten zellabweisenden Musters anpasst.
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4.3.2 Proteingradienten in mikrofluidischen Kanalen

Wie im Verlauf dieser Arbeit gezeigt ist ein Hauptanwendungsfeld der Technologie
des Mikrothermoformens die Herstellung polymerer, funktioneller ,,Micro Well
Arrays® fiir eine Verwendung im Bereich der dreidimensionalen Zellkultur. Aufgrund
vielfaltiger Eigenschaften des Verfahrens, wie z.B. der Variabilitit in der Form der
erzeugten Polymerstrukturen durch Verwendung verschiedener Formwerkzeuge,
werden jedoch auch weitere Anwendungsgebiete, wie z.B. das der BioMEMS
ermoglicht. Um in diesem Bereich dem stetig ansteigenden Bedarf an LOC- und auch
uTAS-Systemen, wie z.B. Kapillarelektrophorese oder auch Hochleistungs-
fliissigkeitschromatographie Systeme (HPLC), gerecht zu werden, ist es moglich die
Methode des Mikrothermoformens einzusetzen. Die in diesem Zusammenhang
benotigte kostengiinstige, sowie schnelle und einfache Herstellung mikrofluidischer
Polymerstrukturen wird allerdings bisher hauptsidchlich durch die Verfahren des
Mikrospritzgusses oder auch des Heillpragens realisiert. Diese bislang gingigsten
Methoden zur Herstellung polymerer mikrofluidischer Systeme [89, 90] sind zwar mit
einem relativ geringen Kosten- und Arbeitsaufwand verbunden und bieten im Fall des
Mikrospritzgusses auch die Moglichkeit zu umfangreichen Fertigungsreihen, jedoch
kann die steigende Nachfrage integrierter Funktionen nur begrenzt erfiillt werden. Das
Aufbringen strukturierter Oberflichenmodifikationen innerhalb der Kanéle, wie z.B.
Topographien fiir kontrollierte Benetzungseigenschaften, kann nicht mehr im vollen
Umfang von diesen Verfahren realisiert werden, da das Polymer zum Formen der
Strukturen in die Schmelzphase gebracht wird und somit zuvor aufgebrachte
Strukturierungen nicht erhalten werden konnen. Lediglich Modifikationen am Boden
der Struktur, die innerhalb des Formvorgangs integriert werden [34, 91] oder eine
Behandlung der gesamten inneren Oberflidche des fertiggestellten Kanals durch z.B.
chemische Gasphasenabscheidung [92] sind moglich.

Einen Losungsansatz fiir dieses Problem stellt die Technologie des
Mikrothermoformens dar. Auch mit dieser im Prinzip fiir die Massenproduktion
geeigneten Methode lassen sich nach Herstellung zweckmafBiger Werkzeuge polymere
mikrofluidische Kanédle mit geringem Kosten- und Arbeitsaufwand herstellen.
Desweiteren bietet die auf diesem Verfahren basierende SMART-Technologie
zusitzlich die Moglichkeit strukturierte Oberflaichenmodifikationen in die Kanile zu

integrieren.
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In einer Kooperation mit der Technischen Universitit Danemark (DTU Nanotech)
konnte dieses Potential zur Funktionalisierung mikrofluidischer Kanédle zur
Weiterentwicklung eines bereits bestehenden Systems verwendet werden. In dem dort
verfolgten Forschungsbereich der zellbasierten Krebs Immuntherapie ist es das Ziel,
komplexe, polymere Mikrosysteme zu entwickeln, die ihre Anwendung in der in vitro
Differenzierung von Zellen finden. Durch Nachahmung der rdumlichen Umgebung
von Blutgefia3en, durch z.B. funktionalisierte mikrofluidische Kanéle, sollen die von
einem Patienten entnommenen Blutzellen so aktiviert werden, dass sie nach der
Injektion zuriick in den menschlichen Korper als aktive Immunzellen bei der
Bekdmpfung von entsprechenden Tumorerkrankungen eine wesentliche Rolle spielen
[93]. Im Rahmen dieses Projektes wurden an der DTU erste Experimente zu
definierten Proteingradienten auf Glas und deren Einfluss auf die Adhdsion und

Migration von Zellen durchgefiihrt.

Es ist bekannt, dass Fraktalkin, ein transmembranes Chemokin, von Endothelzellen
invivo im Bereich von Entziindungen exprimiert wird. Desweiteren wird
angenommen, dass die Konzentration der exprimierten Molekiile radial vom Punkt
des Entziindungsherdes abnimmt und somit einen fallenden Konzentrationsgradienten
ausbildet. Als Adhisionsmolekiil fiir Leukozyten 16sen diese Signalproteine eine
Migration bei den Zellen aus und fithren dazu, dass sich diese zum Punkt der hochsten
Konzentration und somit in Richtung der Entziindung bewegen. Durch Nachahmen
dieser Gradienten mittels Substrat gebundener Fraktalkinmuster in vitro ist es das Ziel
die beschriebenen in vivo Bedingungen auch innerhalb eines Mikrosystems zu
imitieren. In ersten Ergebnissen konnte bereits gezeigt werden, dass durch eine
strukturierte Beschichtung einer Glasoberfliche mit einem Fraktalkingradienten die
Adhdsion sowie die Migration von Immunzellen sowie von entsprechenden

rezeptorexprimierenden Zellen in vitro beeinflusst werden kann [94].

Auf Basis dieser vielversprechenden Ergebnisse auf planaren Glasoberflichen
wurde innerhalb dieser Arbeit eine neue Methode entwickelt, die die Integration
solcher Proteingradienten auch innerhalb von mikrofluidischen Kanédlen ermoglicht
und dadurch die invivo Bedingungen eines BlutgefiBles besser rekonstruiert.
Aufgrund der hohen Komplexitit konnte ein solches System jedoch nur mit Hilfe
verschiedener Vorversuche realisiert werden. Zunédchst musste die Beschichtung der
Polymeroberfliche mit einem Gradienten aus Fraktalkin garantiert werden. Dazu
stellte die Technologie der Softlithographie und im Speziellen des ,,Microcontact
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Printing® (LCP) [26] einen geeigneten Kandidaten dar. Mit Hilfe von strukturierten
Polydimethylsiloxan (PDMS) Stempeln ist es moglich, Proteine auf Substrate zu
transferieren, die eine hohere Benetzbarkeit als PDMS aufweisen [95, 96].
Abbildung 4.18 zeigt die Herstellung geeigneter Stempel mittels einer Silizium
Masterstruktur und die anschlieBende Verwendung der PDMS Stempel im pCP
Verfahren zur Herstellung von Proteinmustern auf benetzbaren Oberflachen.

a) - d) Pt : e . ¥t Protein
i g @ [ L
S [ ] @ ® \
& o o o
Flussiges N (]
Polymer Polymerstempel

____FA_FA__FEL e)
Silizium Urform |
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Abbildung 4.18: Herstellung (a-c) und Nutzung (d-f) des Silikonstempels im
Microcontact Printing Verfahren. Ein fliissiges ,,pre-polymer” wurde
auf eine strukturierte Siliziumstruktur gegeben (a) und ausgehirtet (b).
Der so entstehende Silikonstempel (c) wurde mit einer Proteinldsung
inkubiert (d), mit einer benetzbaren Oberfldche in Kontakt gebracht (e).
und die diinne Proteinschicht dadurch auf das Substrat iibertragen (f)
[95].

Zur Herstellung der Silikonstempel wurden durch UV-Lithographie hergestellte
Siliziummasterstrukturen verwendet, die eine spezielle Gradientenstruktur aufweisen.
Auf einer Fliche von 4 x 6 mm® befinden sich parallele, linienartige Vertiefungen,
deren Breiten in einem linearen Gradienten iiber die ganze Flaiche zunehmen (0-100%
Flichendeckung). Das PDMS Sylgard-184 (Dow Corning, US) wurde nach
Herstellerangaben in einer Mischung von 10:1 verwendet. Nachdem die Silizium-
struktur abgegossen wurde (a), vernetzte das Silikon fiir einige Stunden bei 60°C im
Ofen (b), bevor es abgeldst und verwendet werden konnte (¢). Die so entstandenen, in
diesem Fall etwa 1 x 1 cm® groBen, PDMS Strukturen wurden im Anschluss fiir etwa
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10 min mit der Proteinlosung inkubiert (d) bevor sie mit deionisiertem Wasser
gespiilt, mit Stickstoff getrocknet (e) und schlieBlich fiir den Stempelvorgang genutzt
werden konnten (f). Durch Ausiiben eines leichten Druckes (ca. 0,01-0,03 MPa) fiir
etwa 30 s wurden die Proteine aus der Monolayerschicht von dem Stempel auf die
Substratoberflache transferiert.

Ein direktes pCP von sensitiven Proteinen, wie z.B. Fraktalkin kann jedoch zu
Problemen fiihren, die in der Denaturierung der biologisch-aktiven Molekiilgruppen
begriindet sind. Um dennoch eine volle Funktionsfahigkeit der Signalproteine zu
garantieren, wurde die Methode des indirekten pCPs angewendet. Bei dieser
Technologie wird zunéchst ein mit einer molekularen Markierung versehener primérer
Antikorper mittels pCP auf das Polymer aufgedruckt und das gewiinschte sensitive
Protein anschlieBend iiber eine spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion gebunden. In
der hier beschriebenen Versuchsdurchfiihrung wurde daher Immunoglobulin G (IgG),
ein fir das Immunsystem wichtiger AntikOrper, als primdrer Antikorper mit einer
Konzentration von 10 pg/ml in PBS (ohne Ca®*/Mg”") fiir das pCP Verfahren
verwendet (Fiir genaue Zusammensetzungen und Herstellerangaben siehe Hjorto et
al., 2009 [94]). Um eine fiir das Fraktalkin geeignete Antigen Bindungsstelle zu
gewihrleisten, wurde das IgG zuvor mit einem anti-his Merkmal versehen, welches
die Moglichkeit bot in einem nachfolgenden Schritt das entsprechend his-markierte
Chemokin zu binden. Abbildung 4.19 verdeutlicht das Funktionsprinzip.

Fraktalkin mit
V His Markierung /

anti-His Bindungsstelle
am IgG

Glykoprotein
Immunoglobulin G (IgG)

PLA-Folie

Abbildung 4.19: Das Prinzip der speziellen Antigen-Antikorper-Verbindung von his-
markiertem Fraktalkin an einer anti-his Markierung des IgG. Es
konnen nur genau die Antigene an einen Antikorper binden, fiir die die
Antigenbindungsstelle ausgelegt ist (Schliissel-Schloss-Prinzip).
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Neben einer geeigneten Antigen-Antikorper-Reaktion spielte jedoch auch die Wahl
eines geeigneten Polymers eine wichtige Rolle in dem Prozess. Das im Rahmen der
SMART-Technologie in einem ,,pre-process aufgebrachte IgG weist lediglich eine
thermische Stabilitit von etwa 60°C auf [97] und kann somit schnell durch zu hohe
Temperaturen wahrend des Formprozesses denaturiert werden und wiirde somit das
Anbinden des Fraktalkins verhindern. Um diesen Effekt zu umgehen, wurde daher ein
Polymer mit einer moglichst geringen Glasiibergangstemperatur benotigt.
Desweiteren sollte die hier gezeigte Methode Anwendung in der zellbasierten
Immuntherapie finden, so dass der Gebrauch von biokompatiblen Materialien
unbedingt erforderlich war. Mit einer Formtemperatur von ca. 60°C stellte somit die
25 um dicke Sidaplax PLA-Folie einen geeigneten Kandidaten fiir die gewiinschte
Anwendung dar.

