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Die meisten Zellfunktionen, wie Adh�sion, Wachstum, Pro-
liferation oder Differenzierung, werden durch die Art und
Weise wie Zellen mit der extrazellul�ren Matrix (EZM)
wechselwirken, beeinflusst.[1] Die EZM ist eine komplexe
Mischung aus nichtlebender Materie, welche die meisten
Zellen in mehrzelligen Organismen umgibt und die physika-
lischen Eigenschaften des Gewebes durch Zell-Matrix-Be-
ziehungen bestimmt. Neben der Regulierung der interzellu-
l�ren Kommunikation ist die EZM f�r das dynamische Ver-
halten von Zellen verantwortlich. In der biomedizinischen
Forschung werden derzeitig funktionalisierte nanostruktu-
rierte Materialien, wie selbstorganisierende Monoschichten
(SAMs) aus Nanopartikeln (NPs), als Modellsysteme f�r die
EZM verwendet.[2] Bei den SAMs aus NPs werden die mit
den Nanopartikeln verankerten funktionellen Gruppen in
viel hçherer Dichte angeboten als bei rein kovalenter An-
bindung der gleichen Gruppen an die Oberfl�che oder als
SAMs der Funktionalit�t auf dem Tr�ger.[2f,3] Dies f�hrt zu
einer grçßeren Zahl an Kontaktpunkten zwischen den Zellen
und der Oberfl�che, und somit kann der Informationstransfer
zwischen den lebenden Zellen und dem biokompatiblen
Material verbessert und kontrolliert werden.

W�hrend des letzten Jahrzehnts wurde gezeigt, dass die
Wechselwirkung zwischen Zellen und nanostrukturierten
Oberfl�chen durch bioaktive Liganden kontrolliert werden
kann,[4] z. B. auf der Oberfl�che adsorbierte oder in diese
eingebaute Kohlenhydrate oder Peptide,[5–7] f�hren zur Bio-
kompatibilit�t und steigern die Adh�sion und das Wachstum
von Zellen. Da in der Natur Enantiomere unterschiedliche
Effekte auf biologische Vorg�nge haben, m�ssen beide opti-
schen Isomere des entsprechenden bioaktiven Liganden f�r
das Design von biokompatiblen nanostrukturierten Materia-
lien beachtet werden. In einer bahnbrechenden Arbeit zeig-

ten Addadi et al. , dass sich Endothelzellen auf enantiomor-
phen Calciumtartrat-Kristallen unterschiedlich verhalten.[8]

K�rzlich berichteten Sun et al. �ber die Wechselwirkung von
lebenden Systemen mit chiralen Oberfl�chen.[9a,b] Sie zeigten,
dass Zellen ihre Morphologie und ihr Adh�sionsverhalten in
Abh�ngigkeit von der verwendeten chiralen Oberfl�che ver-
�nderten. Die gleiche Gruppe beschrieb das unterschiedliche
Adsorptionsverhalten von einzel- und doppelstr�ngiger DNA
sowie von Proteinen auf enantiomorphen Oberfl�chen.[10a–e]

Hier berichten wir �ber die enantioselektive Funktiona-
lisierung von Zeolith-Nanopartikeln mit Aminos�uren, den
Aufbau der entsprechenden Monoschichten und die stereo-
kontrollierte Wechselwirkung der erhaltenen enantiomor-
phen SAMs mit unterschiedlichen Zelltypen (Prim�rzellen,
Zelllinien einschließlich Krebszellen). Der Gebrauch von
Zeolithen bringt gegen�ber der bloßen Funktionalisierung
der Tr�geroberfl�che den Vorteil, dass die Poren der Partikel
genutzt werden kçnnen, indem man sie mit Fluoreszenz-
farbstoffen belegt. Durch Verwendung von enantiomorphen
SAMs aus farbstoffbeladenen Zeolithen kçnnen wir die Po-
sition der Zellen auf den NPs bestimmen. Interessanterweise
haben wir herausgefunden, dass wir unsere Strategie zur
Trennung von Prim�rzellen und Krebszellen verwenden
kçnnen. Bei der erfolgreichen Untersuchung zur Trennung
von zwei Zelltypen haben wir insbesondere bei Verwendung
von Endothelzellen und C-6-Gliomzellen eine herausragende
Selektivit�t gefunden.

