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Ein einfacher lithographischer Ansatz zur
Herstellung regelmiilig angeordneter Mulden
im MikrometermaBstab zur Kontrolle des
Zellwachstums™**

Pradyut Ghosh, Mary Lee Amirpour,
William M. Lackowski, Michael V. Pishko und
Richard M. Crooks*

Wir beschreiben hier einen einfachen, dreistufigen litho-
graphischen ProzeB, der iiber Mikrokontakt-Drucken (mi-
crocontact printing, u-CP), Auftragen eines Polymers und
anschlieBende Polymerfunktionalisierung zu strukturierten
Oberflachen mit hervorragenden Eigenschaften zur Anlage-
rung von Zellen in einer rdumlich definierten Art und Weise
fiihrt. Die strukturierten Substrate bestehen aus Mulden mit
einer lateralen Ausdehnung von 63 um und Wandh6hen von
54 +4 nm. Hydrophobe Alkanthiolate, die tiber ihre termi-
malen Methylgruppen die Zellanlagerung ermdéglichen, bil-
den die Boden der Vertiefungen. Die Winde bestehen aus
hydrophilen  Dreischicht-Poly(acrylsdure)/Poly(ethylengly-
col)(3-PAA/PEG)-Nanocomposit-Polymeren, die ein Uber-
treten der Zellen zwischen den Mulden verhindern. Perito-
neale IC-21-Mausmakrophagenzellen wachsen nur innerhalb
der Mulden. Dieser Ansatz bietet einen einfachen und
chemisch flexiblen Zugang zur lokal definierten Anbindung
von Zellen auf Oberfldchen.

Die Bildung von strukturierten biologischen Geweben, z. B.
Nerven und Blutgefifien, erfordert eine morphologische
Kontrolle im Mikroma@stab und die rdumliche Anordnung
von Zellen. Um dies bei kiinstlichen Substraten zu erreichen,
wurden die Adsorption und die Anlagerung von Zellen und
Proteinen auf selbstorganiserten Monoschichten (self-assem-
bled monolayers, SAMs) aus Alkanthiolaten oder Alkylsila-
nen und auf diinnen Polymerfilmen untersucht.l'>] Es gibt
einer geringere Zahl von Untersuchungen, die sich auf die
Anlagerung und die Mobilitdt von Zellen auf strukturierten
Substraten konzentrieren.[6-!!]

Unser Ansatz zur Kontrolle der Zellanlagerung im Mikro-
maBstab beinhaltet vier Schritte (Schema 1).'2 Nach der
Herstellung eines geeigneten Poly(dimethylsiloxan)(PDMS)-
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Schema 1. Aufbau von mikrometergroen Mulden mit hydrophoben
Alkanthiolat-Boden und Winden aus einem hydrophilen Dreischicht-
Poly(acrylsdure)/Poly(ethylenglycol)-Nanocomposit.

Stempels unter Verwendung eines TEM-Gitters (TEM =
Transmissionselektronenmikroskopie) wird ein mit Gold
bedampftes Substrat durch Softlithographie mit einer Hexa-
decanthiol(C16SH)-SAM strukturiert.’) Im zweiten Schritt
werden die nichtmodifizierten Regionen des Goldsubstrates
mit einer 11-Sulfanylundecansdure-SAM (Sulfanylundecan-
sdure, frither Mercaptoundecansiure, MUA) gefiillt. Als
nichstes werden die terminalen Sduregruppen der MUA-
Bereiche der gemischten Monoschicht aktiviert und mit a,w-
Diamino-substituiertem  Poly(fert-butylacrylat)  (RNH,-
PTBA-NH,R) zu einer iiber Amidbindungen aufgepfropften
Polymerschicht umgesetzt. Die Hydrolyse von PTBA mit
MeSO;H fiihrt zur ersten PAA-Schicht, und nach zwei
weitere Durchldufen aus Aktivierung, Aufpfropfen und
Hydrolyse erhélt man einen Film aus stark verzweigtem
Dreischicht-PAA (3-PAA). Die Einzelheiten dieser Synthese
und die Eigenschaften der erhaltenen Filme wurden bereits
an anderer Stelle beschrieben.l'Y Die Dichte der Sduregrup-
pen ist in diesen Filmen sehr hoch. Sie konnen anschlieend
durch einfache Amidbildung mit Methoxypoly(ethylengly-
col)amin (MeO-PEG-NH,) funktionalisiert werden.
Makroskopische Bereiche eines teilweise strukturierten
Substrats wurden mit Fourier-Transform-Infrarot-Extern-Re-
flexionsspektroskopie (FT-IR-ERS), Ellipsometrie, Kontakt-
winkel-Messungen und Rontgen-Photoelektronenspektro-
skopie (XPS) untersucht. Den Ergebnissen dieser Unter-
suchungen zufolge erfolgt das Auftragen von PAA und die
anschlieende Funktionalisierung mit PEG nur an den MUA-
modifizierten Bereichen der Goldoberfldche. Diese Unter-
suchungen machen auch deutlich, daf3 das PEG in erster Linie
an der Oberfliche des 3-PAA-Films kovalent angekniipft
wird. So resultiert das FT-IR-ERS-Signal bei 1730 cm™!
(Abbildung 1a) aus der Sdure-Carbonylfunktion der 3-PAA.
Nach Auftragen des PEGs auf die Oberfldche treten Banden
bei 1645 und 1545 cm~! auf (Abbildung 1b); das immer noch

