Interdisziplinare Entwicklung neuer Polymer-
oberflachen fur Zellkulturen und Implantate

A. Welle, IMB

Forschung an den

Grenzen der Wissen-
schaften

Es ist zu beobachten, dass Fort-
schritte heute immer seltener aus
der Kernkompetenz einer einzel-
nen Naturwissenschaft entsprin-
gen. Die Zeiten, da gewaltige In-
dustrien (Stahl, Kunststoffe,
Halbleiter) auf einer einzelnen
Naturwissenschaft  basierten,
sind nach Ansicht vieler Experten
vorlber. Vielmehr wird heute neu-
es Wissen immer haufiger an den
Grenzen zwischen den einzelnen
Naturwissenschaften gesammelt.
Weiterhin bildet sich in der natio-
nalen [1] und internationalen
Forschungslandschaft ein immer
deutlicher werdender Themen-
schwerpunkt in der Biologie aus.
Nach Angaben der AAAS [2] ver-
dreifachte sich, ausgehend von
einem nahezu identischen
Finanzvolumen der Sparten Phy-
sik, Ingenieurwissenschaften und
Biologie, in den letzten 3 Jahr-
zehnten das Budget der ,Life
Sciences”, wahrend die beiden
anderen Disziplinen auf dem
Stand von 1970 stagnierten. Die-
se Entwicklung bewirkt, dass sich
viele nicht-biologische Diszipli-
nen, wie beispielsweise Physik,
Materialwissenschaften und In-
formatik, derzeit verstarkt biologi-
schen Fragestellungen zuwen-
den und in diesem Bereich
auRerst wichtige Impulse liefern.
Die bekannte Entwicklung der
HGF und des Forschungs-
zentrums Karlsruhe im Lauf der
letzten Jahre verdeutlicht das in
perfekter Weise [3].

Ein aktuelles Beispiel fur derarti-
ge biologierelevante, interdiszi-
plindre Forschungsprojekte ist

die Entwicklung neuer Polymere
fur in vitro Zellkulturen und medi-
zinische Implantate. Dabei spie-
len nicht nur gedankliche und me-
thodische ,Grenzen“ zwischen
mehreren Naturwissenschaften
eine Rolle, sondern die Eigen-
schaften einer realen Grenz-
flache, hier zwischen dem kiinst-
lichen Substrat einerseits und le-
benden Zellen andererseits, die
im Zentrum des Interesses meh-
rerer Wissenschaftler aus ver-
schiedenen Instituten des For-
schungszentrums stehen.

Oberflachen

und Grenzflachen aus
biologischer Sicht

Sowohl bei medizinischen Im-
plantaten, wie beispielsweise
kinstlichen Herzklappen, Kathe-
tern und Zahnfillungen, als auch
bei Tragern fur in vitro Zellkultu-
ren sind neben den Volumen-
eigenschaften des verwendeten
Materials (Harte, Elastizitat, Per-
meabilitdt, = Wasseraufnahme,
etc.) insbesondere die Eigen-
schaften der Materialoberfldche
wie Rauhigkeit, Benetzbarkeit,
chemische Zusammensetzung,
Ladung, Mobilitdt und so weiter
von grofdter Bedeutung. Ursache
dafur ist, dass an der Material-
oberflache wichtige Vorgange ab-
laufen, die entscheidend fur die
Vertraglichkeit oder AbstoRung
des Materials sind. Diese Prozes-
se, die etwa bei dem Kontakt ei-
ner Implantatoberflache mit Blut
und Gewebe in vivo, aber auch in
einer Zellkultur ablaufen, sind
aulBerst komplex. Leo Vroman
schrieb 1971 ,.... we have calcula-
ted on the basis of our present
progress that the combined stu-
dies proposed above will require

107 years.“ [4]. In der Tat sind die-
se Vorgange bis heute noch nicht
vollkommen verstanden, kénnen
jedoch in groben Ziigen, wie im
folgenden Kasten, dargestellt
werden.

Wie in den Abbildungen la-c
skizziert, wird die Zellantwort auf
ein angebotenes Substrat von
dessen physikalischen und
chemischen Oberflacheneigen-
schaften ausgeldst, und Uber ei-
ne adsorbierte Proteinschicht an
die Zelle weitergeleitet. Die ein-
zelnen Schritte sind sowohl zeit-
lich als auch nach ihrer GréRRen-
ordnung gestaffelt:

Diffusionskontrolliert, und daher
im Bereich von deutlich weniger
als einer Millisekunde, erreichen
kleine Proteine, wie Albumin, die
im Kulturmedium geldst vorlie-
gen, die Substratoberflache und
treten mit ihr in Wechselwirkun-
gen. Diese Wechselwirkungen
beruhen auf elektrostatischen
und dispersiven (van der Waals-)
Kraften sowie zum Teil auch auf
Wasserstoffbriicken und auf che-
mischen Bindungen. Die Ver-
drAngung von gebundenen
Wassermolekilen von der Sub-
stratoberflache und aus der Hy-
drathille der geldsten Proteine
(Abb. 1a) stellt einen hohen En-
tropiegewinn dar, der Enthalpie-
effekte Uberkompensiert. Bei
den meisten Substratmaterialien
Uberwiegen die attraktiven Wech-
selwirkungen, so dass daraus ei-
ne Proteinadsorption auf dem
Substrat resultiert.

