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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Motivation

Bei der Behandlung des Glaukoms mit Glaukom-Drainage-Implantaten
(GDI) kommt es immer wieder zu unerwünschten Abkapselungsreaktio-
nen. Durch eine überschießende Narbenbildung bilden sich Kapseln um
die Endplatte des Implantats, die das Abfließen des Kammerwassers
beeinträchtigen und so den Erfolg der Therapie verringern.

Verantwortlich für solche Körperreaktionen sind unter anderem die Ober-
flächen der verwendeten Materialen. Sie stehen im direkten Kontakt zum
Körper und sind maßgeblich für die Biokompatibilität des Implantats
verantwortlich.

Deswegen stehen zur Zeit Oberflächenmodifikationen von Implantaten im
Fokus der medizinisch-materialwissenschaftlichen Forschung. Man erhofft
sich Fortschritte beim Einsatz von Implantaten, durch die Komplikationen
im Heilungsprozess vermieden werden können.
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Kapitel 1 Einleitung

Eine Möglichkeit dabei ist der Einsatz von Beschichtungen aus Polymeren
wie zum Beispiel Hydrogele, die auf die Oberfläche des Implantats aufge-
bracht werden. Sie können der Oberfläche eine vom Substrat verschiedene
Struktur und Chemie verleihen und dadurch eine andere Biokompatibilität
besitzen.
Um die Fibrosereaktion des Körpers zu verhindern, benötigt man Ober-
flächen, die eine Besiedlung von Zellen verhindern. Man spricht von
“Antifouling“.

Hydrogele können zusätzlich als Arzneimittel-Träger verwendet werden,
die über einen längeren Zeitraum an die Stelle der Operation Substanzen
freisetzen, die die Heilung beeinflussen.

1.2 Hydrogele

1.2.1 Gele

Gele sind Materialien, die Eigenschaften besitzen, die zwischen den Ag-
gregatzuständen flüssig und fest anzusiedeln sind. Sie sind verformbar
wie Flüssigkeiten, haben aber im Gegensatz zu diesen eine definierte
Ausbreitung und eine feste Stuktur. Gele sind Stoffgemische, die aus einer
festen Komponente und einer flüssigen Phase bestehen. Die flüssige Pha-
se umschließt dabei die feste Komponente vollständig. Ist diese flüssige
Komponente Wasser, spricht man von Hydrogelen [1].

1.2.2 Hydrogele im Alltag

Hydrogele sind bei Industrieprodukten, die wir im Alltag verwenden, häu-
fig anzutreffen. So haben besonders Kosmetikprodukte wie Zahncremes,
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1.2 Hydrogele

Haargel und Shampoo Gel-Eigenschaften.
Das Vermögen einiger Hydrogele, große Mengen Wasser zu absorbieren,
wird dazu verwendet, in Windeln und anderen Hygieneprodukten Kör-
perflüssigkeiten zu binden. Man spricht hier von Superabsorbern, da eine
kleine Menge Hydrogel eine vielfache Menge Wasser aufnehmen kann.

1.2.3 N-Isopropylacrylamid-Hydrogele

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Hydrogel ist ein auf N-Isopro-
pylacrylamid basierendes co-Polymer [2]. Auf diesem Monomer basierende
Hydrogele sind “responsive“ Hydrogele. Oberhalb einer bestimmten Tem-
peratur verlieren sie die Eigenschaft, Wasser zu binden, und kollabieren.
Die exakte Temperatur (“Lower Critical Solution Temperature“, LCST)
ist dabei abhängig von den weiteren verwendeten Monomeren und deren
prozentualen Anteil. Es wurde ein N-Isopropylacrylamid–Methacrylsäure–
Methacryloxylbenzophenon–co-Polymer eingesetzt, das eine Kollapstem-
peratur von ca. 34 ∘C besitzt. Im weiteren Text wird dieses Polymer als
Hydrogel bzw. PNIPAAm bezeichnet.