0044-8249/99/11111-1697 $ 17.50+.50/0 1697



ZUSCHRIFTEN

. €00

3500 3000 2000 1500 1000
E/lecm

Abbildung 1. FT-IR-ER-Spektren von a) einem 3-PAA-Film, b) dem Film
aus a) nach Derivatisierung mit MeO-PEG-NH,, Eintauchen in eine 0.1m
Losung von HCI in Ethanol, um Carboxylatgruppen in die Sdureform zu
uberfithren, Waschen mit CH,Cl, und Behandeln mit Ultraschall in
Ethanol, um physisorbiertes Material von der Oberfldche zu entfernen,
c) dem Film aus b) nach Derivatisierung mit PEG, Eintauchen in eine
wifBrige 0.1M CsOH-Losung und Spiilen mit Wasser und Ethanol.

vorliegende, allerdings weniger intensive Sdure-Carbonylsi-
gnal deutet auf eine nur unvollstindige Derivatisierung des
3-PAA-Films hin. Nach Umsetzung dieser Filme mit einer
wiBrigen CsOH-Losung war das Signal bei 1730 cm™! nicht
mehr vorhanden, und es traten Carboxylatsignale bei 1580
und 1400 cm™' auf (Abbildung 1c¢), die auf nichtfunktionali-
sierte Sduregruppen innerhalb dieses Composits hinweisen.
Abbildung 1b belegt auch, da PEG auf die 3-PAA-Filme
aufgetragen wurde: Es treten Banden fiir eine C-O-C-
Streckschwingung bei 1145 cm~!, fiir die CH;- und CH,-
Streckschwingungen von PEG bei 2878 und 2940 cm~! sowie
fiir die N-H-Streckschwingung bei 3303 cm~! und eine inten-
sitdtsschwichere, breite Bande fiir die OH-Streckschwingung
bei etwa 3100 cm~! auf. Die Dicke des noch nicht mit PEG
beschichteten 3-PA A-Films betrug laut ellipsometrischen und
Kraftmikroskopie(AFM)-Messungen (Abtast-Modus) 23+
3 nm,["?l die Dicke des durch Auftragen von PEG erhaltenen
Compositfilms wurde zu 54 +4 nm bestimmt. Der Wasser-
Kontaktwinkel erhoht sich durch die PEG-Beschichtung von
21° auf 27°. Interessanterweise &dndert sich dieser Winkel
nicht, wenn der Film mit waBriger CsOH-Losung behandelt
wird, obwohl dieser dann immer noch freie Sduregruppen
enthilt; ohne die PEG-Schicht sinkt der Wasser-Kontaktwin-
kel beim Deprotonieren der Séauregruppen mit CsOH von 21°
auf <5°. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daf3 auf der
Oberfldache des 3-PAA/PEG-Nanocomposit-Films keine frei-
en Siduregruppen mehr vorhanden sind. Dies belegen auch
oberfliachensensitive XPS-Untersuchungen an mit CsOH-
Losung behandelten 3-PAA/PEG-Filmen: Hier wurde kein
Cs-Signal detektiert, wéhrend bei PEG-freien 3-PA A-Filmen
ein Cs-3d-Dublett auftritt. Kontrollexperimente mit einer
C16SH-SAM statt der reaktiven MUA-Monoschicht mit
Sédureendgruppen ergaben, dafl auf dieser nicht mit MUA
modifizierten Schicht kein PAA angebunden und kein PEG
aufgepfropft wurde.