Zeolith-L-Kristalle, ein bekanntes mikroporçses Alumo-
silicatmaterial, wurden als Mikro/Nanoobjekte gew�hlt, um
ihre Vorteile zu nutzen: die kristalline Natur, die optische
Transparenz, die grçßenabh�ngigen Eigenschaften[11] (von 30
bis 10 000 nm) und, wichtig f�r unsere Anwendung, die Ein-
stellung der Seitenverh�ltnisse von langen Zylindern bis hin
zu sehr flachen Scheiben. Zeolithe haben zahlreiche An-
wendungen im Bereich von Sensorik,[12] Elektronik[13] und
Biotechnologie.[14] Die Oberfl�che der Kristalle l�sst sich
einfach funktionalisieren, und sie kçnnen als Monoschichten
auf Siliciumtr�gern organisiert werden.[15, 16] K�rzlich haben
wir die Funktionalisierung von Zeolithen und SAMs aus
Zeolithen mit den bioaktiven Molek�len Arginin-Glycin-
Asparagins�ure (RGD)[17] bzw. a-d-Mannosid[18] mithilfe der
Mikrokontaktdruck-Technik beschrieben. Die entsprechen-
den SAMs aus Zeolithen wurden f�r Zelladh�sions- und
Zellstrukturierungsexperimente genutzt.[17, 18]

Penicillamin (PEN), ein bioaktiver Chelatbildner, wurde
als bioaktives Molek�l ausgew�hlt, da die beiden Enantio-
mere sehr unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Die
pharmazeutische Form von PEN, d-Penicillamin (d-PEN),
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wird zur Entfernung des Kupfer�berschusses bei der Wilson-
Krankheit verwendet. l-Penicillamin (l-PEN) verhindert die
Wirkung von Pyridoxin, das den Natrium-Kalium-Ausgleich
unterst�tzt und die Bildung von roten Blutkçrperchen fçr-
dert.

Scheibenfçrmige Zeolith-L-Kristalle mit einem mittleren
Durchmesser von ca. 820 nm und einer Hçhe von 360 nm
wurden hergestellt[11] (siehe Abbildung 1a,b; ein Grçßen-

verteilungshistogramm und ein Rçntgenbeugungsdiagramm
(XRD) der Zeolithe sind in Abbildung S1 bzw. S2 der Hin-
tergrundinformationen zu finden). Die Kristalle wurden nach
Standardmethoden mit dem Fluoreszenzfarbstoff N,N’-
Bis(2,6-dimethylphenyl)perylen-3,4,9,10-tetracarbons�ure-
diimid (DXP)[19] beladen und mit 3-(Aminopropyl)tri-
ethoxysilan (APTES) funktionalisiert.[20] Die erhaltenen
aminofunktionalisierten Zeolith-L-Kristalle (NH2-zeo)
wurden geteilt. Um Chiralit�t auf der Zeolithoberf�che ein-
zuf�hren, wurde ein Teil mit d-PEN, der andere Teil mit l-
PEN funktionalisiert, jeweils in Gegenwart von 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) und N-Hydroxy-
succinimid (NHS) in Dimethylsulfoxid (DMSO) zur Initiie-
rung der Peptidkupplungsreaktion (Abbildung S3). Ab-
schließend wurden die entsprechenden SAMs aus den enan-
tiomerenrein funktionalisierten Zeolithen auf Glasoberfl�-
chen hergestellt (Abbildung 1c,d; Details sind in den Hin-
tergrundinformationen zu finden).[15a,16a] Die Zeolith-L-
Kristalle wurden kovalent an die Glasoberfl�che gebunden,
um stabile SAMs aus Zeolith L zu erhalten.

Die d- und l-PEN funktionalisierten Zeolith-Kristalle (d-
PEN-zeo bzw. l-PEN-zeo) wurden mit Infrarotspektroskopie
(IR), Rçntgenphotoelektronenspektroskopie (XPS) und �ber
ihr Zeta-Potential charakterisiert. Die IR Banden der n(CO)-
und n(CN)-Schwingungen der Amidbindungen aus den PEN-
funktionalisierten Zeolith L bei 1641 bzw. 1543 cm�1 (l-PEN-
zeo) und 1645 bzw. 1543 cm�1 (d-PEN-zeo) sind charakteris-
tisch f�r die Amid-I- und Amid-II-Absorption (Abbil-

dung S4, S5). Das C 1s-XPS-Spektrum von d- und l-PEN-zeo
zeigte einen scharfen Peak bei ca. 285.0 eV f�r die Kohlen-
wasserstoffkette. Die Bindungsenergie von etwa 288.4 eV
wurde der Amidfunktion zugeordnet (O=C�N) (Abbil-
dung S6, S7). Die signifikante Erhçhung des Zeta-Potentials
der modifizierten Zeolithe von 17.0 mV (NH2-zeo), 25.1 mV
(d-PEN-zeo) bzw. 24.9 mV (l-PEN-zeo) bei pH 7 zeigte zu-
s�tzlich die erfolgreiche Funktionalisierung von NH2-zeo mit
Penicillamin.