Nach einer gewissen Verweilzeit
kbnnen die adsorbierten, fle-
xiblen Proteinmolekiile mehr und
mehr deformiert werden und da-
bei weitere Bindungen zum Sub-
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Abb. 1: Proteinadsorption und Zelladh&asion an Biomaterialoberflachen

a) Ausgangssituation: Biomaterialien kénnen eine Vielzahl verschiedener chemischer Gruppen an
der Oberflache tragen. Wichtige sind: Hydroxyl-, Carboxyl-, Alkyl-, Amino- und Aldehydgruppen.
Proteine bestehen aus langen Polypeptidketten die durch Faltung und Quervernetzung des Strangs
eine bestimmte Tertiarstruktur einnehmen, wobei hydrophobe Bereiche des Molekiils bevorzugt im
Zentrum des Knéuels, hydrophile und geladenene Gruppen dagegen an der Aul3enseite sitzen. Hy-
drophile Gruppen des Biomaterials und des Proteins sind von assoziierten Wassermolekilen um-
geben.

b) Entstehung und Veranderung des Proteinadsorbates: Geldste Proteine erreichen durch Diffusion
rasch die Biomaterialoberflache und treten mit ihr in Wechselwirkung. Wichtige Mechanismen die-
ser Wechselwirkung sind: Ausbildung kovalenter Bindungen, wie zum Beispiel zwischen Amino-
gruppen des Proteins und Carboxylgruppen des Substrats (nahezu irreversibel). Elektrostatische
Anziehung zwischen negativen und positiven Ladungen. Hydrophobe Wechselwirkungen zwischen
Alkylgruppen. Obwohl diese Wechselwirkungen reversibel sind, kdnnen sie doch so stark werden,
dass die native Faltungsform des Proteins zerstort wird. Sind verschiedene Proteine zugegen, kén-
nen schwach gebundene kleinere Proteine von gréoReren Proteinen durch ,Unterwanderung*
wahrend temporarer Lésung einzelner Bindungen von der Substratoberflache verdrangt werden.

c) Zelladhéasion: Zellen erreichen die Oberflache des Biomaterials erst, nachdem bereits ein charak-
teristischer Proteinfilm gebildet wurde. Rezeptoren in der Zellmembran erkennen die Aminosaure-
sequenz und die Faltungsstruktur der adsorbierten Proteine. Dadurch werden Signale in das Innere
der Zelle geleitet und die Zellen kdnnen auf einem geeigneten Substrat haften. Dabei verandert sich
oft die Form der Zelle und wichtige Funktionen der Zelle (Stoffwechsel, Teilung, etc.) reagieren auf
den Impuls von aul3en.

strat ausbilden. Dieser Effekt
spielt insbesondere bei hydro-
phoben Oberflachen (Polyethy-
len, Polystyrol, fluorierte Polyme-
re) eine grol3e Rolle, da durch die
Umorientierungen im Gerist der
adsorbierten Proteine gunstige
Wechselwirkungen zu den hydro-
phoben Proteinbereichen gebil-
det werden, die in wassriger L6-
sung durch die Faltung der Poly-
peptidkette besonders im Kern-
bereich des Molekuls zu finden
sind. Bei hoher Packungsdichte
der Proteine spielen zusatzlich zu
den Protein/Substrat-Wechsel-
wirkungen auch Protein/Protein-
Wechselwirkungen innerhalb des
Adsorbates eine Rolle (Gelbil-
dung). Beide Wechselwirkungen
machen die Desorption eines
Proteinmolekils, die eine simul-

tane Lésung der zahlreichen Bin-
dungen erfordert, immer unwahr-
scheinlicher. Durch die Deforma-
tion und Blockierung aktiver Zen-
tren wird aber auch die biologi-
sche Funktion des adsorbierten
Proteins gestort, es wird denatu-
riert (siehe Bild 1b, Mitte).

