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Reflektometrischer Interferenzspektroskopie

J. Hutterer' und G. Gauglitz’

'Institut fiir Physikalische und Theoretische Chemie, Eberhard-Karls Universitat, Tibingen, Deutschland
Kontakt: johanna.hutterer@iptc.uni-tuebingen.de

Einleitung

Ob ein Implantat erfolgreich vom Kd&rper des Patienten
angenommen wird, hangt wesentlich von der Interaktion
der umgebenden Zellen mit dem Material des Fremdkor-
pers ab. Die Starke und Art der beteiligten Integrine, den
Ankermolekilen der Zelle, an der Adhasion wirkt sich auf
die Migration, die Proliferation und Genexpression der ad-
harenten Zellen aus [1]. Eine Vielzahl an Oberflachenei-
genschaften wie die chemische Struktur, die Rauigkeit und
mogliche Vorbehandlungen beeinflussen den Adhasions-
prozess ebenso wie der Typ der beteiligten Zellen. Zudem
unterscheiden sich die Anforderungen an eine Oberflache
in Bezug auf die Zell-Material Interaktion sehr stark je
nach Implantat und Anwendung. Beispielsweise ist eine
gute Osseointegration — initiiert durch das Anwachsen der
kérpereigenen Osteoprogenitorzellen - zentral flr ein gu-
tes Einwachsen von Knochenimplantaten [2], wahrend ein
Anlagern von Thrombozyten an Implantaten im Herzkreis-
laufsystem eine Hauptursache von Komplikationen dar-
stellt [3]. In Anbetracht der komplexen Vorgange an der
Oberflache wahrend der Zelladhasion auf Biomaterialen
und der sehr unterschiedlichen Anforderungen an das
spatere Verhalten der Zellen an der Oberflache bedarf es
eines fundierten Wissens Uber diese Vorgénge an der
Grenzflache zwischen lebendem Gewebe und kiinstlichem
Implantat. Die zur Verfiigung stehenden Methoden weisen
jedoch Einschrédnkungen auf. Klassische Methoden wie
die mikroskopische Untersuchung von adhérenten Zellen
und Gewebeschnitte mit histologischen Farbungen oder
Immunfarbung kénnen meist nur Informationen tber Zell-
Material-Interaktion am Ende des Versuches geben. Um
die Anlagerung von Zellen an eine Oberflache auch zeit-
aufgeldst untersuchen zu kénnen bietet unter anderem die
Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie eine besse-
re Méglichkeit [4]. Da diese Methode jedoch auf den Ein-
satz von Markermolekilen angewiesen ist, entsteht
zwangslaufig das Problem, dass nicht ausgeschlossen
werden kann, dass die Markierungsreagenzien die naturli-
chen Vorgange beeinflussen oder selbst mit der Zelle oder
der Oberflache interagieren. Aus diesem Grund sind vor
allem direkte optische Methoden - wie ,optical waveguide
light mode spectroscopy” und Oberflachenplasmonenre-
sonanzspektroskopie - fir die Untersuchung von Zell-
Material-Interaktionen sehr vielversprechend. Diese Me-
thoden, welche kleine Anderungen des Brechungsindex
an einer Grenzflache detektieren kénnen, zeigen auch Li-
mitierungen in Bezug auf die Eindringtiefe. Da diese Me-
thoden auch eine starke Temperaturabhéngigkeit aufwei-
sen und von spezieller Oberflachenbeschaffenheit (Gold-
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film oder Gitter) abhangen, sind die Eisatzgebiete in Be-
zug auf die Untersuchung on Zell-Material-Interaktionen
oft eingeschrénkt.