Im Anschluss an die Materialwahl wurde in ersten Experimenten auf Basis der
vorgestellten Methode des indirekten pWCPs zundchst die Realisierbarkeit eines
Fraktalkingradienten auf einer flachen PLA-Folie veranschaulicht und dadurch die
bestehenden Ergebnisse auf Glas reproduziert. Um eine mdglichst reine Oberfldache
fiir den Vorgang des uCPs zu garantieren, wurden die zuvor mit 70% 2-Propanol in
Wasser gereinigten Oberseiten der Folien einem Luftplasma ausgesetzt, so dass
verbliebene Verunreinigungen durch einen Oxidationsprozess beseitigt werden
konnten. Fiir eine allgemeine Qualitdtsaussage des uCPs von IgG auf PLA-Folien und
dem anschlieBenden Ankoppeln des Fraktalkins, wurden beide Proteinlésungen mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Der mit 5% Alexa 488 in PBS markierte primire
Antikorper wurde daraufthin auf die PLA-Folie gestempelt, fiir 10 min mit einer
2%igen BSA in PBS Losung geblockt und im Anschluss fiir etwa 2 h mit 1 pg/ml
Fraktalkin in PBS inkubiert. Um auch dieses Ergebnis im Anschluss unter dem
Fluoreszenzmikroskop zu begutachten, wurde der sekundidre Antikorper mit 5%
Alexa 555 Farbstoff in PBS markiert. Abbildung 4.20 zeigt die Ergebnisse des pCPs
und des anschlieenden Ankoppelns von Fraktalkin.

Anhand der abgebildeten LSM-Aufnahmen (Zeiss LSM 5 Pascal, Carl Zeiss,
Oberkochen) ist zu erkennen, dass die angewendete Methode des indirekten pCPs auf
PLA zur Erzeugung eines Fraktalkingradienten prinzipiell verwendet werden kann.
Die aufgestempelten IgG-Strukturen zeigen in Bereichen groBer (a) sowie auch
kleiner Flichendeckung der Struktur (b) eine klare Kontur mit einer gleichmiBigen
Verteilung des IgG. Auch die Anbindung des Fraktalkins war problemlos
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durchfiihrbar, was durch die gleichmifBlige Rotverteilung in den verschiedenen
Bereichen (c und d) sichtbar wird.

)

Abbildung 4.20: IgG (griin) wurde strukturiert mittels uCP auf PLA aufgebracht und im
Anschluss  Fraktalkin (rot) iiber eine anti-his/his-Verbindung
angekoppelt. Die Bilder a) und c¢) sowie b) und d) zeigen identische
Bereiche auf der Folie in den verschiedenen Fluoreszenzkandlen des
LSM.

Nach erfolgreicher Strukturierung der flachen PLA-Folie wurde diese Methode nach
dem Prinzip der SMART Technologie mit dem Mikrothermoformen kombiniert. Dazu
wurde zunidchst in einem ersten Schritt die plasmabehandelte PLA-Folie mit IgG
bestempelt und die Funktionalisierung auf diese Weise auf die flache Polymerfolie
aufgebracht. In einem anschlieBenden Thermoformvorgang wurde diese Folie
senkrecht zur IgG-Struktur in einen offenen mikrofluidischen Kanal mit einer Linge
von 2cm und einem Durchmesser von etwa 300 um umgeformt. Das dazu

verwendete Formwerkzeug ist in Abbildung 4.21 abgebildet.

Mit Hilfe der dargestellten 300 um dicken Messingkulissenmaske mit einer 2 cm
langen und 300 um breiten Aussparung wurden, mit einer idealen Formtemperatur
von 60°C und einem Druck von 1,5 MPa, Kanaltiefen von etwa 160 um erreicht. Um
die auf diese Weise erzeugte primire Antikorperstruktur von IgG innerhalb eines
mikrofluidischen Kanals mittels eines sekundédren Antikorpers zu funktionalisieren,
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wurde die Kanalstruktur zunéchst fiir etwa 10 min mit 2%igem BSA geblockt bevor
sie fiir 2 h mit Fraktalkin inkubiert wurde. Abbildung 4.22 zeigt das Ergebnis einer
solchen Versuchsdurchfiihrung.

Abbildung 4.21: Messingformwerkzeug fiir die Herstellung mikrofluidischer Kanile.
Neben einer photographischen Aufnahme der 300 um dicken
Kulissenmaske mit einer 2 cm langen und 350 pm breiten Aussparung
(links) zeigt eine mikroskopische Aufnahme einen vergroBerten
Ausschnitt der Kanalstruktur (rechts).

Abbildung 4.22: IgG (griin) und Fraktalkingradient (rot) in einem offenen 160 pm tiefen
mikrofluidischen Kanal (a) bei dem sowohl der Boden des Kanals (b)
als auch die angrenzenden, flachen Seitenflichen (¢) funktionalisiert
sind.

66



4.3 Definierte Immobilisierung bioaktiver Faktoren

Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen, dass die griine IgG Struktur auch nach dem
Thermoformen noch sehr gut sichtbar ist. Sowohl am Boden der Struktur (b) als auch
auf den angrenzenden, flachen Seitenflichen (Stegen) (c) sind die Konturen klar zu
erkennen. Das Anbinden des sekunddren Antikorpers hingegen scheint auf den
geformten Strukturen nicht optimal zu sein. Obwohl schwache Funktionalisierungen
am Boden (b) und auch auf dem Steg (¢) zu erkennen sind, ist das Ergebnis im
Vergleich zu den flachen PLA-Folien (s. Abbildung. 4.20) noch optimierbar.

Zur Erklarung dieses Resultates gibt es zwei mogliche Anséitze. Zum einen wird die
Oberfliche der Polymerfolie durch den Verstreckvorgang wéhrend des
Thermoformens in der Art verdndert, dass die zuvor aufgestempelten Gradienten zwar
erhalten bleiben, jedoch in ihrer Fliche und rdumlichen Anordnung modifiziert
werden. Durch dieses ,Aufreilen der Schicht verringert sich die Dichte der
adhérierten IgG Molekiile, durch die wiederum die Unschérfe in den resultierenden
Bildern zu erkldren ist. Desweiteren fiihrt eine solche verbreiterte Molekiil- und somit
auch anti-his-Verteilung zu einer geringeren Fraktalkin Anbindung pro Flidche und
dadurch zu einer Abnahme im Fluoreszenzsignal. Der genau entgegengesetzte Fall
dazu wurde bereits von Nguyen et al. am Beispiel sogenannter ,,Shrinky Dinks* mit
Polyolefinen gezeigt [98]. Ein auf das Polymer aufgestempeltes fluoreszierendes
Proteinmuster wird durch Schrumpfen des Materials um bis zu 95% in derart
verdndert, dass die Proteindichte auf der Oberflache um bis zu 75% ansteigt und somit

das Fluoreszenzsignal verstéarkt wird.

Eine weitere mogliche Begriindung liegt in der Funktionsfahigkeit des IgG und der
anti-his Markierung. Wie schon beschrieben, liegt die Grenze der thermischen
Stabilitdt von IgG bei etwa 60°C. Das Umformen der Folie findet jedoch auch bei
einer Temperatur von 60°C statt. Um eine quantitative Aussage iiber die Stabilitét des
IgGs auch nach Temperatureinwirkungen zu machen, wurde ein einfacher Test
beziiglich der Thermostabilitdt durchgefiihrt. Dazu wurde zundchst IgG auf drei
verschiedene, flache PLA-Folien gedruckt, von denen eine fiir etwa 30 min bei 60°C,
eine weitere fiir 30 min bei 70°C und die dritte bei Raumtemperatur autbewahrt
wurde. Im Anschluss wurden alle Folien fiir etwa 30 min mit 2% BSA in PBS + 1%
Pluronic F-68 (Sigma) in PBS geblockt bevor sie fiir ca. 2 h mit einer Fraktalkin-
16sung inkubiert wurden. Nach dem Spiilen mit PBS wurden alle Proben mittels des
Fluoreszenzmikroskopes analysiert und die ermittelten Intensititen der roten
Fluoreszenz zusammengefasst. Tabelle. 4.3 veranschaulicht das Ergebnis.
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Tabelle 4.3: Intensitdtsverteilung der roten Fluoreszenz des Fraktalkins in
Abhingigkeit der Vorbehandlung durch verschiedene Temperaturen.

Temperatur Raumtemperatur 60°C 70°C

Intensitit 100% 70% 50%

Betrachtet man die Intensitidt auf der ohne thermische Einwirkungen hergestellten
Struktur als Basis und normiert diese auf 100% so ergibt sich als Ergebnis eine
Intensitidtsabnahme von etwa 30% bei einer Temperatur von 60°C und einer Abnahme
von 50% bei einer Temperatur von 70°C. Eine solche Abnahme der Intensitit unter
Anwendung derselben Losungen ldsst auf eine Abnahme der Funktionsfahigkeit des
IgGs und der anti-his Bindungsstelle schlieBen, welche wiederum eine mogliche
Erkldrung fiir die schwache Signalstirke der Fraktalkin Strukturen innerhalb der
offenen mikrofluidischen Kanéle ist.