In der Realitat liegen, beispiels-
weise in Blutplasma und Zellkul-
turmedien, komplexe Protein-
gemische aus oft mehr als ein-
hundert Einzelproteinen vor.
Durch die kompetitive Adsorption
der zahlreichen Proteine mit je-
weils unterschiedlich starken
Substratbindungen und Kinetiken
wird das Bild wesentlich kompli-
zierter. GrolRe Proteine wie Fibri-
nogen und Fibronectin, die durch
ihre geringere Diffusionsge-

schwindigkeit die Substratober-
flache etwas spéater erreichen,
sind teilweise in der Lage die be-
reits adsorbierten Proteine in ei-
nem Zeitbereich von wenigen Mi-
nuten zu verdrangen, indem sie
die Oberflachenpléatze, die durch
teilweise Ablosung kleinerer Pro-
teine temporar freiwerden, beset-
zen und damit die kleineren Pro-
teinmolekile Lunterwandern”
(Bild 1b, rechts). Daraus resultiert
eine zeit- und konzentrationsab-
hangige Zusammensetzung der
adsorbierten Proteinschicht.

Wie in Abb. 1c gezeigt, erreichen
Zellen die Materialoberflache
erst, nachdem sie bereits von
dem Proteinadsorbat bedeckt ist.
Damit ist dieser Proteinfilm die ei-
gentliche Oberflache, die von den
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Zellen ,analysiert" und moglicher-
weise zur Anhaftung verwendet
wird. Wie in Abb. 1c skizziert, ver-
lauft auch die Zellanhaftung in
mehreren Phasen, wobei zu-
nachst einige Ligand/Rezeptor-
Bindungen zwischen der Zelle
und der Proteinschicht gebildet
werden, die im weiteren Verlauf
unter Deformation der Zellmem-
bran zahlreicher und fester wer-
den. Dabei formieren sich die
zunachst einzelstehenden Re-
zeptoren zu gréBBeren Bindeln,
die die Zelle sehr fest verankern.
Die Umgebung der Zelle, beste-
hend aus adsorbierten Proteinen
und Nachbarzellen, bewirkt ne-
ben Strukturanderungen der Zell-
membran weitere wichtige Impul-
se auf die gesamte Zelle (Organi-
sation von Aktin-Cytoskelettfa-
sern, die die Zelle resistenter ge-
gen angreifende Scherkrafte ma-
chen; Ausschittung von Boten-
stoffen sowie die Beeinflussung
der Zellteilung und der Stoff-
wechselaktivitat). Diese Abhan-
gigkeit der Vitalitat einer Zelle von
ihrer Umgebung kann so weit ge-
hen, dass Einzelzellen in Sus-
pension absterben oder zumin-
dest ihre physiologische Funktio-
nen (Differenzierungszustand)
nahezu vollstandig verlieren.

Da das Proteinadsorbat auf ei-
nem Zellkultursubstrat, wie erlau-
tert, die Haftung und Vitalitat ei-
ner Zelle unmittelbar steuert, wird
oft versucht einen klar definierten
Protein- oder Peptidfilm durch ei-
ne gesteuerte Kopplung an die
Substratoberflache zu erzielen.
Dieser Weg ist jedoch experimen-
tell extrem aufwendig, da das
maoglichst reine Protein bzw.
Peptid unter schonenden Reakti-

onsbedingungen fest an das Sub-
strat gebunden werden soll [5].

SchlieBlich wirken bei der Besie-
delung eines Kultursubstrates
auch die haftenden Zellen selbst
aktiv auf eine vorhandene Pro-
teinschicht ein, indem sie eigene
Haft- bzw. Matrixproteine freiset-
zen und das bestehende Pro-
teinadsorbat teilweise abbauen
oder verandern. Daher erscheint
es nicht immer sinnvoll die Zu-
sammensetzung des Proteinad-
sorbates durch aufwendige Im-
mobilisationstechniken zu diktie-
ren, sondern vielmehr technisch
einfachere chemische Modifika-
tionen der Substratoberflache
vorzunehmen und die spontane
Bildung des Proteinadsorbates
auszunutzen. Hierbei ist jedoch
problematisch, dass bis heute oft
nur empirische Zusammenhénge
zwischen den einstellbaren
Oberflachenparametern und der
Proteinadsorption bzw. Zelladha-
sion bekannt sind. Es bleibt zu
hoffen, dass die verstarkten inter-
disziplinaren Anstrengungen da-
Zu beitragen dieses Gebiet nicht
erst nach Leo Vromans Hoch-
rechnung in Millionen Jahren zu
verstehen.

