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1. Einf�hrung

1.1. Native Zell-Nanotopographie-Wechselwirkungen

Proteine der extrazellul�ren Matrix (ECM) weisen im
Nanometerbereich ausgepr�gte Strukturen auf, die wahr-
scheinlich zur Signal�bertragung zwischen Zelle und Matrix
beitragen. Die Basalmembranen vieler Gewebe verf�gen
ebenfalls �ber Nanotopographien, die direkt mit benachbar-
ten Zellen in Kontakt stehen.[1, 2] Nanotopographische
Strukturen finden sich auch bei einzelnen Molek�len der
ECM, etwa in den etwa 300 nm langen und 1.5 nm dicken
Kollagenmolek�len.[3] Diese k�nnen Fibrillen bilden, die

zehn Mikrometer und l�nger sind und
Durchmesser zwischen 260 und
410 nm haben.[4]

Zellen stehen mit nativen topo-
graphischen Strukturen auf vielerlei
Art in Verbindung, oft �ber ein Ph�-
nomen, das Kontaktf�hrung (contact
guidance) genannt wird. Diese Kon-

taktf�hrung ist ein herausragendes Beispiel f�r einen nat�r-
lichen Mechanismus, bei dem Zellen auf Strukturen im Mi-
krometer- oder Submikrometerbereich reagieren. Sie ist we-
sentlich an der Regulierung der Zellwanderung beteiligt, die
durch organisierte ECM-Proteine moduliert wird.[5] Diese
Zellwanderung kann auch von umgebenden Zellen beein-
flusst werden, wie dies bei der Fibroblastenwanderung in vi-
vo[6] und bei der koordinierten Wanderung von Epithelzellen
auf einem Kollagensubstrat in vitro geschieht.[7] Die T-Zell-
Wanderung h�ngt ebenfalls weitgehend von der Wechselwir-
kung der Zellen mit nativen ECM-Proteinen ab.[8] Die Kon-
taktf�hrung kann auch eine wichtige Rolle bei der Wande-
rung von einzelnen Zellen, Zellgruppen oder Geweben
spielen.[9] Die Migration von Nematocyten in S�ßwasserpo-
lypen wird durch eine Fasermatte gelenkt, die durch Vor-
g�nge an den epithelialen Muskeln gebildet wird;[10] hierbei
kann kein chemotaktischer Gradient nachgewiesen werden.
Die Kontaktf�hrung ist auch f�r die effiziente Bildung von
Organellen wichtig, so bei der F�hrung von Axonen und der
Beweglichkeit von Wachstumskegeln.[11]

Die Wechselwirkung von S�ugerzellen mit der nanoskaligen Topo-
graphie einer Unterlage hat sich als wichtiges Signalelement zur
Steuerung der Zellfunktion herausgestellt. Nat�rliche nanotopogra-
phische Strukturen in der extrazellul�ren Matrix pr�sentieren den
umgebenden Zellen mechanotransduktive Signale, die die lokale
Migration, die Zellpolarisation und andere Funktionen beeinflussen.
Auch eine synthetische Nanotopographie kann sich auf Zellmorpho-
logie, Ausrichtung, Adh�sion, Migration, Proliferation und Organi-
sation des Cytoskeletts auswirken. Im Folgenden stellen wir dar, wie
sich der Kontakt zwischen Zellen und Substraten mit synthetischer
Nanotopographie nutzen l�sst, um komplexe zellul�re Prozesse wie
Stammzelldifferenzierung und Gewebeorganisation in vitro zu steu-
ern. Weitere Herausforderungen an der Schnittstelle zwischen Zelle
und nanotopographischen Oberfl�chen werden diskutiert, darunter
die Aufkl�rung von Mechanismen und Anwendungen im Tissue-En-
gineering.
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1.2. Zellantworten auf die Nanotopographie synthetischer
Substrate

Mit fortgeschrittenen Mikro- und Nanofabrikationsver-
fahren ist die Herstellung von Substraten m�glich, die die
Struktur und die Gr�ßenbereiche nativer Topographien auf
zweidimensionalen Unterlagen wiedergeben. Zellen reagie-
ren auf diese zweidimensionalen Substrate mit topographi-
schen Strukturen mit unterschiedlichsten Antworten, die von
Faktoren wie Zelltyp, Gr�ße und geometrische Eigenschaften
der Unterlage[12] sowie den physikalischen Eigenschaften und
der Steifigkeit des Substratmaterials abh�ngen.[13] In diesem
Kurzaufsatz legen wir besonderes Augenmerk auf die Effekte
synthetischer Substrate mit Fernordnung im Gr�ßenbereich
zwischen 10 nm und 3 mm. Obwohl dies Abmessungen im
Mikro- und Nanometerbereich umfasst, sprechen wir hier der
Einfachheit halber nur von Nanotopographie. Dieses Aus-
wahlkriterium schließt viele Ans�tze aus, die Systeme ohne
Fernordnung untersuchen, darunter Nanofasern,[14] elektro-
chemisch gesponnene Fasermatten und Substrate mit Rauig-
keit auf der Nanometerebene.[15–17]

Drei grundlegende Nanotopographien werden im Fol-
genden diskutiert: parallele Nanorillen (nanogratings) sowie
Nanoarrays mit Erhebungen (nanopost arrays) und mit Ver-
tiefungen (nanopit arrays; Abbildung 1). Die Nanotopogra-
phie beeinflusst die grundlegenden Funktionen fast aller
S�ugerzellen (Tabellen 1 und 2). Die Wechselwirkung zwi-
schen den Zellen und der Nanotopographie kann verschie-
dene Effekte in einem Zelltyp ausl�sen, abh�ngig von der
Kombination aus Nanotopographie und physikochemischen
Eigenschaften des Substrats. Diese Wechselwirkung kann sich
auch mit dem Zelltyp, der Gr�ße des Strukturelements und
seiner Form �ndern. Unabh�ngig davon lassen sich aber ei-
nige allgemeine Tendenzen aus der schnell zunehmenden
Literatur exzerpieren.