Um die wasserbindenden Eigenschaften zu erhalten, muss das Polymer
aus einem Netzwerk von Ketten bestehen, die zwar Wasser binden, jedoch
nicht von Wasser gelöst werden.
Häufig erreicht man diese starke Vernetzung, indem man während der
Synthese des Hydrogels Monomere co-polymerisieren lässt, die durch ihre
Bifunktionalität zwei Ketten miteinander verbinden können. Eine andere
Möglichkeit, diese Vernetzung zu erhalten, ist der Einbau von Gruppen,
die nach der Polymersynthese Verknüpfungen bilden können.
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Kapitel 1 Einleitung

Abbildung 1.1: Reaktion der Benzophenongruppen nach Anregung durch
UV-Strahlung

Eine elegante Variante hierzu ist der Einbau von Benzophenon-Grup-
pen [3]. Diese können durch ihren geringen (𝑛 → 𝜋*)-Übergang mit nie-
drig-energetischem UV-Licht angeregt werden und bilden leicht Radikale.
Diese reagieren dann mit den umliegenden Ketten und bilden dadurch
kovalente Verknüpfungen zwischen den Ketten (Abbildung 1.1).

Der Vorteil dieser Methode ist, dass sich so dünne Schichten herstellen
lassen. Das unvernetzte Polymer löst sich in polaren Lösungmitteln und
kann in geringer Konzentration auf die Substratoberfläche gebracht werden.
Nachdem das Lösungsmittel verdampft ist, wird das Hydrogel vernetzt
und damit funktionsfähig. Die nachträgliche Vernetzung ermöglicht auch
das Aufbringen von Mustern und Strukturen auf die Oberfläche. Zusätzlich
ermöglicht diese Reaktion eine kovalente Bindung des PNIPAAms an
Substrate, die nicht-aromatische Kohlenstoffketten besitzen.
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1.3 Biologische Grundlagen

1.3 Biologische Grundlagen

Abbildung 1.2: Aufbau des Au-
ges [4]

Abbildung 1.3: Schematische
Darstellung des Krankheitsbil-
des Glaukom nach [4]

1.3.1 Glaukom

Das Krankheitsbild des Glaukoms, auch “grüner Star“ genannt, ist eine
der häufigsten irreversiblen Erblindungsursachen sowohl in den Industrie-
staaten als auch in Entwicklungsländern. Es entsteht durch eine Störung
des Gleichgewichts zwischen einströmendem und abfließendem Kammer-
wassers, bis der Augeninnendruck deutlich gesteigert ist (Abbildung 1.3).
Meistens ist dafür eine Abflussstörung im Kammerwinkel verantwortlich.
Der Augeninnendruck erhöht sich dadurch so weit, dass der Sehnerv nicht
mehr ausreichend mit Blut versorgt werden kann. Es sterben immer mehr
Nervenzellen durch die Komprimierung der Netzhaut ab, was zu partiellen
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Kapitel 1 Einleitung

bis kompletten Gesichtsfeldausfällen führt. Wird medizinisch nicht recht-
zeitig eingegriffen, wird der gesamte Sehnerv so stark in Mitleidenschaft
gezogen, dass der Betroffene erblindet.

Abbildung 1.4: Schematische Zeichnung des Auges nach erfolgter Opera-
tion beim Glaukom [4]

Behandlung des Glaukoms

Im Vordergrund der Behandlung des Glaukoms steht die Senkung des
Augeninnendrucks. Die Therapie beginnt mit der medikamentösen Be-
handlung. Mit beispielsweise 𝛽–Blockern bzw. Carboanhydrase-Hemmern
soll der Einstrom von Kammerwasser verringert werden. Miotika sollen
den Kammerwinkel öffnen und so den Kammerwasserabfluss verbessern.