Oberflachenmodifikation

zur Steuerung
der Biokompatibilitat

Der héaufig gebrauchte Begriff
Biokompatibilitat wird je nach Ver-
wendung eines Materials mitun-
ter vollkommen gegensatzlich de-
finiert. In der Orthopéadie wird bei
Gelenkprothesen am Metall-
schaft des Gelenks eine maxima-
le Haftung der Knochenzellen ge-
winscht, um das Implantat im

Skelett zu verankern. Im Gegen-
satz dazu muss bei vielen ande-
ren Implantaten wie Stents?,
Herzklappen, verschiedenen Ka-
thetern im cardiovaskularen und
urologischen Bereich, aber auch
bei Kontaktlinsen die Zellhaftung
unterdruckt werden. Die Anhaf-
tung von Blutplattchen l6st die
Gerinnungskaskade aus, die zu
Thrombosen und Embolien
fuhren kann. Auch die Haftung
von Bakterien auf Implantat-
oberflachen kann katastrophale
Folgen fur den Patienten haben,
da Bakterien effektive Strategien
entwickelt haben, die zur Ausbil-
dung eines zahen Biofilms
fuhren, der den Keimen optimale
Lebensbedingungen bietet und
sie vor der Wirkung von Antibioti-
ka schitzt. Endokarditis, eine
bakteriell ausgeloste Entziindung
nach Herzklappenersatz, macht
in vielen Fallen die Entfernung
der Klappe erforderlich.

Diese Beispiele verdeutlichen,
dass die universelle Definition
von Biokompatibilitat per se noch
keine Aussage zur Zelladhasion
liefert, sondern die erwiinschten
Substrat/Zell-Wechselwirkungen
von dem jeweiligen Einsatzgebiet
des Produkts abhangig sind.

Am Institut fir Medizintechnik
und Biophysik werden derzeit
verschiedene Verfahren unter-
sucht, die sowohl die Unter-
druckung als auch die Steigerung
der Zelladhasion auf Kunststof-
foberflachen ermdoglichen. Eine
Technik zur Modifikation von Po-
lymeroberflachen basiert auf ver-
schiedenen Varianten der Plas-
ma-Aktivierung (siehe Abb. 2,
oben) oder der ,Plasma Enhan-

1) GefalRstiitzen, die in verengte BlutgefaRe eingebracht werden und sie von innen aufhalten sollen.
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ced Chemical Vapor Deposition,
PECVD" (Propf-Polymerisation,
Abb. 2, unten), das heil3t der Ab-
scheidung gewunschter Verbin-
dungen aus der Gasphase unter
Einwirkung eines kalten Plasmas
[6-8],. Hauptbestandteil der
PECVD Anlage, die urspriinglich
in der Silicium-Mikrolithographie
eingesetzt wurde, ist die
Behandlungskammer mit zwei
eingebauten Elektroden, dane-
ben der Radiofrequenzgenerator
sowie Vakuumpumpen, Steue-
rungs- und Gasversorgungs-
einrichtungen. Zur Plasmabe-
handlung werden die Proben
Uber eine Schleuse in die Kam-
mer eingebracht, die anschlie-
Rend auf unter 0,05 Torr evakuiert
wird. Nachdem Gasmischung
und Druck in der Kammer ein-

Plasma-Aktivierung

0, Reinigung,
Sterilisation NH,
\ N NH
2
g Prozessgas 2 \-(=0-
0 , Ny, Ar :

» Ar g N=
: Oberfléchen-
Radikalerzeugung modifikation

Pfropf-Polymerisation

(graft polymerization, graft coupling)

— S

* 2.B.: Oligoethylenglykole

g A

Monomergas*
AN

gestellt und eventuell ein Poly-
mer-Precursor in der Kammer
verdampft wurde, wird durch

Abb. 2: Mdglichkeiten der Modifizierung von Polymeroberflachen durch Plas-
maverfahren. Oben: Reinigung, Sterilisation, Erzeugung einfacher chemi-
scher Gruppen und Radikalen an der Polymeroberflache. Unten: Propf-

die Hochfrequenzanregung
(13,56 MHz, max. 300 W) eine
Gasentladung erzeugt. Die ener-
giereichen freien Radikale, die
aus dem Hilfsgas (im Allgemei-
nen Stickstoff oder Argon) und
dem verdampften Precursor ge-
bildet werden, sowie die freien
Elektronen des Nichtgleich-
gewichtsplasmas? und die emit-
tierte UV-Strahlung wirken auf die
Probenoberflache ein. Dabei
wird, wie in Abb. 2 oben darge-
stellt, das eingesetzte Polymer-
substrat an seiner Oberflache
chemisch verandert werden (Bil-
dung von Carboxyl-, Aminogrup-
pen, etc.). Bei einer Plasma-
behandlung mit einem Inertgas
werden Radikale an der Polymer-
oberflache erzeugt, die die kova-

Polymerisation neuer Polymere auf das Substrat.

lente Pfropfung eines neuen Po-
lymers ex situ ermdglichen (,post
plasma graft coupling®). Es kann
auch ein vollkommen neues Poly-
mer (aus dem gasférmigen Pre-
cursor) an die Oberflache des
Substrates gepfropft werden
(,graft polymerization®), siehe
Abb. 2 unten.