1.2.1. Morphologie

Der wahrscheinlich auff�lligste Effekt der Nanotopogra-
phie ist der Einfluss auf die Zellform. Viele Zellen reagieren
typischerweise auf Nanorillen, indem sie sich entlang der
Achse ausrichten und strecken (Tabelle 1). Diese Antwort
wurde bei verschiedenen Zelltypen beobachtet, darunter Fi-
broblasten, Endothelzellen, Stammzellen, glatte Muskelzel-
len, Epithelzellen (Abbildung 2) und Schwann-Zellen.[44]

Auch Neuriten, die von Neuroblastomzellen (PC12) ausge-
hen, die auf Nanorillen in Gegenwart von Nervenwachs-
tumsfaktor (NGF) kultiviert wurden, reagierten mit ver-
st�rkter Ausrichtung und Streckung. Diese morphologische
Reaktion sieht man bereits bei Zellen, die auf Substraten mit
Elementen von nur 100 nm Gr�ße und 75 nm Tiefe wach-
sen.[45] Ausgepr�gter wurden die Reaktionen bei verringertem
Abstand und gr�ßerer Tiefe, wobei letztere meist den st�r-
keren Effekt hervorrief. In anderen Versuchsreihen wurde
gezeigt, dass bestimmte Nanorillen-Gr�ßen eine Ausrichtung
von Zellen parallel oder senkrecht zum Gitter induzierten.[46]
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Abbildung 1. Schematische Darstellung (a) und Rasterelektronenmi-
kroskop-Aufnahmen (b) nanotopographischer Muster: parallele Nano-
rillen (458 gedreht, Maßstab 5 mm), Nanoarray mit Erhebungen (158
gedreht, Maßstab 5 mm) und Nanoarray mit Vertiefungen (nicht ge-
dreht, Maßstab 1 mm). Die Schemazeichnungen sind nicht maßstabs-
getreu.
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Tabelle 1: Allgemeine Zellantworten auf eine Nanogitter-Topographie.[a]

Zelltyp[b] Gr�ße der
Strukturen

Substrat-
material[c]

Verl�ngerung,
Ausrichtung

Zellfl�che Anhaftung,
Adh�sion

Prolife-
ration

Gerichtete
Wanderung

Andere Lit.

hEndothelzellen 600 nm PDMS ++ �� �� ++ organisiert in vielzellige
Strukturen

[18]

bEndothelzellen 2 mm PGS ++ [19]
r Endothelzellen 750 nm–

10 mm
Ti + [20]

hembryonale
Stammzellen

600 nm PDMS ++ �� �� Cytoskelett-st�rende Reagentien
rufen eine Reaktion hervor

[21]

hmesenchymale
Stammzellen

350 nm–
10 mm

PDMS ++ �� �� Differenzierung in neuronale
Zellen

[22]

r C6-Gliomzellen 266 nm PS ++ ++ [23]
hEKCs (HEK-
293)

200–430 PS ++ + + [24]

bglatte Muskel-
zellen

350 nm PDMS,
PMMA

++ �� polarisiertes MTOC[d] [25]

hFibroblasten 50–
600 nm

Si ++ � � [26]

hFibroblasten 3–5 mm Ti ++ 0 Anstieg der Fibronectin-mRNA,
Einbau

[27]

hHornhaut-ECs 70–
2100 nm

Si ++ �� + + gerichtete Ausdehnung der
Lamellipodien

[28,29]

hHornhaut-ECs 2–20 mm PS ++ �� ++ [30]
hHornhaut-ECs 1–4 mm Quarz ++ Untersuchung einer Kombination

aus Topographie, elektrischem
Feld und l�slichen Faktoren

[31]

r PC12 70–
1900 nm

Si ++ kooperative Neuritenstreckung [32]

[a] Kein Eintrag: Daten nicht verf�gbar; + + : Zunahme unter allen Bedingungen; + : Zunahme unter den meisten Bedingungen; 0: keine nach-
weisbare Ver�nderung; � : Abnahme unter den meisten Bedingungen; �� : Abnahme unter allen Bedingungen. [b] h: Mensch; b: Rind; r: Ratte.
[c] PDMS= Poly(dimethylsiloxan), PS= Polystyrol, PGS= Poly(glycerinsebacat), PMMA = Poly(methylmethacrylat). [d] MTOC= Mikrotubuli-organi-
sierendes Zentrum.

Tabelle 2: Allgemeine Zellreaktionen auf eine Nanotopographie mit Erh�hungen und Vertiefungen.[a]

Zelltyp Gr�ße der Strukturen Substrat-
material[b]

Ausbreitung Anhaftung,
Adh�sion

Proliferation Andere Lit.

hOsteoblasten 300 nm (Vertiefung) PC �� verringerte Fl�che der
Adh�sionskomplexe

[33]

r Cardiomyocyten 150 nm PEG + + [34]
mP19EC-Stamm-
zellen

300–500 nm PEG + + [35]

hmesenchymale
Stammzellen

300 nm (Vertiefung) PMMA osteogene Differenzierung [36]

hKnochenmarks-
zellen

300 nm (Vertiefung) PC �� konstante Bildung von
Filopodien

[37]

hFibroblasten 400–700 nm (Erh�hung) PLA + + ��
hFibroblasten 50–600 (Erh�hung) Si � 0 [26]
hFibroblasten 80 nm (Vertiefung) Si �� Genarray-Analyse [38]
hFibroblasten 35–120 nm (Vertiefung) PCL � mehr Filopodien [39]
hFibroblasten 35–120 nm (Vertiefung) PCL,

PMMA
�� gerichtete Orientierung [40]

mFibroblasten 750–1500 nm (Erh�hung) PDMS mit
Fibronectin

0 konstante Zugkr�fte �ber
das gesamte Muster

[41]

r Fibroblasten 60–150 nm (Vertiefung,
Erh�hung)

PCL � verst�rkte Adh�sion an
zuf�llige Erh�hungen

[42]

HeLA 160–1000 nm (Erh�hung) PS �� 0 [43]

[a] Kein Eintrag: Daten nicht verf�gbar; + + : Zunahme unter allen Bedingungen; + : Zunahme unter den meisten Bedingungen; 0: keine nach-
weisbare Ver�nderung; � : Abnahme unter den meisten Bedingungen; �� : Abnahme unter allen Bedingungen. [b] PC = Polycarbonat, PEG = Po-
ly(ethylenglycol), PLA= Poly(l-lactat), PCL= Poly(e-caprolacton).
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Verschiedene Zelltypen, darunter humane Leukocyten, Ke-
ratinocyten und Monocyten, reagieren nicht auf Nanoril-
len.[47] Sogar vielfach beobachtete morphologische Effekte
der Zell-Nanotopographie-Wechselwirkung sind nicht gene-
rell bei allen Zelltypen nachweisbar.

