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Mit Poly(ethylenglycol) (PEG) oder Oligo(ethylenglycol)
beschichtete Oberflichen sind meist die Materialien der
Wahl, wenn man eine Bioadhision vermeiden mochte.l'! Zum
Beispiel beschreiben zahlreiche Veroffentlichungen die Pro-
tein abstoBenden Eigenschaften PEG-modifizierter Substra-
te.”) Der abweisende Effekt ist im Wesentlichen auf die ste-
rische Abstoung zwischen dem neutralen, hydratisierten
PEG und Proteinen zuriickzufiihren.’! Da Zelladhision im
Allgemeinen durch Proteinadsorption initiiert wird, sind
solche PEG-modifizierten Oberflichen auch zellabweisend.!
Daher wurden PEG-beschichtete Materialien ausgiebig hin-
sichtlich ihrer Eignung fiir Bioanwendungen (z.B. blutkom-
patible Materialien oder Implantate und Trager fiir den
Wirkstoff- und Gentransport) untersucht.
PEG-Oberfliachen, die biologische Spezies abweisen
konnen, sind zwar duBerst niitzlich, allerdings handelt es sich
bei ihnen um passive Materialien; einige aktuelle Entwick-
lungen in den Biowissenschaften und der Biotechnologie er-
fordern jedoch ,intelligente” Oberfldchen mit ausgefeilteren
Eigenschaften. Beispielsweise sind schaltbare Oberfldchen,
die die Moglichkeit reversibler biologischer Wechselwirkun-
gen bieten, von gro3er Bedeutung fiir die Trennung biologi-
scher Spezies, die Kontrolle biologischer Aktivitit, biologi-
sche Nachweisverfahren, Biosensoren oder die Zellmanipu-
lation. Solche ,,intelligenten“ Oberflachen konnen z. B. mit-
hilfe stimuliresponsiver Polymere hergestellt werden.”! So

[*] Prof. Dr. A. Laschewsky

Universitit Potsdam

Karl-Liebknecht-StraRRe 24-25, Potsdam 14476 (Deutschland)
Fax: (4+49)331-977-5036

E-Mail: andre.laschewsky@rz.uni-potsdam.de

K. Uhlig, Dr. A. Lankenau, Dr. C. Duschl

Fraunhofer-Institut fiir Biomedizinische Technik

Am Miihlenberg 13, Potsdam 14476 (Deutschland)

Fax: (+49)331-58187-399

E-Mail: claus.duschl@ibmt.fraunhofer.de

Dr. E. Wischerhoff, Dr. J.-F. Lutz

Fraunhofer-Institut fir Angewandte Polymerforschung
GeiselbergstraRle 69, Potsdam 14476 (Deutschland)

Fax: (+49)331-568-3000

E-Mail: lutz@iap.thg.de

Homepage: http://www.bioactive-surfaces.com

Dr. H. G. Bérner

Max Planck-Institut fiir Kolloid- und Grenzflachenforschung
Am Miihlenberg 1, Potsdam 14476 (Deutschland)

Diese Arbeit wurde finanziell unterstiitzt von der Fraunhofer-Ge-
sellschaft und der Max-Planck-Gesellschaft (Exzellenznetzwerk
,Synthetische bioaktive Oberflichen*).

@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.200801202 zu finden.

[:‘: £

Angew. Chem. 2008, 120, 5749 —5752

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

sind das thermoresponsive Poly(N-isopropylacrylamid)
(PNIPAM) und verwandte Polyacrylamide ausgiebig im
Hinblick auf die Herstellung bioaktiver schaltbarer Oberfla-
chen untersucht worden.!) PNTPAM weist eine untere kriti-
sche Losungstemperatur (LCST) von 32°C auf und ist derzeit
die am besten untersuchte Substanz, die ihre Oberflachenei-
genschaften beim Wechsel von Raumtemperatur zu physio-
logischer Temperatur dndert. PNIPAM ist allerdings nicht
bioinert: Es enthilt in jeder Wiederholungseinheit sekundére
Amidfunktionen, die kooperative H-Briicken mit anderen
amidhaltigen Polymeren, besonders mit Proteinen, bilden
konnen.! Daher ist die Entwicklung effizienter schaltbarer
Oberfldchen auf Basis anderer chemischer Strukturen von
grolem Interesse. Oberfldachen, die die Schalteigenschaften
von PNIPAM mit der Fahigkeit von hydratisiertem PEG zur
Verhinderung unspezifischer Adsorption verbinden, sind
vielversprechend fiir eine Reihe von Anwendungen in den
Biowissenschaften.