Die Reflektometrische Interferenzspektroskopie (RIfS) [5]
bietet ein hohes Potential einige dieser Probleme zu
Uiberwinden. Durch das direkte optische und zeitabhéngi-
ge Funktionsprinzip verbindet es alle Vorteile der direkten
optischen Methoden mit den Vorziigen der weitaus gerin-
geren Temperaturabhéngigkeit und einem linearen Zu-
sammenhang zwischen angelagerter Schicht und dem
Signal Uber Schichtdicken im Bereich mehrerer ym. Mit
einem integrieren Flusskanal kdnnen Zelllésungen uber
die Oberflachen gefuhrt und damit beispielsweise die flu-
iddynamischen Verhéltnisse im Herzkreislaufsystem
nachempfunden werden.

Im Zuge dieser Arbeit soll untersucht werden ob sich
RIfS fur Anwendungen zur Untersuchung von Zell-
Material-Interaktionen eignet. Hierfir werden als Model-
oberflachen Glassubstrate, welche mit unterschiedlichen
Proteinen der extrazellularen Matrix funktionalisiert wur-
den, untersucht. Die Beschichtung von Implantaten mit
Proteinen, welche das Anwachsen der Zellen auf dem Im-
plantat erleichtern sollen, ist gangige Praxis. Jedoch fehlt
es auch hier an einem fundierten Wissen tber die genau-
en Prozesse an der Oberflache. Zudem wird erstmals un-
tersucht ob die Bestimmung der kinetischen Ratenkon-
stanten aus den Bindungskurven der Zelladsorption még-
lich ist.

Methoden und Materialien

Zellkultur

Human Embryonic Kidney 293 (HEK) Zellen wurden in
DMEM Medium (Sigma-Aldrich) versetzt mit 10 % fetalem
Kélberserum (Sigma-Aldrich), 1 % L-Glutamin (Sigma-
Aldrich) und 1 % Penicillin/Streptomycin (Sigma-Aldrich) in
T 25 oder T 75 Kulturflaschen kultiviert. Sobald die Zellen
80 % Konfluenz erreicht haben wurden diese in einem
Verhéltnis 1:10 passagiert.

Bestimmung der Zellkonzentration: Sowohl fiir Herstel-
lung der Zellsuspensionen fiir RIfS Messungen, die Unter-
suchungen der Zellkonzentration wahrend der Messung,
als auch fiir Adsorptionsexperimente auf Deckglaser fir
spatere Untersuchung der Morphologie und Zellzahl, wur-
den die Zellsuspensionen in der Neubauer Zahlkammer
unter einem Hellfeldmikroskop ausgezahlt. Um tote von
lebenden Zellen zu unterscheiden wurde die Zellensus-
pension 1:10 mit Trypanblau (Sigma-Aldrich), verdinnt.
Der Anteil an toten Zellen in der Suspension wurde stets
Uberprift und durfte 5 % nicht Gberschreiten.
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Herstellung der Zellsuspension: Nach dem Entfernen des
Mediums aus der Kulturflasche und einem Waschschritt
mit PBS (Thermo Fischer Scientific) wurden die Zellen mit
Trypsin-EDTA (Gibco) von der Kulturflasche gel6st. Der
Enzymverdau wurde nach circa 3 min mit der doppelten
Menge Medium gestoppt, die Zellkonzentration bestimmt
und nach Zentrifugation die sedimentierten Zellen in dem
entsprechendem Volumen Medium gel&st.