Die hergestellten Beschich-
tungen sind, je nach Wahl des
eingesetzten Prozessgases oder
Polymerprecursors sowie des
Gesamtgasdruckes, der Gasfluss-
raten und der Anregungsleistung,
entweder sehr zellabstoRRend
oder stimulierend auf die Zell-
haftung. Wird Tri(ethylenglykol)-

monomethylether (TEGMME) in
der Kammer verdampft und mit
Stickstoff als Hilfsgas und gerin-
ger Leistungsdichte ein Polymeri-
sat auf dem Substrat abgeschie-
den, bildet sich ein weniger als
1pm diinner Film, der extrem re-
sistent gegeniber Zelladhasion
ist (Abb. 3). Wird dagegen aus-
schlie3lich Stickstoff als Prozess-
gas oder Stickstoff zusammen
mit Poly(ethylenglykol)meth-
acrylat (PEGMAC) als Precursor
verwendet, werden Filme gebildet
welche die Zellhaftung unterstit-
zen (Abb. 3). Als Substrate und
Vergleichsmaterialien dienten in
diesen Experimenten kommerzi-
elle Polystyrolproben, die je nach

2) Die Bezeichnung Nichtgleichgewichtsplasma soll hervorheben, dass zwischen den freien Elektronen und den lonen kein thermi-
sches Gleichgewicht herrscht. Das Plasma ist im Gegensatz zu Flammen und Lichtbdgen kalt.
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[ Zellkultursubstrat 1 zellresistente Oberflache
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- 1]
=
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unbehandelt  Stickstoff TEGMME PEGMAC

Abb. 3: Beeinflussung der Zelladhasion durch verschiedene Plas-
mabehandlungen.

Von links nach rechts: Zahl haftender Hepatozyten auf zwei unbe-
handelten kommerziellen Referenzproben (Polystyrol, PS). Rot:
Zellkultursubstrat. Grin: Zellabweisendes PS).

Die folgenden Balkenpaare stellen die Zellhaftung auf den beiden
Substraten nach Behandlung mit einem Stickstoffplasma sowie
nach plasmaunterstitzer Abscheidung von Tri(ethylenglykol)-
monomethylether, TEGMME bzw. Poly(ethylenglykol)methacrylat,
PEGMAC dar. TEGMME Beschichtungen sind extrem zell-
abweisend und Ubertreffen die unbehandelte zellabweisende Re-
ferenzprobe. PEGMAC Beschichtungen machen auch urspriing-

lich ungeeignete Proben sehr zellfreundlich.

Herstellungsverfahren zellabwei-
send bzw. zellfreundlich sind (je-
weils griine bzw. rote Balken in
Abb. 3). Insbesondere die hervor-
ragende Unterdrickung der Zell-
haftung durch TEGMME-PECVD
ist fir einige der oben genannten
Anwendungsgebiete in der Medi-
zin sehr vielversprechend.

Die Resistenz einiger ahnlicher
Polyethylenglykolschichten ge-
genuber Proteinadsorption und
somit auch Zellanlagerung ist be-
reits seit Jahren bekannt [9] und

wird mit besonderen Molekular-
strukturen dieser Filme erklart,
die jedoch im Detail noch nicht
ganz verstanden sind. Es ist aber
offensichtlich, dass der Zustand
der PEG®-Schicht in Form eines
Hydrogels wichtig fur diese Effek-
te ist. Hydrogele bestehen aus lo-
sen und flexiblen Polymerketten,
die groRe Mengen relativ fest ein-
gelagerter Wassermolekiile ent-
halten [10]. Nahert sich ein Pro-
teinmolekil aus der Lésung die-
sen Oberflachen, werden die Poly-

merknauel zusammengepresst
und entwassert. Beide Vorgange
bewirken eine AbstoRBung des
Proteinmolekils und verhindern
so die Proteinadsorption an der
Materialoberflache (,steric re-
pulsion®). Da auch die Zellen kei-
ne Haftproteine auf der Ober-
flache deponieren kénnen, wird
durch die aufgebrachte Poly-
ethylenglykolschicht die Zellad-
hasion wirksam unterdruckt.