Anschließend wurden Adh�sionsexperimente mit ver-
schiedenen Zelltypen, wie Prim�rzellen (Endothelzellen) und
Krebszellen (HeLa, RGC-5, RBE-4, C-6-Gliomzellen),
sowohl mit den d- als auch mit den l-PEN-zeo-Mono-
schichten durchgef�hrt. Jeder Zelltyp wurde einzeln auf die
d- bzw. l-PEN-zeo-Monoschicht ausges�t und inkubiert.
Nach 12 Stunden wurden die adh�rierten Zellen gewaschen,
fixiert und mit 4’,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid
(DAPI) angef�rbt.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbil-
dung 2 zeigen, dass sich das Adh�sionsverhalten der Zell-
linien wie auch der Prim�rzellen gegen�ber den funktiona-
lisierten Zeolith-L-Monoschichten in Abh�ngigkeit von der
entsprechenden Oberfl�chenchiralit�t unterscheidet. HeLa-
Zellen (aus dem Geb�rmutterhalskrebs), RBE-4-Zellen (en-
dotheliale Zelllinie aus Rattengehirn) und RGC-5-Zellen
(Zelllinie aus Netzhautganglien der Ratte) adh�rierten st�r-
ker auf den l-PEN-zeo-Oberfl�chen als auf den d-PEN-zeo-
Oberfl�chen (Abbildung 2). Doppelt so viele HeLa-Zellen
adh�rierten auf der l-PEN-funktionalisierten Oberfl�che,
und im Fall der RBE-4-Zellen wurden sogar fast dreimal so
viele detektiert. RGC-5-Zellen bevorzugten die l-PEN-zeo-
Oberfl�chen, aber dieser Zelltyp scheint grçßere Cluster auf
der d-PEN-zeo-Oberfl�che zu bilden. Diese Ergebnisse de-
monstrieren, dass Zellen die verschiedenen enantiomorphen
Oberfl�chen der SAM aus Zeolith erkennen und differen-
zieren kçnnen. Eindrucksvolle Unterschiede wurden beim
Vergleich von prim�ren Kapillarendothelzellen des Schwei-
nehirns (PBCEC) mit C-6-Gliomzellen (Astrocyt-Gliomzel-
len der Ratte) erhalten. Die Zellen zeigten ein komplett un-
terschiedliches Adh�sionsverhalten. W�hrend C-6-Gliom-
zellen auf beiden Oberfl�chen ungef�hr gleich adh�rierten,
beobachteten wir keine Adh�sion von Endothelzellen auf den
Oberfl�chen (Abbildung 2). Dieses Verhalten wird vermut-
lich durch die bioaktiven Substituenten der Zeolith-L-Ober-
fl�che verursacht[17, 18] und/oder durch die Nanostrukturierung
der Oberfl�che bewirkt.[21] Dieses bemerkenswerte Resultat
weist auf die Mçglichkeit der Abtrennung eines Zelltyps aus
einem Gemisch mit einem anderen hin. Der Einsatz von
DXP-beladenen PEN-Zeolithen ermçglichte uns die unab-
h�ngige Beobachtung der Zeolithkristalle und der angef�rb-
ten Zellen. So konnten wir die Position der Zellen auf der
Monoschicht bestimmen. Als repr�sentative Beispiele zeigen
Abbildung 2k und 2 l die fluoreszenzmikroskopischen Auf-
nahmen von RGC-5-Zellen auf DXP-beladenen SAMs aus
Zeolithen.