Fixierung und Féarbung der Zellen: Simultan zu den Ad-
hasionsversuchen in RIfS wurden jeweils 3 Deckglaser mit
450 pl einer Lésung von 10 pg/ml Fibronektin, nativem
Kollagen oder denaturietem Kollagen fir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert und daraufhin mit PBS vorsich-
tig gewaschen. Nach einer weiteren Inkubation fiir 10 min
mit 450 pl Medium, wurde 300 pl einer frisch hergestellte
Zellsuspension von 10*10%ml in Medium auf die Deckgla-
ser gegeben. Nach einer Anlagerung der Zellen fir 20 min
unter stetem Schwenken oder in Ruhe wurden die Deck-
glaser mit Medium vorsichtig gewaschen und fir weitere
15 min bei Raumtemperatur oder 120 min bei 37 °C im
Inkubator in Medium inkubiert. Die Deckglaser wurden
vorsichtig mit PBS gewaschen und auf Objekttragern mit
65 pl Paraformaldehyd (BioLegend) je Deckglas fiir 15 min
behandelt. Nach einem weiteren vorsichtigen Waschschritt
mit PBS wurden die Deckglaser mit 50 pl 0.1 % Triton X
(BioLegend) in PBS bedeckt, um die Zellmembrane fir
das Anfarben der Zellen zu 6ffnen. Nach einer Einwirk-
dauer von 15 min wurde dieses entfernt und die Deckgla-
ser mit je 50 pl FITC-Phalloidin (Sigma-Aldrich) Lésung
1:75 in PBS verdiunnt auf die Deckglaser und fir 45 min
inkubiert. Daraufhin wurde die FITC-Phalloidin Ldsung
entfernt und 50 pl DAPI Lésung (Sigma-Aldrich) 1:5000
verdunnt fur 15 min auf die Deckglaser gegeben. Herauf-
hin wurden die Deckglaser dreimal vorsichtig mit PBS ge-
waschen und mit 5 pl ProLong™ Diamond Antifade Moun-
tant (Thermo Fischer Scientific) mit der beschichteten Sei-
te nach unten auf einen Objekttrager geklebt. Am folgen-
den Tag wiirden die fixiert und angefarbten Zellen im Fluo-
reszenzmikroskop (Revolve, ECHO) untersucht.

Reflektometrische Interferzspektroskopie

Messprinzip: Die Reflektometrische Interferenzspektro-
skopie ist eine direkte optische Methode um Vorgénge an
einer Grenzflache zu beobachten. Sie beruht auf der Inter-
ferenz von teilweisem reflektiertem wei3en Licht an din-
nen Schichten. Trifft Licht auf eine Grenzflaiche zweier
Stoffe mit unterschiedlichem Brechungsindex wird ein Teil
des Lichtes transmittiert und ein Teil reflektiert (Abb. 1, A).
Die reflektierten Teilstrahlen tGberlagern sich und das re-
sultierende Interferenzspektrum wird vom Spektrometer
aufgenommen. Fur diese Arbeit wurde ein Interferenzglas
hergestellt aus BK7 mit einer 10 nm dicken aufgedampften
Schicht Tantalpentoxid gefolgt von einer weiteren Schicht
Glas mit einer Dicke von 375 nm verwendet. Kommt es
nun zu einer Anlagerung an die 375 nm dicke Interferenz-
schicht verandert sich der optische Weg des zweiten re-
flektierten Teilstrahl 12 und somit verschiebt sich das Inter-
ferenzspektrum (Abb. 1, B). Aus der Verschiebung der
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Extrempunkte des Interverenzspektrums kann auf die op-
tischen Schichtdicke nd geschlossen werden. Wird die
Anderung der And ber die Zeit aufgenommen spricht
man von Bindungskurven (Abb. 1, C)
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Abb. 1: Messprinzip der Reflektometrischen Interfernz-
spektroskopie.
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Aufbau der RIfS Anlage: Als Weislichtquelle wurde eine
Hallogenlampe verwendet (5 V, 10 W Halogenlampe, Os-
ram) und mittels eines Spiegels, Linsen und Positionierop-
tik (Spindler & Hoyer) auf den Lichtwellenleiter (Poly (me-
thyl methacrylate), 1mm Durchmesser, 50%/50% Y-
Faserkoppler, Laser Components) fokusiert. Um zu ver-
meiden, dass schadliche UV-Strahlung und Warmestrah-
lung mit den Zellen interagiert wurde ein Bandpass Filter
(Spindler & Hoyer) benutzt, um nur das Licht im erwiinsch-
ten Spektralbereich passieren zu lassen. Uber einen Arm
des Y-Lichtwellenleiters wurde das Licht senkrecht von
unten auf das Interferenzglas eingestrahlt. Das reflektierte
Licht wurde Uber den zweiten Arm des Lichtwellenleiters
zum Spektrometer (Diodenarrayspektrometer, SPEKOL
1100, Analytik Jena AG) geleitet. Um die Adsorptionspro-
zesse der Proteine und Zellen an der Oberflache untersu-
chen zu kénnen wurde alle 5 s ein Spektrum aufgenom-
men und And berechnet. Die jeweilige Probe wurde mit
einer Peristaltikpumpe (Ismatec) durch diinne Schlduche
und die Flusszelle tber die Interferenzglasoberseite ge-
pumpt. Die Flussrate betrug generell 0.5 pl/s. Der Weg
zwischen Probe und Flusszelle iber den Schlauch wurde
so kurz wie mdglich gehalten. Um eine mégliche Schadi-
gung der Zellen durch die mechanische Belastung durch
die Peristaltikpumpe zu vermeiden wurde diese nach der
Flusszelle in das System eingebaut. Da Zellen schon nach
sehr kurzer Zeit sedimentieren wurde die Zellsuspension
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Abb. 2: Komponenten und Aufbau der Reflektometrischen Interfernzspektroskopie Anlage fiir die Untersuchung
von Adsoptionsprozessen von Zellen.