Substrate mit Erhebungen und Vertiefungen �ben subti-
lere Effekte auf die Zellmorphologie aus. In vielen Versuchen
war eine verringerte Ausbreitung auf solchen Unterlagen
sichtbar, allerdings ist der Gesamteffekt dieser Strukturen auf
die Auflagefl�che der Zellen unklar (Tabelle 2). In anderen
Untersuchungen ließen sich eine gesteigerte[39] oder kon-
stante Filopodienbildung[37] und eine verminderte Bildung
von Adh�sionskomplexen nachweisen.[33]

1.2.2. Anhaftung und Adh�sion

Liegt die Gr�ßenordnung einer synthetischen Nanoto-
pographie im Bereich von Proteinen der extrazellul�ren
Matrix,[2] z.B. Kollagen,[48] so kann sie wahrscheinlich die
Anhaftung und Adh�sion von S�ugerzellen verst�rken. Na-
norillen scheinen allgemein die Adh�sion von Zellen auf
verschiedenen Materialien zu verst�rken, w�hrend Erhe-
bungen und Vertiefungen die anf�ngliche Zellanhaftung eher
erschweren (Tabelle 1 und 2). In weiteren Experimenten
muss noch gekl�rt werden, worauf die Abh�ngigkeit der
Adh�sionsst�rke von Gr�ße und geometrischen Charakte-
ristika der Oberfl�chenstrukturen beruhen k�nnte.

1.2.3. Proliferation

Die Nanotopographie hat auch einen Einfluss auf die
Proliferationsprofile verschiedener Zelltypen. Im Allgemei-
nen teilen sich Zellen auf Nanorillen langsamer als auf ebe-
nen Substraten (Tabelle 1). Der Effekt von Erhebungen oder
Vertiefungen des Substrats auf die Proliferation ist vielf�lti-
ger: manche Kombinationen von Form und Gr�ße der
Strukturen, Substratmaterial und Zelltyp beg�nstigen eine
schnellere Proliferation, w�hrend andere die Teilung ver-
langsamen (Tabelle 2). Es zeichnen sich keine offensichtli-
chen Trends ab, nach denen sich der Einfluss von Erhebungen
oder Vertiefungen auf die Teilungsgeschwindigkeit vorher-
sagen l�sst. Außerdem gibt es bislang keine allgemein ak-
zeptierten Hypothesen bez�glich der Mechanismen, nach
denen die Nanotopographie auf die Zellteilung einwirkt.

1.2.4. Zellwanderung

Der Einfluss der Nanotopographie auf die Zellwanderung
l�sst sich �blicherweise an Zellen beobachten, die auf Na-
norillen kultiviert werden. Viele Zelltypen zeigen eine ge-
richtete Wanderung entlang der Rillenachse und insgesamt
eine gesteigerte Wanderungsgeschwindigkeit. Zu den Zellen
mit einem solchen Verhalten geh�ren Endothel-[18] und Epi-
thelzellen,[30, 31, 49] Osteoblasten[50] und C6-Gliomzellen[23]

(Tabelle 1). Durch die Nanotopographie lassen sich auch
Markierungen f�r eine gerichtete Wanderung vorgeben, wie
Yim et. al. zeigen konnten:[25] Die Mikrotubuli-Organisati-
onszentren (MTOCs) waren als unmittelbare Folge der Na-
norillen polarisiert. Diese Polarisierung der MTOCs ersetzte
die gerichteten Wanderungssignale bei der Wundheilung.[25]

Die schnellere Wanderung geht typischerweise mit einer
Streckung und Ausrichtung des Zellk�rpers entlang der Na-
norillenachse einher.[18, 23, 50]

�ber die Zellwanderung auf Nanoarrays mit Vertiefun-
gen oder Erhebungen liegen viel weniger Untersuchungen
vor als �ber die Zellwanderung auf Nanorillen. Eine Studie
von Tzvetkova-Chevolleau et al. befasst sich mit der Wan-
derung von normalen (3T3) und b�sartigen (SaI/N) Maus-
fibroblasten auf Poly(dimethylsiloxan)-Substraten (PDMS)
mit Nanorillen und Nanoarrays mit Erhebungen.[51] Auf Na-
norillen wandern 3T3- und SaI/N-Zellen entlang der Gitter-
achse. Nanoarrays mit Erhebungen in rechtwinkliger An-
ordnung beeinflussen die Wanderungsrichtung von 3T3-Zel-
len, nicht aber von SaI/N-Zellen. Es gab zwar keinen er-
kennbaren Einfluss der Nanotopographie auf die Wande-
rungsgeschwindigkeit der 3T3-Zellen, wohl aber f�r die SaI/
N-Zellen. SaI/N-Zellen, die auf Substraten mit Erhebungen
kultiviert wurden, wiesen einen breiten Bereich von Wande-
rungsgeschwindigkeiten auf. Ein großer Prozentsatz der
Zellen erreichte dabei hohe Geschwindigkeiten. Weitere
Untersuchungen sind erforderlich, um den Einfluss von Na-
noarrays mit Erhebungen und Vertiefungen auf das Migrati-
onsprofil aufzukl�ren.

Abbildung 2. Epithelzellen reagieren auf Nanorillen mit einer Ausrich-
tung und Streckung entlang der Rillenachse, wie man auf Fluoreszenz-
(unten) und Rasterelektronenmikroskop-Photographien (oben) er-
kennt. Andere Zelltypen weisen �hnliche morphologische Antworten
auf, wenn sie auf Substraten mit Nanorillen kultiviert werden (Tabel-
le 1). Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung der Company of
Biologists.
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2. Zell-Nanotopographie-Wechselwirkungen zur
Steuerung komplexer Funktionen