Wie von uns und anderen Arbeitsgruppen aufgezeigt,
bilden aus kurzkettigen Oligo(ethylenglycol)methacrylaten
aufgebaute Makromolekiile eine interessante neue Klasse
thermoresponsiver Polymere.’! So zeigen statistische Copo-
lymere Poly(OEGMA-co-MEO,MA) aus 2-(2-Methoxyeth-
oxy)ethylmethacrylat (MEO,MA) und Oligo(ethylengly-
col)methacrylat (OEGMA) untere kritische Losungstempe-
raturen, wobei die Ubergangstemperatur iiber die Comono-
merzusammensetzung prizise einstellbar ist. Copolymere mit
5, 8 und 10% OEGMA-Anteil haben Triilbungspunkte von
32, 37 bzw. 39°C in reinem Wasser.”) AuBerdem hat sich ge-
zeigt, dass die Phaseniiberginge reversibel sind und die
Ubergangstemperaturen nur wenig von Parametern wie
Kettenldnge, Polydispersitét, Polymerkonzentration oder Io-
nenstdrke beeinflusst werden. Daher sind Copolymere aus
MEO,MA und OEGMA interessante Kandidaten fiir ther-
moresponsive Materialien, insbesondere fiir biomedizinische
Beschichtungen.

Polymerbeschichtungen aus Oligo(ethylenglycol)meth-
acrylaten lassen sich auf ebenen Oberfldchen einfach her-
stellen, und zwar entweder durch oberflidcheninitiierte radi-
kalische Atomtransferpolymerisation (ATRP) oder durch
Adsorption definierter Polymere mit Ankergruppen.!”! Po-
lymerbiirsten aus lidngerkettigen PEG-Methacrylaten (fiinf
Ethylenoxideinheiten oder mehr) verhalten sich wie biore-
pulsive PEG-Beschichtungen,'!! was jedoch nicht unbedingt
fiir die kurzkettigen Varianten gilt. Jonas et al. berichteten
z.B. kiirzlich, dass Poly(OEGMA-co-MEO,MA )-Biirsten,
die durch oberfldcheninitiierte Polymerisation hergestellt
wurden, LCST-Werte zeigen, die denen der Copolymere in
wiissriger Losung entsprechen.'?! Die partielle Dehydrierung
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und die Konformationsidnderung dieser oberflichengebun-
denen Polymerbiirsten oberhalb der LCST konnen von
praktischem Interesse fiir die Steuerung von Bioadhésion
sein.['¥]

Wir haben in der hier vorgestellten Arbeit untersucht, ob
sich mit Poly(OEGMA-co-MEO,MA) modifizierte Gold-
oberflichen fiir die Steuerung der Zelladhidsion eignen.
Dabei ist es wichtig, die Temperaturschwankungen gering zu
halten, da die Sdugerzellen sonst Schaden nehmen konnten.
Idealerweise soll die Oberflidche bei physiologischer Tempe-
ratur Zelladhédsion ermoglichen und bei Raumtemperatur
zellabstoBend wirken. Um dies zu erreichen, haben wir ein
Copolymer mit 10 % OEGMA-Einheiten ausgewihlt. Dieses
Copolymer zeigt eine LCST von 39°C in reinem Wasser, in
PBS-Puffer sinkt die Ubergangstemperatur durch einen
schwachen Aussalzeffekt auf 35°C (Abbildung 1 a), womit sie
fiir den vorgegebenen Zweck ideal ist.
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Abbildung 1. a) Triibbungsmessung fiir eine Lésung von Poly(OEGMA-
co-MEO,MA) (2; 3 mgmL~) in PBS-Puffer (siehe Hintergrundinforma-
tionen). Das Polymer wurde durch ATRP unter Verwendung von Initia-
tor 1 hergestellt. ——: Heizkurve, e++2+ : Kiihlkurve. b) Funktionalisie-
rung einer Goldoberfliche mit Poly(OEGMA-co-MEO,MA) (2) nach
Strategie A, verfolgt mit SPR. 6: Resonanzwinkel, RI = Brechungsindex.

Um das Potenzial dieser thermoresponsiven Copolymere
zu untersuchen, wurden drei Strategien zur Oberflachenmo-
difizierung eingesetzt: Nach Strategie A wurde definiertes
Poly(OEGMA-co-MEO,MA) durch ATRP in Lésung unter
Verwendung des Disulfid-Initiators 1 (Schema 1) hergestellt
und zur Adsorption auf Goldoberflichen verwendet (,,Graf-
ting Onto“). Nach Strategie B wurde 1 zuerst auf einer
Goldoberflache adsorbiert, die anschlieBend zur Initiierung
einer Atomtransferpolymerisation von OEGMA und
MEO,MA in Ethanol/H,O-Mischungen verwendet wurde
(,,Grafting From“). Nach Strategie C wurde die Goldober-
fliche zuerst mit einem Polyelektrolytmultischichtaufbau
versehen, der nachfolgend mit dem anionischen ATRP-Ma-
kroinitiator 3 funktionalisiert wurde (,,Grafting From* mit
Makroinitiator).'¥ Diese Oberfliche wurde anschlieBend mit
Poly(OEGMA-co-MEO,MA)-Biirsten modifiziert, entweder
mithilfe von Standard-ATRP oder unter AGET-Bedingun-
gen.[1%]