Uber die gesamte Messdauer mit einem kleinen Rihrfisch
und Magnetriihrer gemischt.

IfS Messungen: Fir jede Messung wurde ein mit KOH
und Piranha Ldsung gereinigtes Interferenzglas benutzt.
Zuerst wurde eine Baseline aufgenommen indem PBS
Uber die Sensoroberflache geleitet wurde. Im nachsten
Schritt wurde fir 10 min die Proteinlosung — Fibronektin
(human, Sigma-Aldrich), natives Kollagen (human, Sigma-
Aldrich) oder bei 75 °C 10 min denaturiertes Kollagen - zur
Funktionalisierung der Sensoroberflache tber diese gelei-
tet (Abb.3). Die Konzentration belief sich bei allen Mes-
sungen auf 10 pg/ml.
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Abb. 3: Exemplarische Messung der Adsorption von
10-10° HEK-Zellen in Medium auf eine mit Fibronektin
funktionalisierte Oberfldche mittels der Reflektometri-
schen Interfernzspektroskopie

Im folgenden Schritt wurde das Medium uber die Ober-
flache geleitet um diese, die Flusszelle und die Schlduche
zu blocken und um die Signaldnderung verursacht von
Bestandteilen des Mediums von der Signalanderung durch
die Adsorption der Zellen unterscheiden zu kénnen. Die-
ser Schritt wurde fur 10-17 min durchgefiihrt. Daraufhin
wurde die Zellsuspension Uber die Oberflaiche geleitet. Je
nachdem wie viele Zellen zur Verfligung standen konnte
dieser Schritt zwischen 10-20 min durchgefiihrt werden.
Die Zellsuspension wurde jeweils frisch direkt vor der In-
jektion hergestellt. Die Dissoziation der Zellen wurde beo-
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bachtet indem erneut Medium tber die Oberflache geleitet
wurde. Abgeschlossen wurde eine Messung mit der Rei-
nigung des Interferenzglases, der Schlauche und der
Flusszelle mit zuerst Trypsin-EDTA fir mindestens 7 min
um die Zellen wieder abzulésen und gegebenenfalls zu
verdauen. Mit einer 1 M Guanidiniumhydrochlorid Lésung
wurden verbleibende Zellreste, Proteine und andere ad-
sorbierte Stoffe fir mindestens 7 min aus dem System
entfernt. Bevor eine weitere Messung durchgefiihrt wer-
den konnte wurde die Anlage fir mindestens 10 min mit
PBS gespdilt.