2.1. Genotypische Ver�nderungen

Die Nanotopographie kann die Genexpressionsprofile
verschiedener Zelltypen ver�ndern. Diese genetischen Pro-
file wurden zuerst anhand einzelner Gene und anschließend
durch umfassende Genanalysen untersucht. Aus einer Studie
von Chou et al. l�sst sich ableiten, dass Menge und Stabilit�t
von mRNA in menschlichen Fibroblasten durch Nanorillen
beeinflusst werden.[27] Im Einzelnen exprimierten Fibroblas-
ten auf Titan-Nanorillen mehr Fibronectin-mRNA mit h�-
herer Stabilit�t. Außerdem induzierten Nanorillen einen
vermehrten Fibronectin-Einbau in die Zellmatrixproteine.
Mit Genarray-Verfahren konnten in neuerer Zeit die Effekte
der Nanotopographie auf die genomweite Expression in Fi-
broblasten[52] und mesenchymalen Stammzellen[22,36] unter-
sucht werden. Fibroblasten, die auf Vertiefungen kultiviert
werden, weisen umfangreiche Herunterregulierungen vieler
Gene auf, darunter solche, die mit der Einleitung der Apop-
tose, der DNA-Reparatur und der Transkriptionsregulierung
zusammenh�ngen. [38] Andere Gene sind unter diesen Be-
dingungen hochreguliert, darunter TGF-br2 und Gene, die an
der Regulierung der G-Protein-Kaskade beteiligt sind.

2.2. Differenzierung

Der Einfluss der Topographie auf grundlegende Zell-
funktionen und die Genexpression in vielen Zelltypen l�sst
erwarten, dass mithilfe der Nanotopographie eine gezielte
Zelldifferenzierung ausgel�st werden kann. Es gab bereits
sp�rbare Fortschritte, obwohl diese Anwendung der Nano-
topographie erst in j�ngster Zeit gezielt erforscht wurde. Yim
et al. haben gezeigt, dass humane mesenchymale Stammzel-
len (hMSC) auf Nanorillen bevorzugt zu neuronalen Zellen
differenziert werden k�nnen, wie sich anhand von Synapto-
physin, tuj1 und Nestin-Markern sowie der Hochregulierung
von MAP2 zeigen ließ.[22]

Die verst�rkte Differenzierung von hMSCs wurde auch
auf Nanoarrays mit Vertiefungen untersucht. Dalby et al.
kultivierten Knochenvorl�uferzellen und hMSC �ber lange
Zeit auf PMMA-Nanoarrays mit Vertiefungen in verschie-
denen Anordnungen.[36] Symmetrie und Anordnung der
Vertiefungen hatten einen signifikanten Einfluss auf die Ex-
pression von Osteopontin und Osteocalcin, zwei knochen-
spezifische ECM-Proteine, in beiden Zelltypen (Abbil-
dung 3). W�hrend hMSCs, die auf vollkommen regelm�ßigen
oder zuf�llig angeordneten Vertiefungen kultiviert wurden,
die genannten beiden Proteine nicht exprimierten, wurden
diese bei Kultur auf einem leicht unregelm�ßigen Substrat in

Abbildung 3. Gerichtete Differenzierung menschlicher mesenchymaler Stammzellen zu Osteoblasten auf Substraten mit Vertiefungen. Oben: Na-
noarrays mit Vertiefungen, die mithilfe von Elektronenstrahllithographie erzeugt wurden (Maßstab jeweils 1 mm). Die Vertiefungen haben einen
Durchmesser von 120 nm, sind 100 nm tief, und der absolute oder durchschnittliche Abstand zwischen den Mittelpunkten betr�gt 300 nm. Die
Vertiefungen sind regelm�ßig quadratisch (SQ), versetzt quadratisch (�20 nm vom tats�chlichen Mittelpunkt – DSQ20 – oder �50 nm vom
tats�chlichen Mittelpunkt entfernt – DSQ50) oder zuf�llig (RAND) angeordnet. a,b) Menschliche MSCs, kultiviert auf einem ebenen Kontrollsub-
strat; zu beachten sind die Form der Fibroblasten und das Fehlen von Osteopontin(OPN)- oder Osteocalcin(OCN)-positiven Zellen; c, d) hMSCs
auf dem SQ-Array; zu beachten sind die Form der Fibroblasten und das Fehlen von OPN- oder OCN-positiven Zellen; e, f) hMSCs auf dem
DSQ20-Array; hier tauchen OPN-positive Zellen auf; g,h) hMSCs auf dem DSQ50-Array; hier finden sich OPN- und OCN-positive Zellen und
Verkn�cherungspunkte (Pfeile); i, j) auf dem RAND-Array f�llt die Osteoblasten-Morphologie auf, es gibt keine OPN- oder OCN-positiven Zellen.
Die Aufnahmen (a)–(j) haben den gleichen Maßstab. k, l) Hellfeld-/Phasenkontrastaufnahmen zeigen, dass hMSC, auf dem Kontrollsubstrat (k)
kultiviert, nach 28 d die Morphologie von Fibroblasten hatten, w�hrend die hMSCs, die auf DSQ50-Arrays (l) kultiviert wurden, mineralisierte, reife
Verkn�cherungspunkte aufwiesen. Die Abbildungen (k) und (l) sind im gleichen Maßstab dargestellt. Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung
von Macmillan Publishers Ltd.[36]
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gr�ßeren Mengen gebildet. Auch die gesteigerte Bildung von
Verkn�cherungspunkten war bei hMSCs nur auf diesem
Untergrund eindeutig zu erkennen. Die hMSCs wurden au-
ßerdem auf drei Substraten kultiviert: 1) auf Nanoarrays mit
Vertiefungen, 2) auf ebenen Substraten in Gegenwart von
Dexamethason (DEX), einem l�slichen Faktor, der die
Knochenbildung induzieren kann, als Positivkontrolle und
3) auf ebenen Substraten ohne DEX als Negativkontrolle.
Auf Vertiefungen kultivierte hMSCs exprimierten viele
osteoblastenspezifische Gene in �hnlichem Umfang wie bei
Kultur auf einem ebenen Substrat in Gegenwart von DEX. In
hMSC-Kulturen auf Vertiefungen mit DEX waren einige
Gene im Vergleich zur Kultur mit DEX alleine spezifisch
hochreguliert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen verdeutlichen das
Potenzial der Nanotopographie f�r die Steuerung der Zell-
differenzierung. Außerdem deuten die gegens�tzlichen Be-
funde der Kulturversuche auf Nanorillen und geordneten und
ungeordneten Vertiefungen auf die M�glichkeit hin, eine se-
lektive Differenzierung einzig �ber die Nanotopographie des
Substrats zu steuern.