In einem weiterfiihrenden Versuch, mit dem Bestreben ein artifizielles
Gefidllsystem in vitro nachzuahmen, war es das Ziel neben offenen mikrofluidischen
Kanilen auch gedeckelte Strukturen herzustellen. Die Funktionalisierung der PLA-
Folien beruhte dabei auf demselben Prinzip, wie es schon bei den flachen Folien und
offenen Kanilen angewendet wurde. Auch in diesem Fall wurden zunichst die flachen
PLA-Folien in einem ersten Schritt mit einer Gradientenstruktur aus IgG bedruckt, um
sie im weiteren Verlauf mittels des Mikrothermoformens in mikrofluidische Kanile
zu verstrecken. Zum VerschlieBen des thermogeformten Kanals wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine weitere mit IgG bedruckte jedoch flache PLA-Folie als Deckel
verwendet. Zur Verbindung der beiden Folien wurde die Technologie des thermischen
Verschweillens verwendet. Bei diesem Vorgang werden die zu verbindenden
Polymere in einen thermoelastischen Zustand gebracht, so dass es an der
Kontaktfliche der beiden Folien zu einer Wechselwirkung und einer moglichen
Verschlaufung der einzelnen Polymerketten kommen kann. Aufgrund dieser
Vereinigung der einzelnen Polymere kann eine feste Verbindung der beiden Folien
nach dem Abkiihlen erreicht werden [99]. In dem hier beschriebenen Fall wurden
daher die Kanalstruktur und die Deckelfolie zunédchst anhand ihrer zuvor
aufgebrachten Gradientenstrukturen zueinander ausgerichtet. Im Anschluss wurden
diese dann unter einem Druck von 20 MPa zwischen zwei Messingplatten bis zu einer
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Temperatur von 60°C erhitzt, so dass eine Verbindung der Folien hergestellt werden
konnte. Erst im Anschluss an diesen Deckelungsprozess wurde das Fraktalkin
angebunden. Dazu wurde zundchst mittels einer Spritze 2% BSA in PBS + 1%
Pluronic F-68 in PBS in den Kanal eingebracht, und die Kanalinnenseite fiir etwa
30 min geblockt. Darauthin wurde die Fraktalkinlosung auf die gleiche Art und Weise
fir 2h in den Kanal gebracht. Nach dem anschlieBenden Spiilen mit PBS und
Trocknen mit Stickstoffgas wurde das Ergebnis mittels eines Fluoreszenzmikroskops
analysiert. Abbildung 4.23 zeigt schematisch den Vorgang des thermischen Bondens,
die griin fluoreszierende IgG Struktur sowie die rot markierte Fraktalkin Struktur am
Boden des Kanals.

Im Vergleich zu dem zuvor beschriebenen offenen Kanal zeigt auch dieses
Ergebnis eine deutliche und klare IgG Struktur am Boden der geformten Struktur aber
im Vergleich dazu ein nur sehr schwaches Signal des angekoppelten Fraktalkins.
Neben den schon beschriebenen Problematiken des Aufreilens der funktionellen
Schicht und der Abnahme der IgG Funktionalitdt durch den Thermoformvorgang und
der zusidtzlichen Temperaturbelastung durch den Bondprozess, kann in dieser
Versuchsdurchfiihrung zusitzlich die Schwierigkeit des Ankoppelns von Fraktalkin in
einem geschlossenen Kanal eine mogliche Ursache der stirkeren Signalabnahme sein.

200 |

Abbildung 4.23: IgG (griin) und Fraktalkingradient (rot) am Boden eines geschlossenen
mikrofluidischen Kanals mit einer Tiefe von etwa 170 um (60°C,
2,1 MPa). Neben einer deutlichen Struktur des IgG ist nur noch ein
schwaches Signal der Fraktalkin Struktur zu erkennen.

Um eine Fliissigkeitszufuhr und somit die Nutzung der auf diese Weise hergestellten
mikrofluidischen Kanile in weiterfithrenden Experimenten, wie z.B. Zellkultur-

versuchen, zu ermoglichen, wurden diese schon wihrend des Bondprozesses an
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beiden Seiten mit Polyimid (PI)-Mikro-Kapillarschlduchen (Reichelt Chemietechnik
GmbH + Co., Heidelberg) versehen. Dazu wurden zwei dieser Kapillaren mit einem
Innendurchmesser von 0,226 mm, einer Wandstidrke von 0,019 mm und einer Lénge
von etwa 20 mm vor dem Bonden an den Enden des Kanals in die offene
Polymerstruktur gelegt und im Anschluss mittels des oben beschriebenen Prozesses
mit einer weiteren Polymerfolie als Deckel verschlossen. Mit fliissigem Silikon
angebrachte selbstgegossene Silikon-Luer-Anschliisse am anderen Ende der
Schldauche lieBen eine einfache Kontaktierung mit anderen Bauteilen, wie z.B.
Spritzen oder anderen Schlduchen, zu und vereinfachten somit die Zufiihrung weiterer
Proteinlosungen oder auch Zellsuspensionen zum modifizierten Bereich innerhalb des
Kanals. Abbildung 4.24 zeigt eine CAD-Zeichnung des beschriebenen Autbaus.

Abbildung 4.24: CAD-Zeichnung eines geschlossenen mikrofluidischen Kanals. Die PI
Schlduche (2) wurden mittels Bonden zwischen der geformten Folie (3)
und der Deckelfolie (4) eingeklemmt. Luer-Anschliisse (1) am anderen
Ende ermoglichten die Kontaktierung zu anderen Bauteilen.

Wie in der Zeichnung zu erkennen ist der Zugang zur IgG Struktur in der Mitte des
Kanals somit sehr einfach iiber die beiden Kapillaren moglich. Das Einbringen der
Fraktalkinlosung in den Kanal mittels einer Spritze durch einen der Schlduche stellt
jedoch auch die mogliche Ursache fiir das schwache Signal des rot fluoreszierenden
Fraktalkingradienten dar. Wie in zahlreichen Veroffentlichungen gezeigt wurde,
weisen diverse Polymere wie z.B. Polycarbonat, PMMA aber auch Polyimid eine
hohe Affinitit fir unspezifische Proteinadsorption auf [100, 101]. Moglicherweise
adsorbieren daher die Fraktalkinmolekiile der sehr gering konzentrierten LOsung
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(1 pg/ml) auf der inneren Oberfliche (1,42-10™ cm® bei einer Linge von 20 mm) der
Polyimidschlduche, so dass nur noch ein geringer Anteil der Molekiile zu dem
gewiinschten IgG Gradienten innerhalb des mikrofluidischen Kanals gelangt und dort
anbindet.

Zur Optimierung der in diesem Kapitel priasentierten Ergebnisse mit dem Ziel einer
verbesserten Immobilisierung von Proteingradienten in offenen sowie auch in
geschlossenen mikrofluidischen Kanédlen koénnen in weiterfiihrenden Arbeiten
verschiedene Ansétze durchgefiihrt werden. Fiir eine allgemeine Verbesserung der
Bindung von IgG und Fraktalkin an die PLA Oberfliche und die damit verbundene
Steigerung des Fluoreszenzsignals, ist es wu.a. notwendig unspezifische
Proteinadsorption auf der nicht modifizierten PLA-Folie, d.h. in den Zwischenrdumen
des gestempelten Gradienten, zu vermeiden. Aufgrund einer sehr hohen Affinitat fiir
Proteinadsorption und auch Zelladhésion des verwendeten Polymilchsdure-Materials
ist zundchst die Funktionsfdhigkeit der bisherigen, in der Biologie standardisierten,
Methode des Blockens durch Inkubation mit BSA zu {berpriifen. In vorldufigen
Experimenten dazu konnte bereits festgestellt werden, dass das zehnminiitige
Inkubieren der PLA-Folie mit einer 2%igen BSA Ldsung keinen Einfluss auf die
Adhédsion von L929-Zellen aufweist und daher fiir das Verhindern unspezifischer
Adsorption auch innerhalb der Kanéle ungeeignet ist. Erst durch das flachige
Aufbringen der Proteine auf einer flachen Folie mit Hilfe des Verfahrens des uCPs
konnte die Zelladhdsion in diesen Bereichen verhindert werden. Anhand dieser
Resultate ist zu untersuchen, ob diese Methode auch Anwendung innerhalb
mikrofluidischer Kanéle findet. In diesem Zusammenhang muss zunichst die
Moglichkeit des uCP von IgG auf bereits mit BSA modifizierter PLA-Folie gezeigt
werden. AuBlerdem muss untersucht werden, ob das Blocken der PLA-Folie vor der
Funktionalisierung mit IgG auch noch nach dem Thermoformen die unspezifische

Bindung von Fraktalkin in den Zwischenrdumen des Gradienten verhindert.

Desweiteren kann nach einem anderen Polymer mit einer niedrigeren
Formtemperatur gesucht werden, um eine mdgliche temperaturbedingte
Denaturierung des IgGs zu vermeiden. In diesem Fall ist jedoch zu beachten, dass
durch eine geringer werdende Formtemperatur auch die Formstabilitit der Strukturen
eingeschrankt wird. Liegt der Glasiibergangsbereich des Materials im Bereich der
Verwendungstemperatur (z.B. bei 37°C im Brutschrank fiir Zellkulturversuche), so
liegt die Folie dauerhaft in einem erweichten Zustand vor, und die geformten
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Strukturen bilden sich mit der Zeit wieder zuriick. Eine bestdndige Form kann in
diesem Material nicht garantiert werden.

Im Fall der geschlossenen Strukturen mit angeschlossenen Polyimidschlduchen ist
es ferner unumganglich die Adsorptionseigenschaften des Polyimids beziiglich des
Fraktalkins zu bestimmen, um einen mdglichen Konzentrationsverlust durch
unspezifische Bindungen zu untersuchen. In einem einfachen qualitativen Experiment
dazu kann z.B. das Fluoreszenzsignal einer flachen Polyimidfolie vor und nach der
Inkubation mit einer rot fluoreszierenden Fraktalkinlosung mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskopes analysiert werden. Fiir eine qualitative Aussage ist es auch
moglich die Losung durch die Polyimidschlauche zu pumpen und die
Fraktalkinkonzentration vorher und nachher mittels chemischer Analysetechniken zu
untersuchen. Im Fall eines positiven Ergebnisses ist es auch hier notwendig eine
geeignete Methode zum Blocken der inneren Oberfliche zu entwickeln oder aber
einen Materialwechsel in Erwédgung zu ziehen. Letzteres kann jedoch bisher nur
eingeschrankt realisiert werden, da Kapillaren in den bendtigten Abmessungen
kommerziell nur auf Basis weniger Materialien, wie z.B. Polyimid- oder Quarz,
erhéltlich sind.

Nach erfolgreicher Losung der Probleme und Realisierung eines geeigneten
Aufbaus fiir Zellkulturexperimente konnen Durchflussexperimente sowohl mit
entsprechenden rezeptorexprimierenden Zellen als auch primdren Zellen durchgefiihrt
werden. Es ist zu untersuchen, ob sich die Zellen auch in einem mikrofluidischen
Kanal durch den Fraktalkingradienten in ihrer Adhésion beeinflussen lassen und evtl.

sogar eine Migration in Richtung eines hoheren Gradienten zu beobachten ist.