Ergebnisse und Diskussion

In Vorversuchen wurde zuerst getestet, ob eine Untersu-
chung der Zelladsorption auf Oberflachen mittels RIfS
moglich ist. Hier wurde vor allem darauf geachtet, ob die
Zellen den Versuch Uberleben kénnen. Da weder Tempe-
ratur noch der CO; Gehalt in der Luft wahrend des Versu-
ches kontrolliert wurde, wurden die Zellen nach einem
RIfS Versuch mit Zellen, welche bei gleichen Bedingungen
gelagert wurden und mit Zellen, welche im Inkubator gela-
gert wurden, untersucht. Nach der Bestimmung des An-
teils an toten Zellen in der Zellsuspension wurde festge-
stellt, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen
den Behandlungen der HEK-Zellen gab. Hieraus wurde
geschlossen, dass weder die Scherkréfte, die Lichteinwir-
kung noch die Umgebungsbedingungen einen starken ne-
gativen Effekt auf die Zellen haben. Im nachsten Schritt
wurde untersucht, ob die Anlagerung der Zellen im
RIfS-Aufbau einen messbaren Unterschied in Messsignal
zeigt. Da sich der Brechungsindex des Mediums nur we-
nig von dem der Zellen unterscheidet, wurde vermutet,
dass moglicherweise nur sehr wenig Licht an der Phasen-
grenze zwischen Zelle und Medium reflektiert wird. Dies
wirde zu einer sehr kleinen Signalanderung wahrend der
Messung fiihren. Wie in Abbildung 3 zu erkennen wurde
And von circa 1 nm auf einer mit Fibronektin funktionali-
sierten Oberflache durch die Anlagerung von 10-10° HEK-
Zellen/ml in Medium gemessen. Das Signal zu Rausch-
verhaltnis ist bei einem Signalzuwachs in diesem Bereich
hinreichend gut.
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Im Folgenden wurde untersucht, ob mit Hilfe von RIfS
unterschiedliches Adsorptionsverhalten von HEK-Zellen
auf unterschiedlich funktionalisierten Oberflachen beo-
bachtet werden kann. Funktionalisiert wurden die Oberfla-
chen mit Fibronektin, nativem Kollagen oder denaturiertem
Kollagen. Die Anlagerung der HEK-Zellen ist auf der mit
denaturiertem Kollagen funktionalisierten Oberflache am
starksten ausgepragt. Hier werden Beladungen der Ober-
flache von bis zu 2,6 nm verzeichnet wahrend bei der mit
nativem Kollagen und Fibronektin funktionalisierten Ober-
flache And etwa 0,8 nm betragt (Abb. 4, Abb. 5). Auch die
Dissoziationsphase ist auf der mit denaturiertem Kollagen
funktionalisierten Oberfliche am deutlichsten zu erken-
nen. In der Dissoziationsphase unterscheidet sich auch
das Verhalten der HEK-Zellen auf den Fibronektin und
Kollagen nativ funktionalisieten Oberflachen. Auf den
Oberflachen mit nativem Kollagen haften die HEK-Zellen
auch beim Spulen mit Medium starker im Vergleich zu den
beiden anderen getesteten Oberflachen.

Adsorption HEK-Zellen (107 Zellen/ml in Medium)

2,5+ [ Assoziation
/) Dissoziation

n=3

KoIIagén nativ  Kollagen clienaturieﬁ
Oberflachenfunktionalisierung
Abb. 4: Anderung der optischen Schichtdicke 4nd durch
die Assoziation und die Dissoziation von HEK-Zellen auf
unterschiedlichen Oberfldchen

T
Fibronektin

Um zu beurteilen, wie sich die Zellmorphologie und die
Anzahl der adharenten Zellen im Vergleich zu den jeweili-
gen RIfS Messungen verhalt, wurden auf Deckglaser ad-
hérente Zellen fixiert und mit DAPI und FITC-Phalloidin
angefarbt. Um die RIfS Messung mdéglichst gut auf einem
Deckglas zu simulieren wurde die Zellsuspension wahren