2.3. Vielzellige Strukturen

Durch Modulation der Zell-Nanotopographie-Wechsel-
wirkungen l�sst sich auch die Zell-Zell-Wechselwirkung so
beeinflussen, dass komplexe vielzellige Strukturen entstehen.
Ein Beispiel daf�r ist die Kultur von menschlichen endothe-
lialen Vorl�uferzellen (endothelial progenitor cells, EPCs)
auf PDMS-Nanogittern.[18] In dieser Untersuchung reagierten
EPCs auf Ver�nderungen der Substrattopologie mit verrin-
gerter Proliferation und verst�rkter Wanderung. Die Ex-
pression endothelialer Markerproteine war bei EPC-Kultu-
ren auf Nanorillen oder ebener Unterlage �hnlich. EPCs auf
Nanorillen bildeten jedoch innerhalb von 6 Tagen getrennte
B�nder, die etwa 100 mm breit und Hunderte von Mikrome-
tern lang waren (Abbildung 4). Diese Morphologie unter-
scheidet sich signifikant von den konfluenten Monoschichten,
die sich auf ebenen Substraten bilden. Die EPC-B�nder, die
auf Nanorillen gebildet wurden, ordneten sich in einem In-
vitro-Matrigeltest zu definierten Kapillarr�hren an. In den
konfluenten Schichten aus EPCs, die sich auf ebenen Sub-
straten bildeten, entstanden keine Kapillarr�hren.

F�r diese bevorzugte Strukturbildung von EPCs in Kultur
auf nanotopographisch modifizierten Oberfl�chen werden
verschiedene Gr�nde vermutet. Erstens beeinflussen Auf-
reihung, Streckung und gesteigerte Wanderungsgeschwin-
digkeit die Morphologie und die Zell-Zell-Wechselwirkung.
Der gerichtete Kontakt f�hrt zu Bandstrukturen als Vorstu-
fen f�r die Kapillarr�hren. Zweitens verhindert die verrin-
gerte Proliferation der EPCs auf Nanorillen die Bildung
konfluenter Monoschichten. Durch diese reduzierte Zell-
dichte k�nnte es zur Steigerung der Zellbeweglichkeit w�h-
rend der Induktion der Kapillarr�hrenbildung mit Matrigel
kommen. Unabh�ngig vom m�glichen Mechanismus belegt
diese Untersuchung das Potenzial der Nanotopographie in
Hinblick auf die kontrollierte Bildung vielzelliger Strukturen.

3. Synthetische nanotopographische Substrate f�r
das „Tissue-Engineering“

3.1. Herstellungsverfahren

Es gibt verschiedene Herstellungsmethoden f�r nanoto-
pographische Substrate mit weit- und kurzreichender Ord-
nung, die im Detail bereits an anderer Stelle beschrieben
wurden.[53] Der Effekt von Mustern und Symmetrie ist in
zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen worden.[36, 40,42]

Diese Befunde lassen vermuten, dass die Reaktion von Zellen
auf rauen Substraten mit Strukturelementen einer bestimm-
ten Gr�ße nicht mit derjenigen gleichgesetzt werden sollte,
die diese Zellen auf einer geordneten Nanotopographie ver-
gleichbarer Gr�ßenordnung aufweisen. Die Herstellung von
Substraten mit Fernordnung und Strukturelementen zahlrei-
cher Gr�ßen und Formen wurde mit verschiedenen Metho-
den verfolgt, z. B. mit Photo-, Elektronenstrahl- und Interfe-
renzlithographie. Diese Verfahren sind zwar zur Erzeugung
von Mustern geeignet, doch sie sind teuer und zeitaufw�ndig
und erfordern eine spezielle Ausr�stung. Bei alternativen
Ans�tzen wurde versucht, Polymersubstrate mit Strukturen in
einer Fernordnung herzustellen, darunter mit Diblockcopo-
lymeren[54] f�r Lamellen mit Nanorillen[55] und mit Nanok�-
gelchen-Lithographie[56] f�r Vertiefungen.[57] Leistungsf�hige

Abbildung 4. Substrate mit Nanorillen beg�nstigen organisierte vielzel-
lige Strukturen und verst�rken in vitro die Bildung von Kapillaren. Die
Proteinexpression der beiden endothelialen Markerproteine PECAM-1
(platelet/endothelial cell adhesion molecule-1) und VEcad (vascular
endothelial cadherin) war gleich, unabh�ngig davon, ob die Zellen auf
einem ebenen Substrat oder auf Nanorillen kultiviert wurden. W�hrend
Endothelzellen auf ebenen Substraten konfluente Monoschichten bil-
den, organisieren sie sich auf Nanorillen in vielzelligen B�ndern. Diese
aufgereihten B�nder bildeten in einem In-vitro-Matrigeltest (Matrigel
(+)) entsprechende Kapillarr�hren. Die Richtung der Rillen ist durch
weiße Pfeile markiert. Wiedergabe nach Lit. [18]
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Herstellungsverfahren und kompatible Materialien m�ssen
zusammenwirken, um Zell-Nanotopographie-Wechselwir-
kungen in optimierte Ger�ste f�r das „Tissue-Engineering“
zu integrieren. Es gibt mehrere Verfahren, um dreidimen-
sionalen Strukturen nanotopographische Eigenschaften zu
verleihen, darunter die Zweiphotonenpolymerisation[58,59]

oder das „Molek�l-Origami“.[60, 61] Die Integration nanoto-
pographischer Merkmale in ein dreidimensionales Ger�st
bleibt aber eine Herausforderung.