Durch das in diesem Kapitel dargestellte Verfahren konnte am Beispiel des
indirekten pCPs von Fraktalkin die allgemeine Moglichkeit einer definierten
Immobilisierung von Proteinen in thermogeformten Polymerstrukturen gezeigt
werden. Durch eine hohe Variationsmoglichkeit innerhalb der Wahl des priméiren
Antikorpers und auch der entscheidenden Antigen-Antikorper-Verbindung besteht das
Potential fiir die Anbindung diverser Proteine in thermogeformten Strukturen. Neben
dem Stempeln einer einzelnen Proteinlosung ist es auBerdem moglich in
aufeinanderfolgenden Schritten verschiedene Proteine auf ein Substrat aufzubringen,
was in einer komplexen Proteinstruktur innerhalb thermogeformter Strukturen

resultieren kann.
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4.4 Kombination von SMART-Modulen

Nachdem im vorherigen Kapitel die Funktionalisierung und Immobilisierung von
Proteingradienten in mikrofluidischen Kanidlen gezeigt wurde, wird im Folgenden die
Kombination einzelner SMART-Module wieder am Beispiel des KITChips
dargestellt. Neben den im ersten Teil der Arbeit gezeigten Oberflichen-
modifizierungen spielt auch die Porositit der Chips eine wichtige Rolle fiir
dreidimensionale Zellkulturen. Wie schon in Kapitel 2 beschrieben, konnen die
polymeren Grundmaterialien mit Hilfe von Schwerionenbestrahlung und einem
anschlieBenden Atzschritt mit Poren versehen und auf diese Weise eine ausreichende
Nahrstoffversorgung der Zellen im Aggregat garantiert werden [9, 12]. Um eine
solche Grundversorgung auch in modifizierten Strukturen zu gewéhrleisten, wurde
eine neue Technologie entwickelt, die eine Kombination einzelner SMART-Module,
wie z.B. die der Oberfldchenstrukturierungen, mit einer Porositéit der Chips zuldsst.

Durch die Erzeugung irreversibler struktureller Verdnderungen entlang der
Trajektorien der energiereichen Ionen kann die Ionenspurtechnologie zur
Permeabilisierung von Polymerfolien angewendet werden. Der Bereich der
strahleninduzierten Materialmodifikation, der auch als latente Spur bezeichnet wird,
kann aufgrund veriinderter Materialeigenschaften in einem nasschemischen Atzschritt
selektiv zu Poren gedtzt bzw. entwickelt werden. Neben den latenten Spuren
(aktivierter Bereich) wird auch die gesamte, dem Atzmedium ausgesetzte Oberfliche
des Bulkmaterials (reaktive Zone) durch die Atzldsung angegriffen und die
Folienstirke dadurch reduziert. Die Entstehung der Poren und vor allem die
Porengeometrie sind daher hauptsichlich vom Verhiltnis der Atzrate des aktivierten
Bereichs und der des unbestrahlten Materials abhéngig [45]. Aufgrund der Tatsache
der reaktiven Oberfliche und somit der Reaktion der obersten Schicht des
Bulkmaterials mit der chemischen Losung ist es nicht moglich, eine mit Schwerionen
bestrahlte und danach funktionalisierte = Folie zu dtzen ohne die
Oberflichenmodifikationen zu beeinflussen. Um diesen Effekt zu umgehen, ist es
daher erforderlich den Atzprozess schon vor dem Aufbringen der Funktionalisierung
durchzufiihren und im Anschluss eine modifizierte, bereits pordse Folie umzuformen.
Eine Moglichkeit den Formprozess einer pordsen Folie zu realisieren wurde kiirzlich
von lkeuchi und Ikuta gezeigt [102] Mit Hilfe des ,,Membrane Micro Embossing*
(MeME) Prozesses [103] wird das Polymer im thermoelastischen Zustand mittels
einer strukturierten Masterstruktur (Stempel) in eine weiche Kunststoffunterlage
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gedriickt, so dass die Folie nach dem Abkiihlen eine eingeprdgte, inverse
Masterstruktur aufweist. In Kombination mit einer Oberflachenstrukturierung, konnen
jedoch mit dieser Methode Probleme auftreten. Moglicherweise beeinflusst z.B. die
Friktion zwischen Stempel und Folienoberfliche zuvor aufgebrachte Funktionali-
sierungen, wie beispielsweise definierte Proteinmuster oder Topographien. Um eine
Kombination aus Porositdt und Materialmodifikation zu ermoglichen, wurde daher im
Rahmen dieser Arbeit eine neue auf dem Hochdruck-Mikrothermoformen basierende
Technologie, das sogenannte ,Doppelmembran-Formen‘, entwickelt, mit dem es
moglich ist bereits pordose Folien unter Erhalt der Modifikation zu thermoformen.
Abbildung 4.25 verdeutlicht die Vorgehensweise dieser Methode.

PDMS Membran ’Dcﬁpelmembran’formen

+
Bestrahlung : pordse Folie

Atzprozess .
-%- -}—------—?_"".-_*

EFunktionaIisierung

Abbildung 4.25: Schematische Darstellung des ,Doppelmembran-Formens® zur
Herstellung funktionalisierter und pordser Strukturen. Die mit
Schwerionen bestrahlte Folie (a) wurde in einem direkten Atzschritt
permeabilisiert (b) bevor sie in einem weiteren Schritt als Verbund mit
einer diinnen Silikonmembran (c) thermogeformt (d) und somit
dreidimensional ~ verstreckt ~ wurde. Um  die  zusétzliche
Funktionalisierung zu erreichen wurde die Oberfliche der Folie erst
nach dem Atzschritt aber vor dem Mikrothermoformen modifiziert.

Zur Vermeidung des Einflusses der Atzlosung auf bereits zuvor aufgebrachte
Funktionalisierungen, wurde das gewiinschte polymere Material zundchst mit
Schwerionen bestrahlt (a) und in einem direkt anschlieBenden Schritt geétzt (b). Um
eine fir das Verfahren des Hochdruck-Mikrothermoformen mit Gas bendtigte
abgedichtete Folie zu gewdihrleisten, wurde das bereits porose Material im Verbund
mit einer diinnen Silikonmembran (15-30 um) (c¢) verwendet. Durch dieses
sogenannte ,,Doppelmembran-Formen* (d) wurde verhindert, dass das einstromende
Gas durch die Poren in der Folie das zuvor evakuierte Werkzeug flutet und dadurch
ein Einformen des Materials unmdoglich macht. Nach dem Formen konnte die
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Silikonmembran von der Polymerfolie abgelost werden mit dem Ergebnis einer
bereits pordsen dreidimensional verstreckten Folie (e).

Zur Realisierung solcher Strukturen wurde in der vorliegenden Forschungsarbeit
mit der bereits vormodifizierten 65 um dicken PC-Folie von itdip gearbeitet. Durch
nasschemisches Atzen in wissriger SN NaOH-Losung wurden die Folien unter Zusatz
eines Netzmittels zunichst bei 70°C fiir etwa 2 h gedtzt und dadurch permeabilisiert.
Parallel wurden die diinnen Silikonmembranen hergestellt. Dazu wurde ein Tropfen
Sylgard-184 Silikon (10:1) fiir etwa 1 min mittels eines Spincoaters bei 2000 rpm auf
eine mit Polyvinylalkohol (PVA) beschichtete 50 um dicke Polycarbonatfolie
geschleudert. Durch anschlieBendes Losen der PVA-Schicht in Wasser (10 min, 50°C)
wurden freitragende etwa 20-30 um dicke Silikonmembranen erzeugt, die zum
Thermoformen verwendet werden konnten (Fiir weitere Angaben siehe: Binder, 2009
[104].). Mit einer Formtemperatur von 157°C und einem Gasdruck von etwa 2,8 MPa
lieBen sich Arrays aus Kavitdten mit einer Tiefe von 150 um in der pordosen PC-Folie
erzeugen. Abbildung 4.26 zeigt eine LSM-Aufnahme und das dazugehorige
Hohenprofil (Keyence VK-9710, 02/2009) einer auf dieser Weise verstreckten Folie.

Abbildung 4.26: Mikrothermogeformte pordse PC-Folie mit einer Tiefe der Kavitdt von
etwa 150 um (157°C, 2,8 MPa). Neben der auf der linken Seite
dargestellten LSM Aufsicht in eine der Kavitéten, ist auf der rechten
Seite das Hohenprofil der Struktur zu erkennen.

Die etwa 150 um tiefe Kavitit weist Poren iliber ihre gesamte Oberfldche auf. Durch
den hohen Verstreckfaktor des Polymers wéahrend des Formvorgangs wurden jedoch
auch die Durchl6cher in der Folie beeinflusst, so dass die Poren (Poren6ffnung an der
Oberseite der Folie) am Boden und an den Seitenwédnden der Struktur mit einem

75



4 SMART-Technologie

Durchmesser von (4,3 +0,2) um etwas groer waren, als auf den Stegen mit
(3,5+0,5) um. Um in einer zellbiologischen Anwendung eine Néhrstoffversorgung
zu gewihrleisten, ist diese Tatsache jedoch nicht entscheidend; allerdings sollte die
Grofle der Poren den Durchmesser der Zellkerne nicht tiberschreiten, damit die Zellen
nicht durch die Poren migrieren. Die Grofe der Durchldcher steht in Beziehung mit
der Atzzeit der Folie und kann daher individuell eingestellt werden. Abbildung 4.27
verdeutlicht den linearen Zusammenhang des Porendurchmessers in einer flachen PC-

Folie und der Atzzeit bei einer Temperatur von 70°C in einer SN NaOH-Losung.

10

Porendurchmesser [um]
&~ [¥,]
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Abbildung 4.27: Lineare Abhingigkeit des Porendurchmessers in der PC-Folie von der
Atzzeit.

Mit Hilfe der gezeigten Methode zum Thermoformen bereits pordser PC-Folien im
Verbund mit einer diinnen Silikonmembran war es moglich die bis dato nur einzeln
durchfiihrbaren SMART-Module zur Bulk- und Oberflichenmodifizierung zu
kombinieren. Um den Einfluss der Atzlosung auf die Funktionalisierung zu
vermeiden, wurde das Polymer in einem ersten Schritt direkt geédtzt, und alle weiteren
Prozesse der SMART-Technologie wurden, wie es schon in Abbildung 4.25
beschrieben ist, durchgefiihrt.

Anhand des Beispiels einer kontrollierten Zelladhdsion durch eine UV-
Strukturierung polymerer Oberfldchen, die vor einigen Jahren von unserer Arbeits-
gruppe gezeigt werden konnte [12, 101], wurde in der hier vorliegenden Arbeit die
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Moglichkeit einer kombinierten Methode aufgezeigt. Im Rahmen dieser
Funktionalisierung mittels UV-Bestrahlung wurde durch eine Reihe chemischer
Veranderungen in der Polymerstruktur, bei denen u.a. Carboxygruppen erzeugt
wurden, die zuvor hydrophoben Oberflichen hydrophilisiert. Diese Tatsache fiihrte
dazu, dass die Folien auf den bestrahlten Berecichen ein verdndertes
Proteinadhésionsverhalten und dadurch ein erhohtes Adhésionspotential fiir die Zellen

aufwiesen.