A) Oberflichenfunktionalisierung: Fibronektin

B) Oberfliachenfunktionalisierung: Kollagen nativ
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der Anlagerung kontinuierlich leicht geschwenkt, um eine
Sedimentation der Zellen auf die Oberflache zu vermei-
den. Nach einer Dissoziationsphase von 15 min wurden
die Zellen fixiert und angefarbt (Abb. 6). Im Ubersichtsbild
ist klar zu erkennen, dass sich auf der mit denaturiertem
Kollagen funktionalisierten Oberflache etwas mehr Zellen
befinden als auf den Oberflaichen mit nativem Kollagen
und Fibronektin. Auf beiden Kollagen Oberflachen agglo-
merieren die Zellen mehr als auf der Fibronektin Oberfla-
che. Im Cytoskelett der HEK-Zellen konnten nach der 15-
minltigen Dissoziationsphase keine Unterschiede zwi-
schen den Oberflachen erkannt werden. Da der Fixier-
und Féarbevorgang der Zellen mehrere Waschschritte be-
inhaltet, kann nicht davon ausgegangen werden, dass sich
wahrend dieses Prozesses keine Zellen von der Oberfla-
che geldst haben. Dieser Einfluss kann auf unterschiedli-
chen Oberflachen unterschiedlich stark ausgepragt sein.
Deshalb kdnnen diese Ergebnisse nicht direkt verwendet
werden, um eine mdgliche Korrelation zwischen der Zell-
dichte auf der Oberflaiche und der in RIfS gemessenen
And zu untersuchen. Jedoch zeigt sich ein gleicher Trend
in beiden Verfahren was fiir eine Korrelation spricht. Zu-
kinftig kénnten die Interferenzplattchen direkt nach der
Messung in der RIfS-Anlage unter einem Lichtmikroskop
untersucht und danach fixiert und angefarbt werden.

Zur Untersuchung, wie sich die Zellen nach léngerer Zeit
auf der Oberflache verhalten, wurde der Versuch mit einer
langeren Dissoziationsphase von 120 im Inkubator wie-
derholt. In diesem Versuch wurde auf das Schwenken
wahrend der Assoziation verzichtet. Es befinden sich am
Ende des Versuches deutlich mehr Zellen auf den Ober-
flachen (Abb. 7). Dies zeigt, dass die Scherkréfte einen
sehr starken Einfluss darauf haben wie viele Zellen an der
Oberflache adhérieren kénnen. Um vergleichbarere Be-
dingungen mit den RIfS-Messungen zu erreichen, ist es
sinnvoll auch diese Versuche in einem Durchflusssystem
mit definierten FlieRgeschwindigkeiten durchzufiihren. In
den Ubersichtsbildern nach der verlangerten Dissoziati-
onszeit ist erkennbar, dass sich die meisten Zellen auf der
mit Fibronektin funktionalisierten Oberfldche befinden. Die
kleinste Zellzahl kann auf der Oberflache mit denaturier-
tem Kollagen festgestellt werden, wobei die Oberflache
mit nativen Kollagen, im Vergleich zu den beiden anderen
Oberflachen, eine mittlere Zellzahl aufweist.

C) Oberfliachenfunktionalisierung: Kollagen denaturiert
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Abb. 5: Bindungskurven von 10-10° HEK-Zellen in Medium auf eine mit Fibronektin (A) eine mit nativem Kol-
lagen (B) und eine mit denaturiertem Kollagen (C) (jeweils 10 pg/ml) funktionalisierten Glasoberfliche.
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Fibronektin

Phalloidin-FITC DAPI

Abb. 6: Fluoreszenzaufnahmen von HEK-Zellen auf un-
terschiedlichen Oberfldchen. Assoziation: 15min RT unter
Schwenken, Dissoziation: 15 min RT