3.2. Zell-Nanotopographie-Wechselwirkungen

�ber die Zell-Nanotopographie-Wechselwirkung l�sst
sich die Stammzelldifferenzierung und die Bildung vielzelli-
ger Strukturen steuern; die Bedeutung dieser beiden Punkte
f�r das „Tissue-Engineering“ ist offensichtlich. Nanotopo-
graphien als Mittel, um grundlegende Zellfunktionen zu be-
einflussen, lassen sich auch zur Entwicklung entsprechender
Ger�ste nutzen. So kann man mithilfe von Nanorillen auf-
gereihte Zellpopulationen bilden, die f�r die Struktur und
Funktion glatter Muskelzellen und Endothelzellen wichtig
sind. Ger�ste f�r das „Tissue-Engineering“ von Gef�ßen sind
von besonderem Interesse hinsichtlich der Anordnung und
Ausrichtung vieler Zelltypen in unmittelbarer Nachbarschaft.
In aktuellen Arbeiten wurde �ber die Herstellung eines
r�hrenf�rmigen Ger�sts mit verschiedenen Rillenstrukturen
berichtet.[61] Der Einfluss der Nanotopographie auf die Ad-
h�sion l�sst sich auch nutzen, um Zellen in einem bestimmten
Muster anzuordnen, ohne vorher Proteine im gleichen Mus-
ter aufzubringen. Wenn man nanotopographische Markie-
rungen direkt in einem dreidimensionalen Ger�st anbringt,
lassen sich damit vielleicht die Einschr�nkungen von Mikro-
kontakt-Stempeln[62–64] und verwandten Methoden �berwin-
den, die nur zweidimensionale Anordnungen liefern k�n-
nen.[65,66] Die beobachtete verst�rkte Wanderung von Zellen
auf Nanorillen bietet sich f�r die Entwicklung von F�h-
rungsschienen f�r die Regeneration peripherer Nerven an. So
sollten r�hrenf�rmige Leitungen mit Nanorillen die Wande-
rung von Schwann-Zellen zu einer Verletzungsstelle f�rdern
und damit die Regeneration verbessern.[67] Diese Strukturen
k�nnen m�glicherweise auch die schnelle Wanderung von
Neuriten �ber die Nervenl�cke f�rdern.

3.3. Material

Es hat große Fortschritte bei der Herstellung von Nano-
topographien auf zahlreichen Materialien gegeben. Entspre-
chende Techniken werden meist f�r Materialien entwickelt,
die aus der Halbleiterfertigung oder verwandten Gebieten
stammen. Die Bearbeitung von Grundstoffen und Strategien
f�r die Erzeugung nanotopographischer Oberfl�chen sind
typischerweise auf Silicium, Siliciumoxid, polykristallines Si-
licium und andere anorganische Materialien wie Titan abge-
stimmt. Diese Substrate k�nnen direkt eingesetzt werden
oder als Matrizen f�r Mikroreplika aus organischen Polyme-
ren dienen: PDMS, Polystyrol (PS), Polymethylmethacrylat
(PMMA), Polycarbonat (PC) oder Polyethylenglycol (PEG)

kommen f�r In-vitro-Anwendungen in Betracht, w�hrend
biologisch abbaubare Polymere wie Poly-e-caprolacton
(PCL), Poly-l-lactat (PLA), Polyglycols�ure (PGA) und Po-
ly-l-lactid-co-glycolid (PLGA) m�glicherweise in vivo ein-
setzbar sind. Obwohl diese biologisch abbaubaren Materia-
lien in der Medizin in großem Umfang angewendet werden,
haben PLA, PGA und PLGA doch auch ernstzunehmende
Schw�chen in Bezug auf Best�ndigkeit und Steifigkeit. Mit
den dynamischen Bewegungen eines lebenden Organismus
unvertr�gliche Materialien k�nnen lokale Entz�ndungsreak-
tionen ausl�sen.[68–70]

Die Entwicklung neuer Materialien ist von entscheiden-
der Bedeutung f�r Anwendungen im „Tissue-Engineering“,
die auf Zell-Nanotopographie-Wechselwirkungen beruhen.
Synthetische oder nat�rliche Materialien m�ssen nicht nur
die gew�nschten Wechselwirkungen mit Zellen zeigen, son-
dern sie m�ssen auch mit den verf�gbaren Nanofabrika-
tionsverfahren kompatibel sein. Nat�rliche Proteine bieten
viele Vorteile, darunter g�nstige Wechselwirkungen zwischen
Zelle und Material. Sie sind jedoch schwer zu bearbeiten, und
die Gefahr allergischer Reaktionen[71,72] kann einen breiten
Einsatz verhindern. Synthetische biologisch abbaubare Elas-
tomere[68, 69,73, 74] lassen sich leichter bearbeiten, sie verf�gen
�ber einstellbare physikalische und mechanische Eigen-
schaften sowie gute Gewebevertr�glichkeit und Kinetik des
biologischen Abbaus, und sie eignen sich �berdies f�r Na-
nofabrikationsverfahren.[19, 77,78]

4. Mechanismen f�r nanotopographische Sensorik
und Signalgebung

In Untersuchungen konnte zwar ein starker Einfluss na-
notopographischer Strukturen festgestellt werden, doch die
genauen Mechanismen der Zell-Nanotopographie-Wechsel-
wirkung m�ssen noch aufgekl�rt werden. Denn einige Be-
sonderheiten dieses Forschungsgebiets standen der genauen
Kl�rung des Wechselwirkungsmechanismus bislang im Wege.
Es gibt eine schier unendliche Zahl m�glicher Kombinatio-
nen aus Zelltypen, Materialien und der Anordnung der to-
pographischen Merkmale. Die Wechselwirkungen zwischen
Zelle und Nanotopographie sind außerdem vor�bergehend,
was die Ableitung eines Mechanismus f�r die Reaktion auf
die Kontaktf�hrung erschwert.[52] Zellen in Langzeitkultur
k�nnen beispielsweise zus�tzliche extrazellul�re Matrixpro-
teine sezernieren, was in einer verzerrten topographischen
Signalgebung resultiert.[79] Die große Zahl m�glicher Ver-
suchsanordnungen und zellspezifischer Ergebnisse f�hrte zu
einer vornehmlich ph�nomenologischen Untersuchung der
Zell-Nanotopographie-Wechselwirkung. Trotz umfangreicher
Arbeiten ist nur wenig �ber den Mechanismus bekannt, nach
dem topographische Strukturen die Zellfunktionen beein-
flussen. Verschiedene Theorien wurden vorgeschlagen, um
die Anordnung und Streckung der Zellen auf Nanorillen zu
erkl�ren. Vor kurzem hat man damit begonnen, den Mecha-
nismus der Zell-Topographie-Wechselwirkungen zu erfor-
schen und dabei relevante Signal�bertragungswege zu iden-
tifizieren und die Rolle von Organellen (und des Cytoske-
letts) zu bestimmen. Die Zell-Nanotopographie-Wechselwir-
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kung bleibt aber weiterhin ein vielversprechendes For-
schungsgebiet; ein Ziel k�nnte es sein, Modelle zu entwi-
ckeln, die eine genauere Vorhersage dieser Abl�ufe erm�g-
lichen.[80]

4.1. Aktuelle Theorien

Wir vermuten, dass die morphologische Reaktion als In-
dikator f�r relevante Zell-Nanotopographie-Wechselwirkun-
gen dienen kann und gleichzeitig Ausgangspunkt f�r nach-
geordnete Effekte ist. Die Streckung und Ausrichtung des
Zellkerns ist wahrscheinlich eine weitere Ursache f�r die
Ver�nderung des Expressionsprofils, wenn Zellen auf die
Nanotopographie des Substrats reagieren.[52, 81] Allgemein
verbreitet ist die Auffassung, dass die morphologische Re-
aktion durch einen anisotropen Stress auf dem Substrat her-
vorgerufen wird, dessen genaue Ursache und Rolle aber noch
diskutiert werden.