In einem Kontrollversuch, bei dem die vorherigen Ergebnisse auf flachen
Substraten zundchst einmal reproduziert werden sollten, wurde eine sterile
zellabweisende Bakterienpetrischale aus Polystyrol (PS) (Greiner Labortechnik
GmbH, Deutschland, ©@:6cm) fiir 45min mittels einer Niederdruck-
Quecksilberdampflampe (Heraeus Noblelight GmbH Deutschland, 170 pW - cm™)
mit einer wirksamen Wellenlinge von 185 nm bestrahlt. Um eine strukturierte
Modifikation auf der Oberflache zu erreichen, wurde wiahrend der Bestrahlung eine
Quarz-Chrom-Maske mit einem Wellenlinienmuster verwendet (Linienbreite: 25 pm,
Abstand: 100 um). Direkt im Anschluss wurde der Einfluss der Modifikation auf das
Adhésionsverhalten von 1.929 Fibroblasten untersucht. Dazu wurden 500 000 Zellen
in 3ml Medium + 1% Pluronic F-68 (Sigma) fiir 2 Tage in dieser Petrischale
kultiviert. Zum Veranschaulichen des Ergebnisses wurde die Probe fiir 10 min mit
Kristallviolett angefarbt bevor sie mit Hilfe eines Lichtmikroskopes analysiert wurde.
Abbildung 4.28 zeigt das Resultat.

Abbildung 4.28: Mit Kristallviolett angefarbte L929 Fibroblasten auf einer mittels UV-
Licht modifizierten zuvor zellabweisenden PS Oberflache. Nur in den
bestrahlten Bereichen ist eine Zelladhdsion zu erkennen. Die
Zwischenrdume sind weiterhin zellabweisend.
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Die durch die UV-Bestrahlung modifizierten Bereiche in Form eines Wellenlinien-
musters sind deutlich anhand der Zelladhdsion zu erkennen. Lediglich auf den
bestrahlten Bereichen der Polystyrol Oberfliche adhérierten die 1.929 Zellen. Die
Zwischenrdume der Struktur waren dagegen als unbehandelte PS Oberfliche
zellabweisend.

Die auf diese Weise auf flachen Substraten reproduzierten Ergebnisse wurden in
einem néchsten Schritt mit dem Mikrothermoformen kombiniert. In diesem Fall
wurde zunédchst mit ungedtzten und somit nicht porésen PC-Folien gearbeitet, um das
prinzipielle Funktionieren der Methode zum einen auf Polycarbonatfolien und zum
anderen auch in Kombination mit einer dreidimensionalen Verstreckung zu
veranschaulichen. Dazu wurden, in Anlehnung an die oben beschrieben Methode, die
zuvor flachen Folien in einem ,,pre-process® unter Verwendung der Maske mit dem
Wellenlinienmuster mit UV-Licht bestrahlt. AnschlieBend wurden diese in eine Form
aus 25 x 25 runden Kavitdten bei 157°C und 2,8 MPa thermogeformt, bevor L929
Zellen auf dem Substrat kultiviert wurden. Die Folien wurden auf eine geeignete
Grofe gestanzt und mit Hilfe von Silikonringen in einer 6-Well Platte befestigt. Etwa
50 000 Zellen wurden in 300 ul Medium auf die thermogeformte Struktur gegeben
und nach einer Absetzzeit von etwa 2 h auf 3 ml aufgefiillt und mit 1% Pluronic

versetzt.

Abbildung 4.29: Mit Kristallviolett angefarbte 1929 Zellen auf UV-modifizierter und
thermogeformter PC-Folie. In beiden etwa 180 pm tiefen Strukturen (1
und 2) ist der Verlauf des Wellenmusters vom Steg (a) bis auf den
Boden der Vertiefung (b) zu erkennen.
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Nach einer Kultivierungsdauer von 2 Tagen wurden die Zellen fiir 10 min mit
Kristallviolett angefdarbt und das Ergebnis im Lichtmikroskop untersucht. In
Abbildung 4.29 ist das Resultat dargestellt.

Es wird deutlich, dass eine UV-Modifikation auch auf der hier angewendeten PC-
Folie und zusétzlich in Kombination mit dem Mikrothermoformen durchfiihrbar ist.
Durch Betrachten der verschiedenen Fokusebenen (Steg: a, Boden: b) der beiden
abgebildeten etwa 180 um tiefen Strukturen (1 und 2) ist zu erkennen, dass auch hier
die Adhidsion der Zellen von der Bestrahlung beeinflusst wird. Das Wellenlinien-
muster, welches von den Stegen in die einzelnen Vertiefungen verlduft wird deutlich
nachgebildet, wohingegen nur eine sehr geringe Zelladhdsion auf unbestrahlten

Folienbereichen zu erkennen ist.

In einem finalen Schritt wurde die soeben beschriebene Methode mit bereits
pordsen Folien durchgefiihrt. Zuvor geétzte belgische PC-Folien wurden auf die schon
oben beschriebene Art modifiziert und mit Zellen angeimpft. Das Ergebnis licht-
mikroskopischer Aufnahmen nach einer 10-miniitigen Kristallviolettfirbung der
Zellen ist in Abbildung 4.30 dargestellt.

Abbildung 4.30: Mit Kiristallviolett angefarbte 1929 Zellen auf poroser, UV-
modifizierter und thermogeformter PC-Folie. Beide etwa 180 um tiefe
Strukturen (1 und 2) zeigen den Verlauf des Wellenmusters von den
Stegen (a) bis auf den Boden der Vertiefungen (b).
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Die Moglichkeit einer Kombination von Porositit und UV-Modifikation in
thermogeformten Strukturen wird an den gezeigten Resultaten deutlich. Beide
Beispiele (1 und 2) zeigen, dass auch in diesem Fall die Adhésion der Fibroblasten
nur auf dem bestrahlten Wellenmuster stattfindet. Die in der Fokusebene der Stege (a)
verlaufenden Linien werden am Boden der etwa 180 um tiefen Strukturen (b)
weitergefiihrt. Die unbestrahlten Zwischenrdume weisen hingegen nur einige wenige
Zellen auf und sind somit weiterhin zellabweisend.

Im Vergleich zum vorhergehenden Ergebnis in nicht-pordsen Strukturen war die
Kristallviolettfirbung der Zellen in diesem Versuch nicht optimal. Durch das Atzen
der Folie konnte sich die Farbelosung in den einzelnen Poren sammeln und lief3 sich
im anschlieBenden Waschprozess mit Wasser nicht vollstindig entfernen. Da die
Poren der gesamten Folie daher eine leichte Blaufarbung aufwiesen, war keine klare
Kontur der einzelnen Zellen zu erkennen sondern lediglich der wellenlinienartige
Bereich, in dem die Zellen adhérierten. Durch einen ldngeren Waschprozess oder ein
weiteres Spiilen mit 70%igem 2-Propanol kann dieser Effekt mdglicherweise beseitigt

werden.

Anhand des Beispiels einer Oberflichenmodifikation durch UV-Bestrahlung
konnte gezeigt werden, dass auf Basis der neu entwickelten Technologie des ,,Doppel-
membranFormens* eine Kombination von SMART-Modulen mit der Porositit des
KITChips realisierbar ist. Aufbauend auf diese Resultate ist es das Ziel
weiterfithrender Arbeiten auch andere SMART-Module, wie z.B. Topographien mit
einer Bulkmodifizierung zu kombinieren.

Desweiteren konnen die hier gezeigten UV-modifizierten Strukturen in
verschiedenen Forschungsbereichen Anwendung finden [101]. Eine Moglichkeit stellt
die Erzeugung definierter Ko-Kulturen, die Zielsetzung verschiedener Arbeitsgruppen
ist [27, 105, 106], dar. Durch das selektive Adhirieren der Zellen auf den zuvor UV-
bestrahlten Bereichen ist es moglich zundchst einen ersten Zelltyp strukturiert auf der
Oberfldche anzubinden, um in einem darauffolgenden Schritt einen zweiten, fiir die

Ko-Kultur geeigneten, Zelltyp in den Zwischenrdumen zu adhérieren.

80



5 Zellkulturtrager mit Form und GroRen variabler Kavitaten

5.1 Motivation

In den vorausgehenden Kapiteln wurden oberflaichenbezogene Funktionalisierungen
in Kombination mit einer rdumlichen Strukturierung von polymeren Materialien
beschrieben und ihre Auswirkungen auf das Verhalten verschiedener Zelllinien
untersucht. Neben dem Einfluss verschiedener Oberflachenstrukturierungen konnte
vor einigen Jahren von Chen et al. gezeigt werden, dass auch eine einfache
geometrische Kontrolle des Zellwachstums mittels verschiedener Adhadsionsmuster
auf ebenen Substraten die Lebensfahigkeit von Zellen nachhaltig beeinflusst [28]. Um
auch diesen entscheidenden Faktor der Formgebung anhand von Zellaggregaten, und
somit in Kombination mit einer dreidimensionalen Kultivierung von Zellen,
untersuchen zu konnen, wurde im Rahmen dieser Forschungsarbeit eine neue
Methode zur Herstellung von Zellkulturtragern mit Form und GroBen variabler

Kavititen entwickelt, die im Folgenden dargestellt wird.

5.2 SU-8 Formwerkzeuge

Da aufbauend auf die ersten von Chen et al. gezeigten Ergebnisse auch verschiedene
andere Forschungsgruppen im Laufe der letzten Jahre einen signifikanten Einfluss der
geometrischen Form auf das Verhalten von Zellen zeigen konnten [107, 108], ist es
im Rahmen des Tissue Engineerings und der Stammzellforschung ein weiterfiihrendes
Ziel, diesen Einfluss auch in Kombination mit einer dreidimensionalen Zellkultur zu
untersuchen. Bereits bestehende Methoden, die eine Rekonstruktion einer definierten
dreidimensionalen Mikroumgebung unter Berticksichtigung geometrischer Faktoren
ermoglichen, basieren auf mikrostrukturierten Tragerstrukturen aus PDMS [88, 109,
110]. Mittels Standard Photolithographie werden mikrostrukturierte Silizium
Masterstrukturen hergestellt, die in einem nachfolgenden Prozess mit PDMS ab-
gegossen werden. Die dadurch entstehenden Silikonstrukturen weisen Mikrokavitéten
auf, die in anschlieBenden Zellkulturexperimenten je nach GroBe zum einen als

Einzelzellkavititen dienen konnen, aber auch eine dreidimensionale Kultivierung von
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Zellen ermoglichen. Aufgrund erster aussagekriftiger Ergebnisse auf Basis dieser
wissenschaftlichen Plattformen, war es das Ziel dieser Arbeit, cine neue
Herstellungsmethode der Tréigerstrukturen zu entwickeln, die zum einen die
Produktion der Strukturen im grof3eren Maf3stab und somit z.B. die Nutzung innerhalb
automatisierter Screeningprozesse ermdglicht und zum anderen das Potential zur
Integration weiterer Oberflichenfunktionalisierungen aufweist. Um diese Voraus-
setzungen zu erfiillen, stellte das Mikrothermoformen mit der darauf aufbauenden
SMARTTechnologie einen geeigneten Ausgangspunkt dar.