Auffallend und zunachst Uberra-
schend ist jedoch, dass trotz ei-
ner relativ &hnlichen chemischen
Struktur des Precursors Poly-
(ethylenglykol)methacrylat  im
Vergleich zum Tri(ethylenglykol)-
monomethylether (durchschnitt-
lich 6 Ethylenglykol-Wiederhol-
einheiten in PEGMAC und 3 EG-
Einheiten in TEGMME) die beob-
achteten Zellantworten auf die
abgeschiedenen Filme voll-
kommen verschieden sind. Es ist
sehr wahrscheinlich, dass die
Acrylgruppen des PEGMAC
durch die Plasmaanregung akti-
viert werden und das abgeschie-
dene Polymerisat quervernetzen.
Dadurch wird sowohl das Quell-
vermogen und die Wasserauf-
nahme, als auch die freie Beweg-
lichkeit der einzelnen Polymer-
strange blockiert. Trotz nahezu
identischer chemischer Zusam-
mensetzung wirken die ,steric re-
pulsion“-Effekte nicht mehr und
Proteinadsorption sowie Zellad-
hasion auf dem Substrat sind
mdglich.

Durch Steuerung der PECVD Pa-
rameter sollte es moglich sein,
die Quervernetzung und damit
die mikromechanischen Eigen-

%) Die Verhaltnisse bei kurzkettigen Oligo(ethylenglykol)-(OEG) Monolagen sind nicht mit dem einfachen Modell der ,steric repulsion®
das hier verwendet wird, erklérbar. Bei OEG-Schichten spielt zuséatzlich die Packungsdichte und damit die Konformation der OEG-
Kette (all-trans oder helikal) eine Rolle. PECVD-Poly(ethylenglykol)-Schichten sind amorph.
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schaften der Polymerbeschich-
tung zu steuern. Eine fur die Zell-
kultur optimale Oberflache miiss-
te die Charakteristika beider Be-
schichtungen kombinieren, in-
dem sie Adhasionspunkte (z.B. in
Form geladener Gruppen) fur
Proteine und Zellen tragt, die fle-
xibel an das Substrat gebunden
sind. Damit soll erreicht werden,
dass sich die Adhasionspunkte
der Protein- und in gewissem
Umfang der Zell-Geometrie an-
passen kénnen, ohne Denaturie-
rung bzw. mechanischen Stress
auszuldsen. Zuséatzlich sollte ein
hoher Wassergehalt im Hydrogel
vorliegen, um durch maoglichst
gute Diffusion eine gute Sauer-
stoff- und N&hrstoffversorgung
der Zellen zu gewébhrleisten.
Selbstverstéandlich missen auch
technologische und biologische
Anforderungen (einfache Herstel-
lung, keine Cytotoxizitat) erfullt
sein.

Die zweite angewandte Methode
nutzt energiereiche ultraviolette
Strahlung mit A =185 nm, um
Kunststoffoberflachen  (unter-
sucht wurden Polycarbonat,
Poly(methylmethacrylat) und Po-
lystyrol) zu aktivieren und che-
misch zu modifizieren [11]. Durch
die Bestrahlung mit UV-Licht wer-
den an der Polymeroberflache
kurzlebige Radikale® und stabile
Carboxylatgruppen erzeugt. Da
die chemischen Veranderungen
bei der UV-Belichtung lediglich in
der auflersten Schicht des Poly-
mers stattfinden, eignen sich nur
oberflachensensitive  Analyse-
methoden, wie Kontaktwinkel-
messungen, Farbstoffbindung
und die Réntgenphotoelektronen-

Durch Kontaktwinkelmes-
sungen konnte gezeigt werden,
dass es sich um deprotonierbare
Carbonsauregruppen handelt.
Tab. 1 zeigt, dass die UV-Belich-
tung bereits ohne eine Nach-
behandlung zelladhasionsfor-
dernd wirkt.

spektroskopie zur Detektion. In an.
Abb. 4 ist das Kohlenstoff-Photo-
elektronenspektrum® einer UV-
behandelten Polycarbonatprobe
gezeigt. Zusatzlich zu den bereits
bei unbehandelten Proben auftre-
tenden Peaks 1 und 2 zeigt der
hinzugekommene dritte Peak die
entstandenen Carboxylgruppen

12
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Abb. 4: Cls-Photoelektronenspektrum einer UV-belichteten Polycarbonat-
oberflache. Die Hauptpeaks 1 (blau) und 2 (cyan) stammen von den verschie-
denen Kohlenstoffspezies im Polycarbonat. Peak 3 bei 290,8 eV Bindungs-
energie ist dem Kohlenstoff der erzeugten Carbonylgruppen zuzuordnen.

UV-Belichtungszeit (min) 0 2 5 20 60
Zellhaftung L929 2% 89% 97% 98% 98%
Zellhaftung HepG2 6% 25% 7% 99% 99%

Tab. 1: Anteil haftender Zellen im Vergleich zur Menge der insgesamt aufge-
brachten Zellen (Mausfibroblasten L929, sowie humane Hepatomzelllinie
HepG2). Substrat: Polystyrol ohne Vorbehandlung sowie nach unterschied-
lichen UV-Belichtungszeiten.