Vor den Zellimmobilisierungsversuchen wurden alle Filme
mit UV-Licht sterilisiert. Ellipsometrisch und IR-spektrosko-
pisch wurde nachgewiesen, daf} die Sterilisation die Filme
weder chemisch noch topographisch schéidigt. Abbildung 2a
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Abbildung 2. Optische Mikroaufnahmen von Makrophagenzellen, die auf
eine Polymer-modifizierte Goldoberfldche aufgesetzt wurden. a) Anlage-
rung und Wachstum auf stark verzweigten 3-PAA-Polymerfilmen, die auf
eine selbstorganisierte MUA-Monoschicht aufgesetzt wurden. b) Inhibie-
rung der Anlagerung und des Wachstums auf einem 3-PAA-Film nach
Aufsetzen einer Schicht von PEG auf die 3-PAA-Oberfliche.

zeigt eine Hellfeld-Mikroaufnahme von Makrophagenzellen
auf einem unstrukturierten Film aus stark verzweigtem
3-PAA. Die Zellen lagern sich an und wachsen, weil der
3-PAA-Film eine hohe Dichte an sauren funktionellen
Gruppen aufweist. Von Sulfonat-, Hydroxy- und Carboxy-
gruppen an der Oberfldche konnte gezeigt werden, daf3 sie das
Anheften und das Wachstum von Zellen fordern.'>) Ab-
bildung 2b zeigt eine optische Mikroaufnahme eines 3-PAA/
PEG-Films, der mit Zellen in gleicher Dichte wie fiir Ab-
bildung 2 a belegt wurde. Es wird deutlich, dal3 die Zellen sich
weder an 3-PAA/PEG-Filme anheften noch auf ihnen wach-
sen. DaB3 keine Zellenanlagerung an der PEG-Oberflidche
auftritt, steht im Einklang damit, daf} eine Protein-Adsorp-
tion nicht moglich ist, was zum Teil dem groflen Ausschluf3-
volumen der PEG-Ketten zugeschrieben wurde.l'¥) Diesen
Ergebnissen zufolge bedeckt die recht dicke PEG-Schicht den
darunter liegenden 3-PAA-Film vollstdndig, der seinerseits
die MUA-funktionalisierte Goldoberfldche vollstandig iiber-
zieht.

Abbildung 3 zeigt eine optische Hellfeld-Mikroaufnahme
eines quadratischen Gitters (unter Verwendung eines TEM-
Gitters erhalten), das aus C16SH und 3-PAA/PEG auf einem

Abbildung 3. Optische Mikroaufnahmen einer Goldoberfldche, die mit-
tels u-CP und durch das Auftragen des Polymers strukturiert wurde. Das
Gitter besteht aus einem 54 nm dicken, mit PEG-modifizierten 3-PAA-
Composit; die Quadrate enthalten eine 1.8 nm dicke n-Hexadecan-
thiol(C16SH)-Monoschicht.
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Goldsubstrat besteht. Das Gitter ist ein 3-PAA/PEG-Poly-
merfilm, und die Bdden der Mulden bestehen aus einer
C16SH-SAM (letzte Darstellung in Schema 1).

Eine Mikroaufnahme von Makrophagenzellen auf einem
strukturierten 3-PAA-Film ist in Abbildung 4a wiedergege-
ben. Dall Makrophagenzellen sowohl auf der SAM mit ihren
endstdndigen Methylgruppen als auch iiber die 3-PAA-
Winde der Mulden hinweg wachsen, wird anhand von
Abbildung 2a deutlich. Abbildung 4b zeigt eine optische
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Abbildung 4. Optische Mikroaufnahmen von a) Zellen, die auf einem
strukturierten Film mit 3-PAA-Winden (kein PEG) und C16SH-Béden
gewachsen sind: Die Zellen lagern sich an die 3-PAA-Winde an und
wachsen iiber sie hinweg. b) Makrophagenzellenmuster auf dem PEG-
modifizierten Substrat, das in Abbildung 3 gezeigt ist: Die Zellen sind
innerhalb der Mulden gebunden, und es gibt keine Hinweise auf
Wechselwirkungen zwischen den Zellen benachbarter Mulden. ¢, d) Mi-
kroaufnahmen mit hoherer Auflosung von Regionen der Oberfliche mit
strukturiert angeordneten Makrophagen.