Um die Herstellung polymerer Zellkulturtrager mit in Form und Grof3e variierender
Kavitdten mittels der Technologie des Mikrothermoformens zu ermoglichen, war es
zundchst notwendig neue Werkzeuge fiir den Formprozess zu entwickeln. In der
bisherigen Herstellungsweise iiber einen mikromechanischen Frédsprozess waren
Formgebung sowie die GroBe der Strukturen in der Messingplatte durch die
Abmessung des Friswerkzeuges begrenzt. Um diese Einschrinkung zu umgehen und
Strukturen in verschiedenen Formen und Gréfen bis hin zu Einzelzellkavititen zu
ermoglichen, wurde ein neuer Herstellungsprozess, basierend auf der Standard UV-
Lithographie in SU-8 Resist, entwickelt. Wie schon zu Beginn dieser Arbeit
beschrieben, bietet dieses in vielen Technologien genutzte und daher gut
charakterisierte Verfahren der Lithographie die Moglichkeit zur Erzeugung von Mikro
und Nano Strukturen mit hohen Aspektverhéltnissen [111, 112] und daher die
Herstellung komplexer Werkzeugstrukturen. Abbildung 5.1 zeigt die vollstindige
Prozessabfolge von der Konstruktion des Werkzeuges iiber den Thermoformvorgang

bis hin zum dreidimensional geformten polymeren Zellkulturtrager.

Die Basis des neuen Werkzeuges war durch eine massive Messingplatte (O:
11,6 cm, h: 7 mm) gegeben, die als Normplatte in die Thermoformanlage eingebaut
werden konnte. Um storende Reflexionen wihrend der UV-Bestrahlung aufgrund des
gldnzenden Materials zu vermeiden, wurde die Oberflache der Platte in einem ersten
Schritt geschwirzt (A-B). Mit Hilfe einer chemischen Ldsung aus 750 ml/l
Ammoniumhydroxid (25%), 250 ml/l deionisiertem H,O und 90 g/l Kupfer(Il)-
Carbonat (basisch, CuCO;*Cu(OH),) trat nach einigen Minuten (2-5 min) eine
Redoxreaktion auf, bei der das Zink im Material durch schwarzes Kupferoxid ersetzt
wurde ohne die Oberflichenrauigkeit erheblich zu beeinflussen (AR, = 0,01 um)
[113]. Abbildung 5.2 zeigt das Ergebnis einer solchen Reaktion bei dem die
Messinggrundplatte eine gleichméfBige Schwarzfarbung an der Oberflache aufweist.
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Abbildung 5.1: Herstellung und Anwendung eines SU-8 Formwerkzeuges. Bei der auf
Standard UV-Lithographie basierenden Prozessabfolge wurde zunéchst
eine geschwirzte Messingplatte mit SU-8 beschichtet (A-C), durch
eine Maske mit UV-Licht bestrahlt (D) und in einem anschlieBenden
Entwicklungsschritt strukturiert (E). Im weiteren Verlauf wurde dieses
Werkzeug fiir das Thermoformen verwendet (F-I).

Abbildung 5.2: Messinggrundwerkzeug mit gleichméBig geschwirzter Oberfliche.
Zum GroBenvergleich ist eine 1 Eurocent Miinze abgebildet.
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5 Zellkulturtrager mit Form und GroBen variabler Kavititen

Im weiteren Verlauf wurde SU-8 100, ein negativer Epoxy-basierter Photoresist
(MicroChem Corp.), fiir 40 s mit einer Umdrehungszahl von 2370 rpm auf die
Oberflache aufgeschleudert (B). Die daraus resultierende etwa 100 um dicke SU-8
Schicht wurde in einem anschlieBenden ,,Soft Bake Prozess® fir 4 h ber 90°C
ausgeheizt, so dass das im Material enthaltene Losungsmittel teilweise evaporieren
konnte, und somit die Viskositit verringert wurde (C). Zur anschlieBenden
Strukturierung des Resists wurde ein Standard UV-lithographischer Prozess
angewendet, bei dem das Werkzeug mit einer UV Hochdruck-Quecksilber-
dampflampe mit eingebautem Filter mit einer Wellenldnge von 365 nm und einer
Energie von 1500 mJ-cm™ durch eine Quarz-Chrom-Maske bestrahlt wurde (MAG,
Suss Microtec) (D). Durch die Einwirkung der UV-Strahlung wird eine geringe
Menge einer starken Lewis-Sdure im Material erzeugt, die als Katalysator des
Vernetzungsprozesses dient. In einem darauffolgendem ‘Post Bake Prozess® fiir
wiederum 4h bei 90°C wurde der Vernetzungsprozess aktiviert, der Séaure-
Katalysator regeneriert, und das restliche Losungsmittel verdampft [114]. Zum
endgiiltigen Herauslosen der nicht-bestrahlten und somit unvernetzten Bereiche,
wurde das beschichtete Werkzeug fir 2,5h bei Raumtemperatur in dem
Losungsmittel PGMEA (Propylenglycolmonomethylethylacetat, Shipley)
eingelegt (E).

Um den Einfluss verschiedener Formgebung auf das Verhalten von Zellen
untersuchen zu konnen, wurden im aktuellen Herstellungsverfahren vier verschiedene
Hellfeldmasken mit einer Anordnung von je 15x 15 Kreisen, gleichseitigen
Dreiecken, Quadraten und Hexagons verwendet. Mit dem Ausblick die Strukturen
nach einer ersten Charakterisierung auch im Rahmen der Stammzellforschung zu
verwenden, spielt vor allem das Volumen der einzelnen Kavitéten eine entscheidende
Rolle, denn die GroBe von ,,embryoid bodies* scheint einen maBgeblichen Einfluss
auf die Differenzierung von Stammzellen zu haben [109]. Um den Einfluss
verschiedener Geometrien auf volumenmidBig gleich groBe Zellaggregate zu
untersuchen, wurden daher vier verschiedene Formen mit einem nahezu gleichen
Volumen, welche sich in unterschiedlichen Innenkreisdurchmessern von 100 pm
(Kreis), 77,8 um (Dreieck), 88,6 um (Quadrat) und 95,2 um (Hexagon)
wiederspiegelt, hergestellt. Abbildung 5.3 zeigt rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen der photolithographisch gefertigten SU-8 Werkzeuge (Zeiss, Supra
60VP).
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Abbildung 5.3: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der vier verschiedenen

Strukturen (Hexagon (a), Dreieck (b), Quadrat (¢) und Kreis (d)) der
SU-8 Formwerkzeuge.
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Wie anhand der oben dargestellten Bilder zu sehen ist, findet die gut etablierte
Methode der UV-Lithographie in SU-8 auch in der hier beschriebenen Technologie
eine geeignete Anwendung. Nicht nur die Eigenschaften einer konturgetreuen
Wiedergabe der Maskenstruktur und nahezu senkrechte Seitenwidnden bis auf den
etwa 100 um tiefen Boden der Struktur fiihren zu einer passenden Voraussetzung.
Auch die sehr geringe Oberfldchenrauigkeit des SU-8 und die dadurch mogliche gute
Oberflichenqualitit der Folie, die vor allem fiir mikroskopische Anwendungen
wichtig ist, stellt einen geeigneten Faktor dar. Neben der Herstellung scharfer Kanten
und Ecken ist es auch moglich definierte kegelformige und abgerundete Strukturen,
die ebenfalls das Entformen der Materialien erleichtern, zu erzeugen [36, 115].

Um die Strukturen des Werkzeuges wihrend des Formprozesses (Abbildung 5.1:
F-I) auf die Polymerfolie zu iibertragen, wurde mit einer 25 um dicken PLA-Folie
gearbeitet. Mit einer Formtemperatur von 60°C und einem Druck von etwa 3 MPa
wurden die Folien in die Werkzeuge eingeformt. Die resultierenden polymeren
Strukturen sind in Abbildung 5.4 als REM-Aufnahme und in Abbildung 5.5 als
Hohenprofil zu sehen.
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Abbildung 5.4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der thermogeformten
Hexagon- (a), Dreieck- (b), Quadrat- (¢) und Kreisstrukturen (d) in
PLA.
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Abbildung 5.5: LSM-Hohenprofilaufnahmen der vier verschiedenen thermogeformten
PLA-Strukturen (a-d).
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Sowohl die REM-Abbildungen als auch die Hohenprofile zeigen, dass ein
Mikrothermoformen auch mit Hilfe der neu entwickelten Werkzeuge moglich ist. Alle
vier unterschiedlichen Strukturen konnten auf die PLA-Folie iibertragen werden und
zeigten Vertiefungen in Form des jeweiligen Musters. Die Tiefe der polymeren
Strukturen variierte leicht mit der Form und ist in Tabelle. 5.1 angegeben.

Tabelle 5.1: Einformtiefe der PLA-Folie bei gleichen Formparametern in
Abhingigkeit der Werkzeugstruktur.

Form Kreis Hexagon Quadrat Dreieck

Einformtiefe [um] 31,L1+£0,2 28,9+0,5 21,9+0,6 20,9+0,3

Es ist zu erkennen, dass die Einformtiefe der einzelnen Strukturen mit steigendem
Innenwinkel von 60° beim Dreieck liber 90° beim Quadrat und 120° beim Hexagon
bis hin zur Kreisstruktur zunimmt. Anhand dieses Ergebnisses wird deutlich, dass die
Formgebung des Werkzeuges Einfluss auf die geformten Polymerstrukturen nehmen
konnte. Bei sehr kleinen Winkeln war die Linge zwischen den Auflagepunkten der
Folie auf dem Werkzeug und somit die eingespannte Linge bei gleichem Abstand
zum Scheitelpunkt geringer als bei groen Winkeln. Durch Beaufschlagen des
gleichen Drucks und folglich der gleichen Druckspannung auf die verschieden
eingespannten Folien, formten diese sich bei groBeren Winkeln tiefer ein, als bei
Kleineren. Aufgrund dieses Effektes wurde auch die maximale Einformtiefe der Folie
in den unterschiedlichen Formen beeinflusst, so dass sie beim Dreieck den geringsten
und beim Kreis den hochsten Wert aufwies. Desweiteren spielt auch die Gesamtdicke
der Folie im Verhéltnis zur Formstruktur eine wichtige Rolle. Solange die zweifache
Dicke der Folie die Dimensionen der Werkzeugstruktur nicht iiberschreitet, ist es mit
der hier beschriebenen Methode, des Formens im entropieelastischen Zustand mittels
Gasdruck, zwar moglich die Folie einzuformen, jedoch kann die Struktur nur dann
ausreichend gut abgebildet werden, wenn sich die Werte nicht zu stark annidhern. Im
Vergleich zu den oben gezeigten geringen Einformtiefen, bei denen sich die Werte der
doppelten Foliendicke sehr stark den Innenkreisdurchmessern der Strukturen
anndherten, kann z.B. eine 50 pm dicke Folie ohne Probleme bis auf den Boden einer
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runden, 300 um tiefen Aussparung mit einem Durchmesser von 300 um eingeformt

werden.