Reichen diese Therapien in Kombination nicht mehr aus, wird durch
einen chirurgischen Eingriff der Abfluss des Kammerwassers wieder her-
gestellt. Es gibt mehrere Arten, dies zu erreichen. Im Mittelpunkt steht

6



1.3 Biologische Grundlagen

dabei, eine ausreichende Öffnung für den Abfluss des Kammerwassers zu
schaffen. Es können dazu GDI zum Einsatz kommen, die den Abfluss des
Kammerwassers regulieren sollen.

Abbildung 1.5: Glaukom Drainage Implantate verschiedener Anbieter; A:
Ahmed Valve FP7, B: Ahmed Valve S2, C: Baerveldt, D: Molteno

Glaukom-Drainage-Implantate (GDI)

Zur Therapie von Glaukomen kommen Modelle von unterschiedlichen
Herstellern zum Einsatz [5]. Die Modelle haben alle gemein, dass sie aus
einem kleinen Schlauch bestehen, der mit einer Endplatte verbunden ist.
Der Schlauch wird in das Auge eingeführt. Die Endplatte wird auf der
Außenseite des Augapfels zwischen Leder– und Bindehaut gesetzt. Sie soll
sicherstellen, dass der Schlauch nicht verrutscht und bewirkt, dass eine
ausreichend große Resorptionsfläche für das abfließende Kammerwasser
zur Verfügung steht. Die Teile können aus Silikon oder Polypropylen
gefertigt sein, außerdem gibt es Modelle mit und ohne Ventil.

Bei allen eingesetzten Modellen kann es zu Komplikationen wie Hypotonie
(zu niedriger Augeninnendruck), Diplopie (Auftreten von Doppelbildern)
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Kapitel 1 Einleitung

und Einkapselungsreaktionen kommen. Modelle mit Ventil beugen der
Hypotonie vor.
Besonders die Einkapselung der Endplatte behindert den Erfolg der The-
rapie, da das Implantat seine Funktion durch die Einschlussreaktion des
Körpers nicht erfüllen kann. Es entstehen Kapseln, die den Abfluss des
Kammerwassers ins umliegende Gewebe verhindern, so dass der Augenin-
nendruck weiterhin hoch bleibt.

Diese Reaktion versucht man unter anderem damit zu bekämpfen, indem
antifibrotische Medikamente wie Mitomycin C [6] oder 5-Fluoruracil beim
chirurgischen Eingriff in die Operationsstelle gegeben werden.

1.3.2 Zellbiologie

Fibroblasten

Fibroblasten sind Zellen des Bindegewebes, die sich im gesamten Or-
ganismus finden. Sie sind auf die Synthese von Proteinen spezialisiert,
die die extrazelluläre Matrix bilden. Sie bilden vor allem Kollagen, aber
auch Glykosaminoglykane, die zusammen die Festigkeit des Bindegewebes
bewirken.

Die Fibroblasten sind morphologisch divers, und können sowohl spindel-
förmig vorliegen als auch sternförmige Gestalt annehmen. Sie sind in der
Lage, sich im Körper aktiv amöboid zu bewegen, verlassen dabei aber
nicht ihren Gewebeverband.

Bei einer Verletzung des Gewebes wird die Mitose der Fibroblasten durch
die Ausschüttung von Cytokinen angeregt. Sie sind entscheidend für den
Heilungs- und Vernarbungsprozess.
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1.3 Biologische Grundlagen

Apoptose und Nekrose

Bei der Apoptose und der Nekrose handelt es sich um zwei unterschiedliche
Wege des Zelluntergangs. Sie unterscheiden sich in wesentlichen Bereichen
und werden durch andere äußere Signale ausgelöst, die nachfolgend kurz
beschrieben werden. Abbildung 1.6 zeigt eine schematische Darstellung
der Prozesse.