) Die gebildeten Radikale ermdglichen analog zum ,post plasma grafting* eine kovalente Anbindung gewiinschter Substanzen.
%) Die Verschiebung von ca. 1,5 eV gegeniiber den Referenz-Peaks ist auf die Aufladung der isolierenden Probe zuriickzufiihren.
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Strukturierung von
Oberflachen

Ein besonders wichtiger Aspekt
der photochemischen Ober-
flachenmodifikation durch UV-Be-
strahlung ist die Moglichkeit der

Abb. 5: Fibroblasten (L929) auf modifizier-
tem Polystyrol. 30-minltige UV-Belichtung
einer Linie und mehrerer Kreise. Phasen-
kontrastaufnahme lebender Zellen 3 Stun-
den nach Beginn der Zellkultur. MaR3stab:
200um. Die Zellen haften auf den UV-be-
lichteten Bezirken und flachen sich dabei
ab. Auf unbelichteten Bezirken bleiben die
Zellen rund und sind durch Mediumwech-
sel zu entfernen.

Abb. 6: Fibroblasten (L929) auf modifizier-
tem Polystyrol. 30-minitige UV-Belichtung
mit Streifenmuster. Phasenkontrastauf-
nahme lebender Zellen 3 Stunden nach Be-
ginn der Zellkultur. Ma3stab: 200um.

einfachen Erzeugung strukturier-
ter Oberflachen® zur lateralen
Steuerung der Zelladhasion. An
derartigen Strukturierungen wird
derzeit an verschiedenen Stellen
intensiv geforscht [12-17], da sie
zur Untersuchung neuronaler
Zellen und Netzwerke, Cokultu-
ren verschiedener Zellen und der
embryonalen Organentstehung
gebraucht werden und wichtige
Werkzeuge im Bereich des ,Tis-
sue Engineering” darstellen. Die
Mehrheit der heute angewandten
Techniken zur chemischen Mikro-
strukturierung basieren entweder
auf der spontanen Bildung von
Thiol-Monolagen (,self assemb-
led monolayers”, SAM) auf Edel-
metallen oder Silanen auf Glas,
wobei die Struktur oft durch mi-
niaturiserte  Stempel (,micro
contact printing“) vorgegeben,
oder durch Laserablation in einen
kontinuierlichen SAM geschrie-
ben wird [16, 18-20]. Obwohl
Kunststoffsubstrate sehr haufig
fur Zellkulturen verwendet wer-
den, existieren wenige Publikatio-
nen Uber die Strukturierung die-
ser Substrate. Viele der vorge-
stellten Verfahren sind im Ver-
gleich zu der UV-Bestrahlung mit-
tels der Metall/Quarz-Maske sehr
aufwendig (Sauerstoffplasma-
behandlung unter Zuhilfenahme
konventioneller Photoresisttech-
nologie [15]), oder sie erreichen
nur geringe Ortsauflésung (Koh-
lenstoffabscheidung aus der
Gasphase [21]).

Da gezeigt werden konnte, dass
die chemischen Veranderungen
der Polymeroberflachen nicht
durch die Wirkung von Ozon,

sondern durch die Bestrahlung
selbst ausgeldst werden, lag es
nahe unter Verwendung entspre-
chender Masken Muster im
GroRenbereich weniger Mikro-
meter zu erzeugen, die eine
raumliche Kontrolle der Zelladha-
sion erlauben. Wie in den Abb. 6
und 7 gezeigt, lagern sich Zellen,
in diesem Fall L929-Mausfibro-
blasten, nur an den belichteten
Stellen an. Dieser Effekt ist be-
reits kurz nach Aufgabe der Zell-
suspension zu erkennen. Zellen,
die auf unbelichtete Bezirke der
Probe sedimentiert sind, bleiben
rund und haften nicht am Sub-
strat an, so dass sie beim Wech-
sel des Kulturmediums wegge-
schwemmt werden. Besondere
Vorteile des vorgestellten Verfah-
rens sind seine Unkompliziert-
heit, die geringen Kosten des
Substratmaterials, die Vermei-
dung jeglicher chemischer Be-
handlungen, die ein Kontamina-
tionsrisiko darstellen, die Rein-
raumkompatibilitdt und die gute
Auflésung.

Zusammenfassung und
Ausblick

Biologische Vorgadnge an Ober-
flachen haben erstaunlich weitrei-
chende Konsequenzen”. Beson-
ders offensichtlich sind diese Pro-
zesse beim Einsatz von Implanta-
ten in unserem Korper. Fir derart
lebenswichtige Anwendungen
stehen bisher nur sehr wenige
Materialien zur Verfiigung, die
noch keineswegs optimal sind,
wie beispielsweise das hohe Risi-
ko (ca. 30%) einer chronischen

%) Zum Patent angemeldet.