Neben der Zell-EZM-Wechselwirkung sind die Analyse
und Trennung von Zellen (z.B. Extraktion von ungewçhnli-
chen Zellen aus einer heterogenen Population) wichtige In-
strumente der experimentellen Biologie und Medizin.[22] Be-

Abbildung 1. Rasterelektronenmikroskopie(REM)-Aufnahme von schei-
benfçrmigen Zeolith-L-Kristallen (a,b). REM-Aufnahmen von l-PEN-zeo
(c), d-PEN-zeo (d).
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sonders die Vermeidung der Kontamination von Zellkulturen
oder die Trennung von Prim�rzellen und Zelllinien erfordern
besondere Methoden. Um zu belegen, dass die Selektivit�t
unserer Oberfl�chen bez�glich der Zelladh�sion zur Zell-
trennung genutzt werden kann, haben wir mit unserem
enantiomorphen und biokompatiblen Material einen neuen
Satz von Experimenten vorbereitet. In einem repr�sentativen
Beispiel haben wir d-PEN-funktionalisierte Monoschichten
verwendet, um Endothelzellen (Prim�rzellen) von C-6-Gli-

omzellen (Zelllinie) zu trennen, da es mit den verschiedens-
ten Verdauungsprotokollen bisher noch immer nicht mçglich
ist, ausdifferenzierte Gliomzellen von Endothelzellen der
Blut-Gehirn-Schranke (BBB) zu isolieren. Ein 1:1-Gemisch
der beiden Zelltypen wurde auf eine d-PEN-zeo-Mono-
schicht aufgebracht, und nach 12-st�ndiger Inkubation wurde
der �berstand von der d-PEN-zeo-Monoschicht getrennt.
Die auf der d-PEN-zeo-Monoschicht adh�rierten Zellen
wurden fixiert und einer Immunf�rbung mit Antikçrpern
unterzogen: Van-Willebrand-Faktor (vWF, exprimiert von
Endothelzellen, rote Fluoreszenz)[23] und saures Gliafaser-
protein (GFAP, exprimiert von C-6-Gliomzellen, gr�ne
Fluoreszenz)[24] wurden als spezifische Antigene der Zellsor-
ten verwendet. Danach wurden die Zellkerne der auf der d-
PEN-zeo-Monoschicht adh�rierten Zellen mit DAPI (blaue
Fluoreszenz) angef�rbt. Abschließend wurden sie mit Fluo-
reszenzmikroskopie (Abbildung 3A) analysiert und mit dem
Programm Image J quantifiziert (Abbildung 3B). Die fluo-
reszenzmikroskopische Aufnahme in Abbildung 3A zeigt
eindeutig die vollkommene Trennung von C-6-Gliomzellen
und Endothelzellen bei der Verwendung von Oberfl�chen mit
einer d-PEN-zeo-Nanoschicht. Ausschließlich C-6-Gliom-

Abbildung 2. A) Quantitative Daten der auf den d- und l-PEN-zeo-
Monoschichten angelagerten Zellen. N =3; *,*** Daten zeigen signifi-
kanten Unterschied (ANOVA: * p�0.05, *** p�0.001). Die Dichte
der HeLa-Zellen auf den SAMs aus l-PEN-zeo bzw. d-PEN-zeo war
1.4 � 105 cm�2 bzw. 6.5 � 104 cm�2. Die Dichte der RBE-4-Zellen auf den
SAMs aus l-PEN-zeo bzw. d-PEN-zeo betrug 8.5 � 104 cm�2 bzw.
3.3 � 104 cm�2. Die Dichte der C-6-Gliomzellen auf den SAMs aus l-
PEN-zeo bzw. d-PEN-zeo wurde zu 2.7 � 105 cm�2 bzw. 2.5 � 105 cm�2

ermittelt. Die Dichte der RGC-5-Zellen auf den SAMs aus l-PEN-zeo
bzw. d-PEN-zeo war 2.6 � 105 cm�2 bzw. 2.1 � 105 cm�2. B) Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen der auf den enantiomerenrein funktionali-
sierten Zeolith-Monoschichten angelagerten unterschiedlichen Zellen.
(a–j) Anregung: 330–385 nm, (k–l) Anregung: 400–440 nm. Blau:
DAPI-angef�rbte Zellen; gr�n: DXP-beladene Zeolithe.