Fiir eine weiterfithrende Charakterisierung der thermogeformten Strukturen wurde
der Kriimmungsradius der einzelnen Kanten im Dreieck, Viereck und Hexagon
graphisch anhand von hoéhenkodierten Bildern ermittelt. Mit Hilfe einer
zweidimensionalen Ansicht der LSM Hohenprofilaufnahmen aus Abbildung 5.5 war
es moglich in verschiedenen Hohen der Struktur optisch eine Kreisfunktion an die
verrundeten Kanten anzupassen und iiber die Flichenangabe des Kreises den Radius
und somit den Kriimmungsradius der Kanten zu bestimmen. Abbildung 5.6
verdeutlicht zum einen die Methode und gibt zum anderen die Ergebnisse der drei
eckigen Strukturen an.
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Abbildung 5.6: Durch graphisches Anpassen einer Kreisfunktion (violetter Kreis) an
die einzelnen Ecken der geformten Strukturen (kleines Bild unten
rechts) wurden die Kriimmungsradien der drei-, viereckigen und
hexagonalen Strukturen in Abhingigkeit der Tiefe bestimmt. Im
Diagramm entspricht eine Tiefe von 0 pum dem Boden der Kavitét.

In der Graphik sind die Mittelwerte der Kriimmungsradien fiir die Winkel der
dreieckigen, viereckigen und hexagonalen Struktur fiir jeweils drei verschiedene
Tiefen aufgetragen. Es ist zu beachten, dass eine Tiefe von 0 um den Boden der
Kavitit (dunkelblauer Bereich im Hohenprofil) darstellt. Es wird deutlich, dass die
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Verrundungen der Winkel in den jeweiligen Strukturen von der Oberseite der Folie
(orangener Bereich) bis hin zum Boden abnimmt, wobei die Werte in der unteren
Hilfte der Kavitdt (0-10 um) nur noch sehr leicht abnehmen und eher einen
konstanten Wert reprisentieren.

Im Allgemeinen ist zu beobachten, dass die Kriimmungsradien in allen Strukturen
trotz sehr hoher Foliendicke und daraus resultierender geringer Einformung mit
Werten bis zu 9 pum beim Dreieck, 13 pm beim Viereck und 21 pm beim Hexagon
sehr gering sind. Da sie damit im Bereich der Abmessung einer einzelnen Zelle
liegen, stellen sie sehr wahrscheinlich wirksame, das Zellverhalten beeinflussende,
geometrische Faktoren dar. Desweiteren ist zu erkennen, dass eine Abbildung der zum
Teil spitzwinkligen Werkzeugkonturen somit auch in diesem Mallstab und auch im
Rahmen kleiner Einformtiefen zu erreichen ist. Eine mogliche Erklarung fiir die zum
oberen Rand groBer werdenden Radien liegt im Verhiltnis Foliendicke zur
allgemeinen Formgrofle. Aufgrund der geringen Einformtiefe ist es wahrscheinlich,
dass die Folienstirke am oberen Rand noch sehr gro3 ist und dadurch die
darunterliegenden Konturen der Werkzeugstruktur nur ansatzweise abgebildet werden
konnen. Moglicherweise wird die Folie jedoch im unteren Bereich aufgrund der
Verstreckung diinner, so dass sich die verschiedenen Winkel dort detailreicher

abzeichnen.

Mit Hilfe dieser auf einer graphischen Auswertung basierenden Methode ist es
moglich eine allgemeine Aussage iiber das Verhalten der Kriimmungsradien innerhalb
dieser Strukturen zu machen. Es ist jedoch zu beachten, dass eine solche Ausarbeitung
verschiedene Fehlerquellen beinhaltet, die zwar nicht den Trendverlauf, jedoch die
absoluten Werte beeinflussen konnen. Um eine genauere Aussage der einzelnen
Werte zu machen, wire es sinnvoll die mit dem LSM erzeugten Hohenprofilbilder mit
Hilfe einer Auswertesoftware zu analysieren und durch exaktes Fitten der
Kriimmungen mittels einer Kreisfunktion die Radien zu bestimmen.

Nach der Herstellung und rein technischer Charakterisierung der thermogeformten
Strukturen wurden diese auf ihre Funktionalitdt innerhalb der Zellbiologie getestet.
Wie schon zu Beginn dieses Kapitels erldutert, war es das Ziel mit diesen Strukturen
den Einfluss von Formgebung und Geometrie auf das Verhalten von Zellen zu
untersuchen. Dazu wurden in ersten Zellkulturversuchen HeLa Zellen in den Arrays
kultiviert. Die 15 x 15 Kavititen wurden dazu zunichst mit je 10 000 Zellen in 50 pl
Medium angeimpft und, um zunéchst das Absetzen der Zellen zu ermdglichen. Erst
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nach 2 72 h wurde das Medium auf 500 pul aufgefiillt. Fiir die anschlieBende Analyse
wurde nach 3 Tagen eine Immunfluoreszenzfirbung durchgefiihrt, durch die die
Actinfilamente der Zellen mit Alexa Fluor 488-Phalloidin griin und die Kerne mit
DAPI blau angefarbt wurden. Abbildung 5.7 zeigt das Ergebnis einer solchen
Féarbung.

Aufgrund der sehr guten Transparenz der PLA-Folie ist die Darstellung der
Ergebnisse mittels eines konfokalen Laserscanning Mikroskopes (LSM, Leica,
TCS SP5) sehr gut moglich. Es ist zu erkennen, dass die Folie in den beiden
Anregungsbereichen mit Maxima bei 499 nm fiir Alexa Fluor 488 und 359 nm fiir
DAPI keine starke Eigenfluoreszenz aufweist und daher fiir diese Art von Analyse
geeignet ist. Desweiteren ist in diesem ersten Zellkulturversuch festzustellen, dass die
Mehrzahl der Zellen unabhingig vom Design der Kavitdt dreidimensional in den
Ecken zwischen Boden und Seitenwinden der Wells adhirieren und sich die
Morphologie in den meisten Féllen an die unterschiedliche Kriimmung der Strukturen

anpasst.

Abbildung 5.7: HelLa Zellen in thermogeformten PLA-Folien (Hexagon (a),
Dreieck (b), Quadrat (¢) und Kreis (d)). Durch eine
Immunfluoreszenzfarbung wurden die Actinfilamente der Zellen mit
Alexa 488 Phalloidin in griin und die Kerne mit DAPI in blau geférbt.

Neben der Analyse zur Auswirkung geometrischer Faktoren auf kleine Zellaggregate,
die z.B. Anwendung als ,,building blocks* im Tissue Engineering finden [116], ist es
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in weiterfiihrenden Arbeiten das Ziel mit Hilfe dieser Technologie Strukturen bis hin
zu Einzelzellkavitdten zu entwickeln. Diese spielen in der heutigen Forschung eine
immer grofler werdende Rolle [88]. Bisher werden verschieden geformte Vertiefungen
in der Grofle eines einzelnen Zellkorpers vorwiegend in Silikon hergestellt und das
unterschiedliche Verhalten der Zellen aufgrund der verschiedenen Formen untersucht.
Durch die hier beschriebene Technik ist es moglich solche Strukturen auch im
Rahmen des Mikrothermoformprozesses herzustellen und auf Basis der SMART-
Technologie die Kombination mit weiteren Faktoren zu ermdglichen. In diesem
Zusammenhang ist es z.B. denkbar lokal angebundene biochemische Faktoren in die
Kavititen zu integrieren und dadurch moglicherweise die Polaritit einer Zelle auf

einem Ein-Zell-Niveau zu beeinflussen.
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6 Resumee

Auf Basis des am KIT entwickelten Verfahrens des Mikrothermoformens und der
darauf aufbauenden SMART-Technologie wurden im Verlauf dieser Arbeit neuartige,
funktionalisierte und mikrostrukturierte Trigerstrukturen fiir die dreidimensionale
Zellkultur hergestellt. Neben der Entwicklung einzelner neuer SMART-Module,
durch die Topographien sowie auch definierte, immobilisierte bioaktive Faktoren
innerhalb der Kavititen des KITChips realisiert wurden, konnte anhand eines
Beispiels auch die Moglichkeit zur Kombination einzelner Module innerhalb einer
Struktur gezeigt werden. Auch die Entwicklung eines neuen in Form und Grof3e
variablen Werkzeuges tragt zum Ergebnis der Arbeit bei.

Das Potential zur Erzeugung verschiedener topographischer Muster auf
thermogeformten Polymerfolien und somit auf stark gekriimmten Oberflichen wurde
im Verlauf dieser Arbeit mit Hilfe unterschiedlicher lithographischer Verfahren
gezeigt. Neben einzelnen Prototypen, die mittels Rontgen- und auch
Ionenstrahllithographie hergestellt wurden, konnten verschiedene Charakteristiken
anhand DUV-lithographischer  Strukturen analysiert werden. Durch die
Verdnderungen in der molekularen Struktur des Polymers aufgrund der Bestrahlung,
wurde der Glastibergangsbereich zu niedrigeren Temperaturen hin verschoben. Dieses
wirkte sich wiederum auf das Verhéltnis der Einformtiefe zu der aufgebrachten
Formtemperatur innerhalb des Mikrothermoformens aus. Desweiteren wurden erste
Zellkulturexperimente auf DUV-strukturierten PMMA-Folien durchgefiihrt, um einen
Eindruck des Einflusses von Topographien auf das Verhalten von Zellen zu
bekommen. Sowohl auf einem quadratischen Muster mit 8 x 8 pm” groBen Strukturen
mit 2 um Abstand als auch auf einer konzentrischen Kreisstruktur mit 5 um breiten
Erhohungen und ebenfalls 2 um Abstand richteten sich die Zellen anhand der
Topographie aus. Um in Zukunft einen solchen Einfluss noch mit einer
Matrixelastizitit des Untergrundes kombinieren zu kénnen, wurden die topographisch
funktionalisierten Folien in einem weiteren Schritt mit Silikon abgegossen und das
Polymer im Anschluss abgelost. Diese Methode bietet das Potential durch
verschiedene Mischungsverhiltnisse des Silikons den Hértegrad des Untergrundes

einzustellen.
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Nach ersten positiven und auch vielversprechenden Ergebnissen mit Hilfe dieser
Strukturen ist es das Ziel weiterfilhrender Arbeiten, im Vergleich zu einer Monolayer
Zellkultur die Reaktion dreidimensionaler Zellaggregate auf die Oberflichen-
topographien zu untersuchen und die Frage einer Signalweitergabe bis in das Innere
des Zellaggregats zu kldren. Desweiteren kann durch ein doppeltes Umkopieren der
Strukturen mittels Silikon eine elastische, mit den gleichen Topographien
ausgestattete Tragerstruktur erstellt werden, die ebenfalls in der Zellkultur mit
Hinblick auf den Einfluss auf das Zellverhalten getestet werden kann.