") Wahrscheinlich spielen Gesteins- oder Tonoberflachen eine wichtige Rolle bei der ei-
gentlichen Entstehung lebender Systeme in der ,Ursuppe* [22].
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Infektion eines Dauerkatheters
zeigt. Uber diese Spezialgebiete
hinaus sind Wechselwirkungen
zwischen biologischen Systemen
und kinstlichen Oberflachen we-
niger offensichtlich, jedoch prak-
tisch allgegenwartig, wie folgen-
de Beispiele aus verschiedensten
Dimensionen zeigen sollen: Vom
stérendem Wachstum von Mikro-
organismen und Muscheln an
Schiffsrumpfen das mit hoch-
toxischen Verbindungen (TBT)
bekampft wird; Uber die gezielte
Bakterienbesiedlung von Trager-
materialien (Rieselkérpern) fir
die Abwasserbehandlung (wie
auch fir die Essigherstellung)
und Suspensionskulturen von
Zellen in Bioreaktoren zur Gewin-
nung von Pharmazeutika bis hin
zu kariesverursachenden, bakte-
riellen Biofilmen auf Zahnen. Al-
len Beispielen ist gemeinsam,
dass komplexe, gestaffelte
Adsorptionsvorgange ablaufen,
sobald die Oberflache des kunst-
lichen Materials mit einer biologi-
schen Umgebung in Kontakt
kommt. Diese Prozesse fiihren in
der Regel zur Bildung eines weni-
ge Nanometer dicken Protein-
films. Die Zusammensetzung die-
ses Proteinadsorbats und der Zu-
stand der gebundenen Proteine
wird von den Zellen, die das
Fremdmaterial umgeben, erkannt
und steuert die -erwiinschte oder
unerwiinschte- Haftung der Zel-
len am Substrat sowie deren Dif-
ferenzierung und Vitalitat.

Mit Hilfe der vorgestellten Verfah-
ren kbnnen verschiedene Poly-
meroberflachen so modifiziert
oder mit einem geeigneten Poly-
mer Uberzogen werden, dass die
Anhaftung von Zellen in die er-

wlnschte Richtung gesteuert
werden kann:

e Durch plasmagestiitze Gas-
phasenabscheidung geeigne-
ter Polymere, und auch durch
Bestrahlung mit kurzwelligem
ultraviolettem Licht, wurden
sehr zellfreundliche Ober-
flachen erhalten. Die UV-Be-
strahlung beinhaltet zusétzlich
eine praktikable Mdglichkeit
der Strukturerzeugung, die fir
einige Anwendungen wichtig
ist.

e Eine hohe Zellresistenz wurde
durch eine plasmagestitze
Gasphasenabscheidung un-
substituierter Polyethylengly-
kole (TEGMME) erreicht.

In Zukunft werden die Anspriiche
an geeignete Oberflachen durch
die Miniaturisierung drastisch
steigen. Je kleiner die geplanten
Analysen- oder Zellkultursysteme
werden, desto wichtiger werden
schon aus geometrischen Grin-
den ihre Oberflachen. Dies trifft
insbesondere fir Bauteile fur die
Mikrofluidik, Bioanalytik und mi-
krostrukturierte Zellkultursubstra-
te zu. Der de novo Aufbau eines
kompletten und funktionierenden
Organersatzes erfordert nicht nur
eine moglichst realitdtsnahe Ar-
chitektur, bestehend aus ver-
schiedenen Zelltypen, einer Ge-
falBversorgung, etc., sondern
auch eine sehr prazise An-
passung der Zellkulturbedingun-
gen (verwendete Zellarten, teil-
weise Konzentrationsgradienten
usw.) und insbesondere der
Oberflache des kinstlichen
Zellkultursubstrates. Daher ist die
weitere Erprobung der Beschich-
tungen unter klinischen Bedin-

gungen bzw. in anspruchsvollen
Zellkulturmodellen, die Organe
simulieren, ein vorrangiges Ziel.
Zu den geplanten Einsatzgebie-
ten zahlen sowohl dreidimensio-
nale Mikrostrukturen aus Polycar-
bonat der Poly(methylmeth-
acrylat) [23], zweidimensionale
Trager zur Kultur von Nervenzel-
len, als auch verschiedene intra-
korporale medizintechnische Sy-
steme. Daneben sollen immuno-
logische Identifizierungen der ad-
sorbierten Proteine und Bestim-
mungen der Vitalitdt immobilisier-
ter Zellen einen weiteren Schritt
zum besseren Verstandnis der
Zell/Substrat-Interaktionen lie-
fern. Diese Untersuchungen sol-
len durch die Infrarotspektrosko-
pie erganzt werden, um das Pro-
teinadsorbat moglichst detailliert
zu charakterisieren.
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