Mikroaufnahme einer strukturierten Oberfliche, bei der die
Muldenwinde mit PEG modifiziert wurden. Man sieht, daf3
PEG die Zellanlagerung und das Zellwachstum inhibiert und
daf die Zellen ausschlieBlich an die SAM-Oberfldche mit
ihren endstdndigen Methylgruppen gebunden sind. Diese
Ergebnisse belegen eindeutig, dal man mit einfacher Poly-
merchemie das Zellwachstums kontrollieren kann; man
beachte insbesondere, da kein Teil der Zellkorper aus den
Mulden herausragt. Die Abbildungen 4 ¢ und 4d sind Mikro-
aufnahmen mit hoherer Auflésung von Regionen der Ober-
fliche mit strukturiert angeordneten Makrophagen. In diesen
Bildern weisen die Makrophagenzellen die korrekte Morpho-
logie auf. So sind der periphédre Saum des Cyctoplasmas und
der Oberflachenriicken der Zelle gut zu erkennen. Zudem
zeigt sich, daB aufgrund der klar definierten Prozesse die
Zellen gut verteilt sind. Betrachtet man die Makrophage in
Abbildung 4d genauer, wird deutlich, da3 sie nur am Rand
der 3-PAA/PEG-Muldenwand wichst, obwohl die Dicke der
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Wand viel kleiner ist als die Groe der Zelle. Das Zellwachs-
tum der Makrophagen ist von der Verankerung abhéngig; die
Zellen wachsen so lange, wie noch freie Oberfldache vorhan-
den ist. Ist die Fliche begrenzt, so ist das Uberleben der Zelle
eine Funktion der Zelldichte. Bei geringen Dichten ist eine
groBere Oberfldche fiir die Zellproliferation verfiigbar. Bei
einer Dichte von 1.0 x 10* Zellen pro mL konnten wir das
Zellwachstum tiber mehr als drei Tage aufrechterhalten.

Durch eine einfache Softlithographie-Technik und kova-
lente Anbindung von geeigneten Polymeren gelang es uns,
mikrometergroe Mulden fiir die Anlagerung und das
Wachstum von Zellen herzustellen. Die strikte Kontrolle
der Zellposition und -funktion ist ein wesentlicher Schwer-
punkt in der Entwicklung von Anwendungen, die von Zell-
bis Gewebe-Engineering!!” reichen, sowie von Biosensoren.
Durch aufeinanderfolgendes Aufbringen von polymeren Bau-
steinen konnten die Muldenwénde schnell und leicht errichtet
werden. Die PEG-Beschichtung der Winde ist so vollstandig,
daB ein Zellwachstum auflerhalb der Mulden nicht nachge-
wiesen werden kann. Weil die Muldenwinde im Innern freie
Carbonsduregruppen enthalten, konnen sie selektiv Metall-
ionen binden und organische Molekiile, Medikamente sowie
Enzyme einschlieBen,'® oder sie konnen chemisch modifi-
ziert werden, um das Durchdringen von wéfrigen Losungen
zwischen den Mulden zu verhindern."” Somit bieten diese fiir
Zellen geeigneten Mulden die Moglichkeit neuer Plattformen
fiir chemische Sensoren und fiir Polymeroberflichen mit
maBgeschneiderten Eigenschaften’ fiir eine Vielzahl von
biomedizinischen Anwendungen. Uberdies konnte diese ein-
fache Strategie der Musterbildung zu komplexeren Struktu-
ren fithren wie vollstdndig organisiertem Gewebe, Nerven
und Blutgefif3e eingeschlossen.

Experimentelles

Methoxypoly(ethylenglycol)amin (MeO-PEGsyy-NH,) wird auf 3-PAA
durch Eintauchen des 3-PAA-Films in 10 mL wasserfreies DMF auf-
getragen, zu dem unter Riithren 200 uL. N-Methylmorpholin und 200 puL
Ethylchlorformiat gegeben wurden. Nach 10 min wurde das Substrat
entfernt, mit Ethylacetat gespiilt, mit N, getrocknet und dann 1 h in eine
Losung von MeO-PEGs,-NH, in DMF/CH,Cl, (9/1) (0.1 g MeO-PEGy,-
NH, in 9 mL DMF und 1 mL CH,Cl,) getaucht. Das Substrat wurde dann
10 min in eine 0.Im Losung von HCI in Ethanol getaucht, um freie
Carboxylatgruppen zu protonieren und Salze zu entfernen, anschlieSend
1 hin CH,Cl, getaucht, 10 min in CH,Cl, mit Ultraschall behandelt, danach
mit EtOH gewaschen, um physisorbierte Materialien von der Oberfliche
zu entfernen, und schlieBlich im N,-Strom getrocknet.