Theorien zu den Grundlagen der Zell-Nanotopographie-
Wechselwirkung werden am Beispiel von Nanorillen be-
schrieben. Die Kinetik der Kontaktf�hrung von Fibroblasten
auf Titan-Nanorillen deutet darauf hin, dass sich die Mikro-
tubuli zun�chst innerhalb von 20 Minuten nach der Anhef-
tung ausrichten und dass dies der Ausrichtung der ganzen
Zelle vorausgeht.[82] Dieser komplexen Reaktion folgen die
Anordnung von Mikrofilamentb�ndeln nach 40–60 Minuten
und die Bildung von fokalen Adh�sionen nach 3 Stunden. Die
Experimente machen deutlich, dass zahlreiche Organellen an
der Reaktion der Zelle auf die Oberfl�chentopographie be-
teiligt sind und so grundlegende Zellfunktionen beeinflussen
wie die Bildung von Stressfasern, Lamellipodien und Filo-
podien. Eine entscheidende Funktion bei der Kontaktf�hrung
wird den Filopodien zugeschrieben,[39] deren Bildung durch
die Aktivierung von Cdc42 moduliert werden kann.[28] Dieses
Modell kann den Mechanismus der Erkennung und �ber-
tragung von Zell-Nanotopographie-Wechselwirkungen er-
kl�ren. Dar�ber hinaus befassen sich einige Theorien mit dem
Ursprung dieser Reaktion.

4.1.1. Intrinsische Proteinmuster durch Substratdiskontinuit�ten

Diskontinuit�ten in den Substratstrukturen k�nnen zu
einer bevorzugten Adsorption von Proteinen f�hren, wo-
durch sich Proteinmuster bildet. Diese topographisch be-
gr�ndeten Muster k�nnten eine bevorzugte Anordnung von
Zellen induzieren, ebenso wie Substrate mit einem Protein-
Mikromuster eine bestimmte Lokalisierung von Zellen ver-
ursachen.[83] Die Anlagerung an Protein-Mikromuster mit
unterschiedlichen Abmessungen kann das Zellverhalten im
Hinblick auf Morphologie, Proliferation, Differenzierung und
Apoptose drastisch ver�ndern.[84–86] Neuere Ergebnisse wie
die beobachtete Kontaktf�hrung auf gleichm�ßig glatten
Unterlagen, die viel l�nger sind als die Proteine, sprechen
jedoch gegen diese Theorie.[19, 87]

4.1.2. R�umliche Ausrichtung der fokalen Adh�sionen

Die Nanotopographie kann die Ausrichtung und Stre-
ckung von Zellen induzieren, indem sie zun�chst die Aus-
richtung der fokalen Adh�sionen anregt. Dieser Einfluss
k�nnte auf unterschiedliche Bildungswahrscheinlichkeiten
zur�ckgehen, die durch die Form der Strukturen auf der
Unterlage oder geometrische Einschr�nkungen der fokalen
Adh�sionskomplexe bedingt sind. Der n�chste Schritt k�nnte
eine Reaktion der Zellmorphologie sein, die durch die vorher
beschriebene enge Kopplung �ber Signale zwischen den fo-
kalen Adh�sionen und den Cytoskelett-Proteinen vermittelt
wird. Diese Theorie kann zwar den Zusammenhang zwischen
der Ausrichtung der fokalen Adh�sionen und der Streckung
der gesamten Zelle erkl�ren; sie geht aber nicht gen�gend auf
die anf�ngliche Aufreihung der fokalen Adh�sionen ein.

4.1.3. Bevorzugte Actin-Polymerisation

Die Actin-Polymerisation, die an der Umorganisation des
Cytoskeletts beteiligt ist, ist entscheidend f�r die Zellanhef-
tung[88] und dient als Triebkraft f�r die gerichtete Wanderung
und f�r morphologische �nderungen.[89–91] Filopodien sind
sehr bewegliche Organellen, die an vielen zellul�ren Prozes-
sen wie der Migration[92] und dem Registrieren der lokalen
Topographie[93] beteiligt sind. Sie bilden sich selten senkrecht
zu Graten und Furchen, vermutlich, weil dies ung�nstigen
Stress verursachen w�rden, h�ufiger hingegen parallel zu den
genannten Strukturen. Durch dieses Verhalten l�sen Filopo-
dien eine gezielte Ausbreitung der Zelle, den Umbau des
Cytoskeletts und die Polarisierung des Zellk�rpers aus, die
letztlich zur Aufreihung und Streckung der Zellen f�hren. Die
hochdynamischen Filopodien dienen als topographische
Sensoren, die die unmittelbare Umgebung erfassen k�nnen.
Diese Theorie stimmt am ehesten mit den meisten Arbeiten
�ber dieses Thema �berein.[19]

4.2. Die m�gliche Rolle der kleinen GTPasen

Es ließ sich nachweisen, dass eine Familie der GTPasen,
die Rho-Proteine, die Bildung und Organisation der Fila-
mente steuert, aus denen das Cytoskelett besteht.[94] Die
Aktivierung der Rho-, Rac- und Cdc42-GTPasen steuert eine
breite Palette von Zellfunktionen, darunter die Bildung und
den Umbau des Cytoskeletts, �nderungen der Genexpressi-
on, das Fortschreiten des Zellzyklus, die Zellmorphogenese
und die Zellwanderung bei vielen Zelltypen.[95, 96] Wir gehen
also davon aus, dass diese Schaltsysteme eine wichtige Rolle
bei der Reaktion von Zellen auf die Nanotopographie des
Substrats spielen. Man hat erst vor kurzem begonnen, die
Bedeutung dieser Signalwege f�r die Zell-Nanotopographie-
Wechselwirkungen zu erforschen.[21, 97] Eine Schl�sselfunkti-
on, die nanotopographische Signale direkt mit einer Reaktion
der Zelle koppeln k�nnte, ist die Bildung r�umlich gerichteter
fokaler Adh�sionskontakte[98] durch die Aktivierung von
Rho, die schließlich drastische Auswirkungen auf Zellmigra-
tion und Signalgebung haben kann.[99] Solche fokalen Adh�-
sionen beeinflussen die Zellmorphogenese,[80, 100] und sie rea-
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gieren empfindlich auf mechanische Kr�fte.[101] In k�nftigen
Arbeiten muss der Zusammenhang zwischen der nanotopo-
graphischen Signalgebung und der Modulation von Zell-
funktionen weiter aufgekl�rt werden.