Kollagen nativ

Kollagen denaturiert

Fibronektin

Kollagen nativ

Kollagen denaturiert

Phalloidin-FITC DAPI

Abb. 7: Fluoreszenzaufnahmen von HEK-Zellen auf un-
terschiedlichen Oberfldchen. Assoziation: 15 min RT,
Dissoziation: 120 min in Inkubator

Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen auch hier, dass die
HEK-Zellen auf den Kollagen funktionalisierten Oberfla-
chen stérker agglomerieren als auf der Fibronektin funkti-
onalisierten Oberflache. Zudem liegen die HEK-Zellen auf
den Kollagen Oberflachen noch sehr abgerundet vor, wah-
rend sie auf der Fibronektin Oberflache deutlich spreiten.
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Da gezeigt werden sollte, ob es auch mdéglich ist, die An-
lagerungen von Zellen lber einen langeren Zeitraum hin-
weg mit Hilfe von RIfS aufzuzeichnen, wurde die Dissozia-
tionsphase in einem Versuch mit denaturiertem Kollagen
funktionalisierten Oberflachen deutlich verlangert. Hierfir
wurden die adharierten Zellen fiir 3 h nach der Assoziation
mit Medium gespdilt (Abb. 8). Hier ist deutlich zu erkennen,
dass And zu Beginn der Dissoziationsphase deutlich fallt
und dann eine kontinuierliche langsame Abnahme auf-
zeigt. Dieses Ergebnis zeigt, dass sowohl die Anfangs-
phase der Zelladsorption wie auch die weiteren Entwick-
lungen Uber mehrere Stunden mit diesem RIfS-Aufbau
beobachtete werden kénnen. In Vorversuchen wurde auch
festgestellt, dass die And nach der Assoziation von HEK-
Zellen auf einer Fibronektin Oberflache bei Spililen mit
Medium Uber mehrere Stunden langsam anwéchst. Da die
verwendeten Zellen aus einer anderen Charge stammten
sind die Ergebnisse der nicht direkt mit der Langzeitmes-
sung auf denaturiertem Kollagen vergleichbar, liefern aber
einen Hinweis darauf, dass sich das Verhalten der HEK-
Zellen auch in einem langeren Zeithorizont auf unter-
schiedlichen Oberflachen unterscheidet.
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Abb. 8: Langzeituntersuchung der Adsorption von
10-10° HEK-Zellen in Medium auf eine mit denaturiertem
Kollagen funktionalisierte Glasoberflédche.
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Obwohl kurze Zeit nach der Zelladsorption auf der Kol-
lagen-funktionalisiert (denaturiert) Oberflachen im Ver-
gleich zur Fibronektin-funktionalisierten Oberflache mehr
Zellen zu finden sind, befindet sich auf der Kollergen-
Oberflache nach langerer Dissoziationsphase weniger Zel-
len. Dies ist ein Indiz, dass die Zellen starker und spezifi-
scher an Fibronektin im Vergleich zu Kollagen binden
kénnen.