Durch 2h Bestrahlen der Substrate mit 245-nm-UV-Licht wurden die
Polymeroberflachen sterilisiert. SV-40-transformierte peritoneale 1C-21-
Mausmakrophagen wurden in RPMI-1640-Medium mit fotalem Rinderse-
rum und einer antibiotischen/antimykotischen Losung bei 37 °C kultiviert.
Fiir alle Experimente wurden diinne Trégerfilme mit Zellen in einer Dichte
von 1.0 x 10° Zellen pro mL beschichtet, mit Ausnahme der 3-PAA-
strukturierten Filme (1.0 x 10* Zellen pro mL). Nach 24 h Inkubation bei
37°C in einem 5%-CO,-Inkubator wurden die auf dem Substrat gebunde-
nen Zellen 24 h in 10proz. Formaldehydlosung aufbewahrt. Dann wurden
sie durch mehrmaliges Waschen mit Ethanol dehydratisiert, mit Hexame-
thyldisilazan umgesetzt und durch optische Mikroskopie abgebildet.

Eingegangen am 19. November 1998 [Z12685]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 1592 -1595

Stichworter: Biosensoren - Immobilisierung - Nanostruktu-
ren - Polymere
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Faltbliitter und Schleifen von f-Peptiden mit
proteinogenen Seitenketten

Dieter Seebach,* Stefan Abele, Karl Gademann und
Bernhard Jaun

Die Eigenschaften von Peptiden und Proteinen héngen von
deren dreidimensionaler Struktur ab, die von der Reihenfolge
der Aminosduren, der Primérstruktur, bestimmt wird. Bil-
dungsmechanismen und Stabilitdtsparameter fiir die Sekun-
darstrukturen von Proteinen, zu denen wir auler der Helix,
dem Faltblatt und der Schleife wohl auch die ungeordnete
(random-coiled) Region zéhlen sollten, sind noch nicht vollig
aufgeklirt.l Dagegen bilden -Peptide (Oligomere von f-
Aminosduren?) vorhersagbare,Pl ja vorausberechenbarel
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Sekundérstrukturen, auch wenn ihr Riickgrat nicht durch
Einbau cyclischer Bausteine konformativ fixiert ist. So liegen
pB-Peptide mit proteinogenen Seitenketten aus mehr als fiinf
homochiralen >~ oder f8*- oder aus like-konfigurierten f%3-
Aminosdurenl in Methanol als 3,,-Helix vor, in der alle
Seitenketten laterale Positionen einnehmen;? fiir Ketten mit
(R)-?/(S)-(*- oder unlike-f*3-Sequenzen konnte man an-
dererseits eine gestreckte Anordnung und damit die Bildung
von Faltblittern voraussagen (Abbildung 1a); in Sequenzen
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Abbildung 1. a) Modell einer gestreckten -Peptidkette. Bei f-Aminosidu-
resequenzen mit R! bis R®# H, R7=H (unlike-*3, Typ I) oder, z.B., R}, R4,
R3+#H, R?, R3, R R7=H ((S)-°*/(R)-f*-, Typ 1I) kann ein -Peptid nicht
die 3,,-helicale Sekundarstruktur annehmen; die lineare Anordnung sollte
erzwungen werden.l> 3¢ Geminale Disubstitution, z.B. R’ und R7#H,
verhindert sowohl Bildung der Helix als auch Aggregation zum Faltblatt
(siche 14gliedrige H-Briickenringe in Abbildung2 und Diskussion in
Lit.[3]). b, ¢) Zehngliedrige H-Briickenringe, wie sie in der >-*-Sequenz
der 12/10/12-Helix> 7! oder bei geminal disubstituierten 3-Peptiden vor-
kommen.!*!

mit den (S)-$%p*- oder mit geminal disubstituierten (>3-
Bausteinen haben wir die Bildung von zehngliedrigen
H-Briicken-Ringen beobachtet (Abbildung 1b,c). Aufgrund
dieser Uberlegungen und Informationen haben wir auf der
Suche nach parallelen und antiparallelen Faltbliattern und
nach Schleifen mit den von uns schon frither ausfiihrlich
beschriebenen Methoden® ! die unlike-f>3-Aminosiduren
enthaltenden S-Peptide 1 (in Losung) und 2 (auf der Fest-
phase) hergestellt, deren Strukturen wir hier beschreiben.
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