4.3. Fortgeschrittene biologische Techniken

Der Einfluss der Nanotopographie auf die Genexpression
ist eine intuitive Extrapolation des Effekts auf die grundle-
genden Zellfunktionen. Quantifizierungen des Einflusses der
Nanotopographie auf die Expression des Gesamtgenoms er-
gaben eine enorme Datenflut, aus der sich bislang noch keine
klaren Mechanismen ableiten ließen. Untersuchungen zu
einzelnen Signalwegen, die wahrscheinlich in die Zell-Nano-
topographie-Wechselwirkung eingebunden sind, k�nnten
n�tzlicher sein, um die Ursachen der Zellreaktionen zu ver-
stehen. Bei solchen Studien wird die Zell-Topographie-
Wechselwirkung in Gegenwart anderer signalgebender
Komponenten betrachtet; dieser Trend macht sich vor allem
in neueren Arbeiten bemerkbar, in denen der kombinierte
Effekt von l�slichen Faktoren und einem nanotopographi-
schen Substrat auf die Zellfunktionen untersucht wird.[21, 31,97]

Zuk�nftige Experimente sollten viele unterschiedliche Zell-
typen und Substrate einbeziehen, um die Allgemeing�ltigkeit
der Befunde zu best�tigen. Gentechnische Ver�nderungen[102]

und das Ausschalten von Genen mit siRNA[103] sind weitere
Verfahren, mit denen man die Funktion bestimmter Orga-
nellen und Signalpfade bei den Zell-Nanotopographie-
Wechselwirkungen untersuchen kann.

5. Zusammenfassung und Ausblick

5.1. Zell-Nanotopographie-Signale

Die Zell-Nanotopographie-Wechselwirkungen k�nnten
als alternativer Signaltransduktionsweg dienen, um Zell-
funktionen pr�zise zu steuern. Zellen reagieren auf zahlreiche
chemische, physikalische, mechanische und elektrische Reize.
Die Entwicklung von Substraten f�r Zellen umfasst ver-
schiedene dieser Faktoren in dem Versuch, die Wechselwir-
kungen zwischen der Zelle und dem Material zu nutzen, um
das Zellschicksal[104] und die Zelldifferenzierung[105] zu be-
einflussen oder eine genetische Ver�nderung[106] hervorzuru-
fen. Nanotopographische Markierungen sind ein Teil der
Substratentwicklung, mit dem sich viele Aspekte der Zellre-
aktion steuern lassen. Sie k�nnen relativ einfach auf großen
Fl�chen aufgebracht werden und sind so auch f�r Zellkultu-
ren in gr�ßerem Maßstab einsetzbar. Ein Zusammenwirken
von l�slichen Faktoren und der Zell-Nanotopographie-
Wechselwirkung k�nnte außerdem die Spezifit�t und Effizi-
enz einer Zelllinien-spezifischen Stammzelldifferenzierung
deutlich steigern.[22] Die Nanotopographie schließt andere
Arten der Substratentwicklung nicht aus, denn entsprechende
Strukturen k�nnen auf viele technische und biomedizinische
Materialien aufgebracht werden, ohne die physikochemi-
schen Grundeigenschaften des Materials sp�rbar zu beein-
tr�chtigen. Daher ließe sich eine Nanotopographie bei-

spielsweise mit durch Mikrokontakt-Stempeln aufgebrachten
chemischen Funktionen[107] und bestimmten mechanischen
Eigenschaften des Substratmaterials kombinieren, um nur
zwei weitere Faktoren zu nennen, die sich auf die Zell-Ma-
terial-Wechselwirkung und somit auf Zellfunktionen auswir-
ken.[13,104, 105]

5.2. Nanotopographie in Grundlagenforschung und Entwicklung

Das Entwickeln von Substraten, um einen gew�nschten
Ph�notyp und Genotyp von Zellen zu induzieren, ist ein po-
tenziell wichtiger Prozess beim Design von Ger�sten f�r das
„Tissue-Engineering“. Die Substratnanotopographie kann
auch als Mittel genutzt werden, um komplexe Zellfunktionen
wie Adh�sion, Migration, Umorganisation des Cytoskeletts
und Zellpolarisation zu studieren. Substrate mit Nanorillen
k�nnen zur Untersuchung der Kontaktf�hrung und Migration
in vitro dienen. Substrate mit Erhebungen oder Vertiefungen
sind hilfreich zur Untersuchung der Dynamik der Filopodien,
fokaler Adh�sionskomplexe und anderer Cytoskelettfunk-
tionen unter bestimmbaren Bedingungen. In dem Maß, wie
durch Nanotopographie neue Entdeckungen bei grundle-
genden Zellfunktionen sichtbar werden, k�nnten Ingenieure
diese wiederum als Grundlage f�r die Entwicklung syntheti-
scher nanotopographischer Substrate der n�chsten Genera-
tion nutzen. Mit diesen Fortschritten ließe sich der Einfluss
der Zell-Nanotopographie-Wechselwirkung im Gebiet des
„Tissue-Engineering“ schrittweise vergr�ßern.[108]

Wir m�chten zun�chst die Arbeiten von Forschern anerken-
nen, die in diesem Kurzaufsatz nicht erw�hnt werden konnten.
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wurden von den National Institutes of Health gef�rdert (R01-
DE-013023-06, P41 EB002520-01A1 und 1R01L076485-
01A2). C.J.B. erhielt eine Charles Stark Draper Fellowship.
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