Alle Oberflichenmodifizierungsstrategien fiihrten zu
Poly(OEGMA-co-MEO,MA )-Beschichtungen auf Gold.
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Schema 1. Disulfid-Initiator 1 und thermoresponsive Copolymere Po-
ly(OEGMA-co-MEO,MA) (2), die fiir die Beschichtungen verwendet

wurden.
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Beispielsweise wurde die Adsorption von Polymer 2 auf Gold
(Strategie A) in Echtzeit mithilfe von Oberflichenplasmo-
nenresonanz (SPR) verfolgt (Abbildung 1b). Die Kontakt-
winkel der Goldoberfldchen mit Wasser édnderten sich von 70°
fiir die unmodifizierte Goldoberfliache auf 50° fiir Oberfla-
chen mit Polymerbeschichtung (Messung bei 25°C). Diese
Werte stimmen gut mit Literaturdaten iiberein.'” Bei 37°C
waren die Kontaktwinkelwerte um etwa 5° hoher, was auf
eine Anderung der Oberflicheneigenschaften hindeutet. Die
nach den Strategien B und C beschichteten Oberfldchen
wurden mit SPR, Rontgenphotoemissionsspektroskopie und
Ellipsometrie charakterisiert (Abbildungen S1 und S2 in den
Hintergrundinformationen). Sowohl Standard- als auch
AGET-ATRP ermoglichten eine effiziente Oberflachenmo-
difizierung mit Polymerbiirsten.

Die drei verschiedenen Poly(OEGMA-co-MEO,MA)-
beschichteten Goldoberflichen wurden fiir die Kultur von
L929-Mausfibroblasten bei 37°C verwendet. Die Fibroblas-
ten breiteten sich auf allen Oberfldchen aus und hafteten fest
daran (Abbildung2a), was zeigt, dass Poly(OEGMA-co-
MEO,MA)-beschichtete Oberflichen bei physiologischer
Temperatur die Bioadhésion fordern. Die maximale Adhési-
on wurde typischerweise 40 h nach Beginn der Kultivierung
erreicht (Abbildung S3 in den Hintergrundinformationen).
Fine idhnliche Adsorptionskinetik findet man auch auf
PNIPAM-modifizierten Oberflichen.!"!

Wurde die Temperatur der Kultur auf 25°C abgesenkt,
fand innerhalb von etwa 30 min eine Zellabrundung statt
(Abbildung 2b). Diese ermoglichte ein Ablosen und Ein-
sammeln der Zellen durch vorsichtiges Spiilen bei Raum-
temperatur. Auf unbehandelten Goldoberfldchen trat dieser
Effekt bei Abkiihlung auf 25°C nicht ein. Demnach kénnen
Poly(OEGMA-co-MEO,MA )-beschichtete Goldoberflichen
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Abbildung 2. Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von L929-
Mausfibroblasten auf Poly(OEGMA-co-MEO,MA)-beschichteten Gold-
oberflichen a) nach 44 h Inkubation bei 37°C, b) 30 min nach Abkiih-
len der Probe auf 25°C. Die hier gezeigte Oberfliche wurde nach Stra-
tegie C modifiziert. Mafstab: 100 um. Die Zeichnungen im oberen Teil
veranschaulichen den Zustand der Polymerbeschichtung bei 37 (a)
und 25°C (b).

zwischen einem die Zellausbreitung fordernden und einem
zellabweisenden Zustand, der dem Verhalten von konven-
tionellem PEG entspricht, geschaltet werden. Bemerkens-
werterweise ist ein mehrfaches Schalten der Zellen zwischen
den Zustinden moglich (Daten nicht gezeigt).

Thermoresponsive Oligo(ethylenglycol)-basierte Ober-
flaichen ermoglichen eine effiziente Steuerung der Zelladhi-
sion in einem gut zuginglichen und unter biologischen Ge-
sichtpunkten geeigneten Temperaturbereich (25-37°C).
Diese neuartigen Substrate vereinen einige Eigenschaften
von PNIPAM (Schaltbarkeit) und PEG (Vermeidung von
Bioadsorption bei Raumtemperatur). Unsere Erkenntnisse
ebnen den Weg fiir die Entwicklung fortgeschrittener Ober-
flachen fiir die Zellkulturtechnik, die Trennung biologischer
Spezies und diagnostische Anwendungen.
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