Um detailliertere Aussagen zum Assoziations- und Dis-
soziationsverhalten und damit der Affinitdt von Zellen ge-
geniber einer Oberflache treffen zu kénnen, ist die Be-
schreibung dieses Vorgangs mit Ratenkonstanten anstre-
benswert. In dieser Arbeit wurde erstmals getestet ob eine
kinetische Auswertung der Adsorptionsprozesse von Zel-
len méglich ist. Eine Bedingung fiir die meisten Adsorpti-
onsmodelle ist das Vorliegen einer Reaktion pseudoerster
Ordnung. Um dies zu gewahrleisten wird die Konzentrati-
on eines Reaktionspartners ber den Reaktionsverlauf
konstant gehalten. Da sich die Anzahl der freien Bin-
dungsstellen auf der Oberflache zwangslaufig mit der Zeit
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andert wird klassischerweise die Konzentration des Analy-
ten — in diesem Fall die Zellkonzentration — konstant ge-
halten. Durch die Minimierung der Wegstrecke zwischen
Probengefald und Sensoroberflache und dem kontinuierli-
chen Rihren der Zellsuspension wahrend des Versuches
wurde versucht diese Anforderung zu erfiillen. Um dies zu
Uiberprifen, wurde die Zellkonzentration wéhrend der RIfS
Messung untersucht. Hierfiir wurden wahrend der Adsorp-
tion von 10-10° HEK-Zellen/ml auf einer Fibronektin Ober-
flache alle 2 min eine Fraktion nach der Peristaltikpumpe
entnommen und die Zellen in der Lésung ausgezahlt. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich nach etwa 5 min eine Zell-
konzentration &hnlich der theoretisch vorgegebenen Zell-
konzentration einstellt. Im weiteren Verlauf schwanken die
Werte stark um den theoretischen Wert (Abb. 9). Zudem
ist die Zellkonzentrationsbestimmung Uber die Neubauer
Zahlkammer grofder Streuung unterworfen. Mit einer hin-
reichenden Resuspension der HEK-Zellen unmittelbar vor
der Messung kénnte dieses Problem minimiert werden.
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Abb. 9: Bestimmung der Zellkonzentration (Punkte und
Fehlerbalken entsprechen Mittelwert und Standardabwei-
chung) wihrend der Zelladsorption (blaue Linie).

Eine weitere Voraussetzung fir die meisten Adsorpti-
onsmodelle ist eine Abhangigkeit der Gleichgewichtsbela-
dung von der Konzentration des Analyten. Um dies zu tes-
ten wurde die Adsorption von 1-10° HEK-Zellen/ml, 5-10°
HEK-Zellen/ml und 10-10° HEK-Zellen/ml in Medium auf
eine mit denaturiertem Kollagen funktionalisierten Oberfla-
chen vermessen (Abb. 10).
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Abb. 9: Anlagerung von unterschiedlichen Konzentrati-
onen an HEK-Zellen auf eine mit denaturiertem Kollagen
beschichtete Oberfléche
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Die Ergebnisse zeigen, dass eine Konzentrationsabhan-
gigkeit vorliegt, wodurch die Bestimmung kinetischer Pa-
rameter der Zelladsorption theoretisch méglich ist. Hier ist
jedoch zu beachten, dass eine konstante Zellkonzentrati-
on Uber die Messdauer bewahrt werden muss. Zudem ist
— besonders wegen der Zellgrée — wichtig, den Einfluss
der Diffusion auf die Zelladsorption auszuschlief3en.

Ausblick

Es wurde gezeigt, dass sich die Messmethode RIfS her-
vorragend eignet, um Adsorptionsprozesse von Zellen auf
Oberflachen zu untersuchen. Die zeitabhéngige Untersu-
chung der Anderung der optischen Schichte And ist so-
wohl fiir Beobachtungen in der ersten Phase der Adsorpti-
on im Bereich von mehreren Minuten wie auch Uber lange-
re Zeitrdume von mehreren Stunden mdglich. Es konnte
zudem gezeigt werden, dass sich die Adsorptionskurven
von HEK-Zellen auf Fibronektin, nativem und denaturier-
tem Kollagen unterscheiden. Erstmalige Uberlegungen zur
Bestimmung kinetischer Parameter der Zelladsorption
wurden vorgestellt. Es wurde gezeigt, dass deren Be-
stimmung theoretisch méglich ist. Zukiinftig kénnten aus-
gewahlte Prozesse in dem komplexen Feld der Fremdkor-
per Reaktion an Implantaten von der Aktivierung der
Thrombozyten an Oberflachen durch adhérente Proteine
bis hin zur Interaktion von Oberflichen mit Leukozyten,
Fibroblasten und Epithelzellen untersucht werden.
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