Ein weiteres im Rahmen dieser Arbeit neu entwickeltes SMART Modul beinhaltet
zwel voneinander unabhdngige Methoden, die eine definierte Immobilisierung
bioaktiver Faktoren innerhalb des KITChips ermdglichen. Durch eine maskenbasierte
UV-Bestrahlung und dadurch auftretende Vernetzungsreaktionen von Hyaluronsaure-
derivaten wurden zellabweisende Bereiche auf einer sonst zellattraktiven PLA
Oberfliache erzeugt. Durch eine Anwendung dieser Strukturen innerhalb der Zellkultur
mit HepG2 sowie L.929 Zellen konnte gezeigt werden, dass neben einer einfachen
Beschichtung der Stege, durch die eine Mischkultur innerhalb des Chips verhindert
werden konnte, auch eine strukturierte Zelladhdsion in der Kavitét realisiert werden
kann. Im Rahmen einer weiteren Methode wurde mittels der Technologie des pCPs
das Aufbringen einer definierten Proteinschicht in einer thermogeformten Struktur
gezeigt. Durch ein indirektes Druckverfahren, bei dem zunédchst IgG auf die
Oberfliche gebracht wurde, konnte Fraktalkin, ein von Endothelzellen in vivo im
Bereich von Entziindungen exprimiertes transmembranes Chemokin, in Form einer
Gradientenstruktur innerhalb eines offenen sowie auch eines geschlossenen mikro-
fluidischen Kanals angebunden werden.

Durch eine Vielzahl verschiedener nutzbarer bioaktiver Faktoren sind mogliche
Anwendungsgebiete der mit Hilfe dieser Methode hergestellten Strukturen sehr
unterschiedlich. In beiden Féllen ist jedoch die Nutzung der Chips fiir die Erzeugung
definierter Ko-Kulturen innerhalb einer dreidimensionalen Anordnung denkbar. Die
mit Proteingradienten ausgestatteten Kanile hingegen, konnen zusitzlich in einer
speziellen biologischen Fragestellung Anwendung finden. Im Rahmen der zell-
basierten Krebs Immuntherapie sollen durch Nachahmung der raumlichen Umgebung
von Blutgefilen, die von einem Patienten entnommenen Blutzellen in der Art
aktiviert werden, dass sie nach der Injektion zuriick in den menschlichen Kdorper als
aktive Immunzellen bei der Bekdmpfung von entsprechenden Tumorerkrankungen
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eine wesentliche Rolle spielen. In diesem Zusammenhang soll in einem ersten Schritt
mit Hilfe von Primérzellen die durch einen Fraktalkingradienten ausgeldste Migration

von Immunzellen in vitro rekonstruiert werden.

In einem weiteren Themenkomplex konnte neben der Entwicklung neuartiger
SMART-Module zum ersten Mal auch die Kombination zweier bestehender Module
gezeigt werden. Um eine ausreichende Nahrstoffversorgung auch in funktionalisierten
Chips zu garantieren, war es das Ziel die Porositidt mit weiteren Modifikationen zu
koppeln. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine solche Kombination am Beispiel einer
UV-Strukturierung von Polycarbonat-Folie, durch die das Adhésionspotential von
Zellen auf der Oberfldche erhoht wird, gezeigt werden. Durch die Entwicklung des
sogenannten ,Doppelmembran-Formens‘, bei dem die Polymerfolie zusammen mit
einer sehr diinnen Silikonmembran verstreckt wird, konnte dieses Ergebnis ermdglicht
werden. Mit Hilfe erster Zellkulturexperimente mit L929 Zellen, wurde die
Funktionalitit der UV-Modifikation auch mit einer kombinierten Porositidt der
Kavitidten gezeigt. Sowohl auf den Stegen, als auch in den Kavitdten adhirierten die
Zellen lediglich an den mit UV-Licht bestrahlten Bereichen.

Auf Basis dieses positiven Resultats ist es das Ziel fortfithrender Arbeiten weitere
Funktionalititen mit einer Bulkmodifikation zu kombinieren. Durch die dadurch
entstethende Moglichkeit einer Perfusion der Chips ermoglicht eine solche
Technologie die Durchfiihrung weiterfiihrender biologischer Test zum Einfluss von
Funktionalisierungen auf das Zellverhalten im Rahmen von Bioreaktorversuchen.

Zur Erweiterung der auf Basis der SMART-Technologie herstellbaren Strukturen
im Bereich Form und GroBe der einzelnen Kavitidten wurde ein neues Konzept zur
Herstellung von Werkzeugen fiir den Mikrothermoformprozess entwickelt. Durch das
auf UV-Strukturierung von SU-8 Resist basierende Verfahren konnten neue
Werkzeuge mit verschiedenen geometrischen Strukturen (Kreis, Dreieck, Viereck,
Hexagon) hergestellt werden, deren Dimensionen mit einem Innenkreisdurchmesser
von etwa 80-100 um nicht durch gewdhnliche mikromechanische Friasprozesse
realisierbar sind. Erste erfolgreiche Formprozesse dieser auf Messing aufgebrachten
SU-8 Strukturen mit einer 25 um dicken PLA-Folie zeigten zum einen die
Funktionsfahigkeit des neuen Werkzeuges und zum anderen die Moglichkeit der
Abformung in der Form variierender Strukturen. Durch die im Verhéltnis zu den
Geometrieabmessungen hohe Foliendicke konnten Einformtiefen von 20-30 pm
erreicht werden. Trotz dieser geringen Tiefe wurden sehr kleine Kriimmungsradien
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der Strukturen ermittelt (Dreieck: 9 um, Viereck: 13 pm, Hexagon: 21 pm), die die
Moglichkeit einer Abbildung von teilweise spitzwinkligen Werkzeugkonturen auch in
diesem Mafstab zeigten. Im Rahmen einer weiterfithrenden Charakterisierung wurden
auBerdem erste Zellkulturexperimente auf den Chips durchgefiihrt. In diesem
Zusammenhang konnte festgestellt werden, dass die Mehrheit der Zellen in allen
Kavititen dreidimensional in den Ecken zwischen Boden und Seitenwéinden der Wells
adhérierte und sich die Morphologie in den meisten Fallen an die Form der Strukturen
angepasst hat.

Aufbauend auf diese Ergebnisse sollen die Werkzeugstrukturen in weiterfithrenden
Experimenten im Hinblick auf ihre Dimensionierung verkleinert werden, so dass mit
Hilfe dieser Technologie Strukturen bis hin zu Einzelzellkavititen hergestellt werden
konnen. Desweiteren ist es moglich neben einfachen hier dargestellten Geometrien
auch komplexere, variierende Muster auf einem Chip anzufertigen und im Rahmen
von Screeningprozessen den Unterschied im zelluldren Verhalten aufgrund der Form

zu analysieren.

Mit denen im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Arbeiten wurden das
Verfahren des Mikrothermoformens und die SMART-Technologie in vielen
Bereichen erweitert, und sie ebnen daher den Weg fiir eine Anwendung der neuartigen
Strukturen in neuen biologischen Fragestellungen. Neben einer Verwendung der
Strukturen im Bereich der Grundlagenforschung rund um das Tissue Engineering und
der Stammzellforschung, sind auch weitere Forschungsbereiche denkbar. Wihrend
topographische Strukturen Anwendung im Bereich der Optik (Linsen) finden oder fiir
die Erzeugung hydrophober Oberflichen in mikrofluidischen Kanélen genutzt werden
konnen, konnen definierte Proteinstrukturen auch im Rahmen von BioMEMS, wie
z.B. fiir Biosensoren oder biochemisch katalysierte Prozesse zur Synthese oder
Analyse, genutzt werden.
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A Anhang

A.1 Material und Methoden der Zellkultur

IF-Fiarbung (Actin: griin, Kern: blau)

(,Cytoskelfix Cell Fixativ’, Antikorper, DAPI, 24 Well-Platte)

Materialien:

Fixierlosung: Cytoskelfix Cell Fixative

- Cat.-No.: CSKO01 ; Firma: tebu — bio

Waschlosung: PBS (1x, ohne Ca/Mg)

Blocklosung: 1% BSA in PBS

Antikorper: Alexa Fluor 488 — conjugated Phalloidin ; fluoresziert griin
- Cat. —No: A12379; Invitrogen

- Verdiinnung 1 : 40 in 1% BSA in PBS (ohne Ca/Mg)

Kernfarbung: DAPI

Durchfithrung:

Medium absaugen
1x kurz mit PBS waschen

Fixieren mit 1 ml Fixierlosung fiir 4 min bei -20°C

3x kurz waschen mit PBS

Blocken mit Blocklosung fiir 30-60 min bei RT

Antikorper (50 pl pro Well) fiir 45 min bei RT

Kernfarbung mit 0,5 ml DAPI pro Well fiir 5-10 min bei RT im Dunkeln

3x kurz waschen mit PBS, wobei das letzte PBS auf den Proben stehen bleibt bis zum
mikroskopieren



Tabelle A.1: Kulturbedingungen der verschiedenen Zelllinien.
HeLa Hep G2 L929
Kulturflasche T75 Falcon™, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Bedingungen Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Atmosphére
Medium Quantum 101 mit Minimum Essential Medium (MEM) (Gibco) | MEM (Gibco) mit
L-Glutamin (PAA) mit 10% fotalem Kilberserum (PAA), 10% fotalem Kélberserum
und 1% Penicillin/ 1% nicht-essentiellen Aminosduren (PAA), | (ATCC) und 1% Penicillin/
Streptomycin (PAA) 1% Na-Pyruvat (PAA), Streptomycin (PAA)
1% Glutamax (Gibco),
1% Penicillin/ Streptomycin (PAA) und
0,1% Phenolrot (Sigma)
Umsetzung 2x wochentlich 1x wochentlich Ix wochentlich
Mediumwechsel | 1x wdchentlich 2x wochentlich 2x wochentlich
Trypsin 0,25% Trypsin (Gibco) | 0,25% Trypsin (Gibco) mit 0,2% Trypsin (Gibco) mit
mit 0,03% EDTA 0,03% EDTA (Sigma) und 0,6% EDTA (Sigma) und

(Sigma) in PBS, pH 7,6

Phenolrot (Sigma) in PBS, pH 7,6

Phenolrot (Sigma) in PBS,
pH 7,6
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Funktionalisierte, polymere Mikrostrukturen
fur die dreidimensionale Zellkultur

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, durch Weiterentwicklung
der auf dem Verfahren des Mikrothermoformens basierenden
SMART-Technologie, neuartige Prototypen funktionalisierter,
dreidimensionaler Zellkulturtrager herzustellen. Diese Struk-
turen ermdglichen es, den Einfluss verschiedenster biochemi-
scher und auch biophysikalischer Faktoren auf das Verhalten
von Zellen in vitro zu analysieren.

Durch die Entwicklung neuer SMART-Module wird zum einen
die Erzeugung komplexer Topographien durch lithographi-
sche Prozesse und zum anderen eine definierte Immobilisie-
rung von biochemischen Faktoren auf den Tragerstrukturen
gezeigt. Desweiteren wird ein mit Hilfe von UV-Lithographie
hergestelltes Werkzeug vorgestellt, welches die Fertigung
von in Form und GréBe variierender Substrate erméglicht.
Eine Validierung dieser Prototypen wird im Rahmen erster
Zellkulturexperimente durchgefihrt.
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