Abbildung 3. Trennung von Endothelzellen und C-6-Gliomzellen mit
SAM aus d-PEN-zeo-Oberfl�chen. A) Die Immunfluoreszenzaufnahme
der auf der SAM aus d-PEN-zeo-Oberfl�che anhaftenden GFAP-mar-
kierten C-6-Gliomzellen (Anregung: 460–550 nm; blau: DAPI-angef�rb-
te C-6-Gliomzellkerne, gr�n: GFAP-markierte C-6-Gliomzellen).
B) Quantitative Daten der auf der d-PEN-zeo-Monoschicht angelager-
ten Zellen. N = 4; * Daten zeigen signifikanten Unterschied (ANOVA:
* p�0.05). Die Dichte der C-6-Gliomzellen auf der d-PEN-zeo-Mono-
schicht ist 2.5 � 105 cm�2; es wurden keine Endothelzellen auf der
Oberfl�che detektiert.
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zellen adh�rierten auf der Zeolith-Monoschicht, da nur die
gr�ne Fluoreszenz der GFAP exprimierenden Zellen fluo-
reszenzmikroskopisch detektiert wurde. Es wurde keine rote
Fluoreszenz der vWF exprimierenden Endothelzellen auf der
Oberfl�che der Zeolith-Monoschicht gefunden.

Wir quantifizierten unsere Resultate durch Bestimmung
der Zahl der verbliebenen Endothelzellen und C-6-Gliom-
zellen im �berstand nach dem Zelltrennungsexperiment. Die
Zellen im �berstand wurden einer Immunf�rbung mit vWF
(Endothelzellen) bzw. GFAP (C-6-Gliomzellen) unterworfen
und mit einem ELISA-Test („enzyme linked immunosorbent
assay“) analysiert. Der ELISA-Test zeigte, dass im �berstand
des Zelltrennungsexperiments mindestens dreimal so viel
vWF (Endothelzellen) wie GFAP (C-6-Gliomzellen) detek-
tiert wurde (Abbildung 4). Somit war es mçglich, mit unserem

neuen enantiomorphen biokompatiblen Material (SAM aus
d-PEN-zeo) selektiv im ersten Schritt mehr als 60 % der C-6-
Gliomzellen aus dem 1:1-Ausgangsgemisch von Endothel-
zellen und C-6-Gliomzellen aufzunehmen.

Zusammenfassend konnten wir die erfolgreiche enantio-
selektive Funktionalisierung von Zeolith mit d- und l-Peni-
cillamin und den Aufbau der entsprechenden enantiomor-
phen Oberfl�chen als SAMs aus diesen Zeolithen zeigen.
Durch Zelladh�sionsexperimente mit unterschiedlichen
Zelltypen demonstrierten wir, dass Zellen die unterschiedli-
chen enantiomorphen Oberfl�chen der SAM aus Zeolith er-
kennen und differenzieren. Schließlich nutzten wir unsere
neue biokompatible Oberfl�che zur selektiven Trennung der
malignen C-6-Gliom-Zelllinien von prim�ren Endothelzellen.

Die erhaltenen Resultate erçffnen neue Perspektiven f�r
den Aufbau von geeigneten enantiomorphen SAM aus NPs
(als EZM-Modell), um Zell-Oberfl�chen-Wechselwirkungen
besser im Detail zu verstehen. Des Weiteren sind nicht nur die
Kontrolle des Zellverhaltens (z. B. Trennung, Adh�sion,
Wachstum und Differenzierung), sondern auch der Aufbau
neuer biokompatibler Oberfl�chen f�r Anwendungen wie das
Gewebe-Engineering vorstellbar.

Experimentelles
Scheibenfçrmige Zeolith-L-Kristalle wurden nach einer literaturbe-
kannten Methode synthetisiert.[11] Die Resultate der XRD-Messung
von Zeolith L wurden mit bekannten Daten verglichen.[25] Die Ami-
nofunktionalisierung,[20] die DXP-Beladung[19] und die Bildung der
SAMs aus Zeolithen auf Glas[15a, 16a] wurden nach bekannten Metho-
den durchgef�hrt. Zell- und enzymgekoppelte Immunabsorptions-
tests sind in den Hintergrundinformationen beschrieben.

d- oder l-PEN-Funktionalisierung von Zeolith L : Eine Lçsung
aus d- bzw. l-PEN (0.2 mm), EDC (1.5 mm) und NHS (3.0 mm) in
1 mL DMSO wurde tropfenweise zu einer Suspension aus NH2-zeo
(20 mg) in 1 mL DMSO gegeben. Die Reaktionsmischung wurde
18 Stunden bei Raumtemperatur ger�hrt. Dann wurde die Suspen-
sion zentrifugiert (10 min bei 4400 Umin�1), und der abgetrennte
Feststoff wurde zweimal mit DMSO und dreimal mit Ethanol gewa-
schen. Abschließend wurde der Feststoff bei Raumtemperatur ge-
trocknet.
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