Abbildung 1.6: Unterschiede von Apoptose und Nekrose, schematische
Darstellung

Die Apoptose, auch “programmierter Zelltod“ genannt, tritt im gesunden
Organismus vielfach auf. Es ist ein zielgerichteter Abbau von Zellen, die
nicht mehr benötigt werden oder Defekte aufweisen. Sie verläuft nach
festen Mustern, für die Proteine in der Zelle synthetisiert werden und
Energie in Form von ATP bereit gestellt wird. Sie ist notwendig, um die
Homöostase im Gewebe aufrecht zu erhalten. Außerdem ist sie maßgeblich
an der Vorbeugung von Mutationen beteiligt, indem sie veränderte Zellen
abbaut, und beugt so der Entstehung von Krebs vor.
Erhält die Zelle bestimmte Signale, leitet sie die Apoptose ein. Die Chro-
mosomen im Zellkern werden abgebaut, ebenso wie die anderen Zellorga-
nellen. Die Zelle beginnt zu schrumpfen. Die Membran bleibt während
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Kapitel 1 Einleitung

des Prozesses intakt und es bilden sich aus der Zelle kleine Vesikel, die
von Makrophagen aufgenommen werden.

Die Nekrose ist immer ein pathophysiologischer Prozess, der von Viren,
Bakterien, Giften oder einer unzureichenden Versorgung ausgelöst werden
kann. Ein Kennzeichen der Nekrose ist das Aufquellen der Zelle. Das
physiologische Gleichgewicht ist so gestört, dass der Stofftransport nicht
mehr ausreichend stattfindet. Während der Nekrose der Zelle wird keine
Energie benötigt. Die Zellmembran wird früh im Prozess zerstört und
entlässt die intrazelluläre Flüssigkeit in den Extrazellularraum. Durch die
Veränderungen in Ionenzusammensetzung und pH-Wert an dieser Stelle
treten Entzündungsreaktionen auf, die weiteres umliegendes Gewebe
zerstören können.
Tabelle 1.1 fasst die wichtigsten Merkmale beider Prozesse zusammen.

Apoptose Nekrose
Physiologisch oder pathophysiologisch Pathophysiologisch
Genetisch determiniert Nicht genetisch determiniert
Energie–abhängig Energie–unabhängig
Proteinbiosynthese notwendig Verminderte Proteinbiosynthese
Keine Änderung des ATP-Gehalts ATP-Gehalt zu gering
Zeitlich verzögerte aktive Degeneration Unmittelbar eintretende Degeneration
Zellschrumpfung Zellschwellung
Membran bleibt erhalten Membran entwickelt Defekte
Intakte Zellorganellen Zerstörung von Zellorganellen
Keine Entzündungsreaktion Entzündungsreaktion

Tabelle 1.1: Zusammenfassung der Unterschiede zwischen Apoptose und
Nekrose

1.3.3 Paclitaxel

Paclitaxel (Handelsname Taxol) (Abbildung 1.7) ist ein Naturstoff aus der
Gruppe der Taxane, das erstmals in den 1970er Jahren aus der pazifischen
Eibe im Rahmen eines Programms zur Entdeckung und Untersuchung von
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1.3 Biologische Grundlagen

Abbildung 1.7: Sturkturformel von Paclitaxel

Naturstoffen mit potenzieller Anwendung in der Krebs-Therapie isoliert
werden konnte [12]. Schon zu dieser Zeit wurde das anti-proliferative
Potential erkannt und für einen Einsatz in der Krebstherapie vorgesehen.
Dabei bereitete besonders die schlechte Verfügbarkeit – die Substanz
musste aufwendig aus der Rinde der Bäume isoliert werden – und die
schlechte Bioverfügbarteit – die Substanz ist in Wasser schwer-löslich –
Probleme.

Heute wird Paclitaxel hauptsächlich aus Baccatin III syntetisiert, das in
den Nadeln der europäischen Eibe vorkommt. Als Formulierung wird es in
der Krebstherapie entweder mit Ethanol und Cremophor EL verabreicht
oder zusammen mit Albumin [13].

Wie Wang et al. in ihrem Review zusammenfassen, greift Paclitaxel in
die Mitose der Zellen ein. Es bindet an die Mikrotubuli, die bei der Zell-
teilung wichtige organisatorische Aufgaben übernehmen. Das Paclitaxel
stabilisiert sie soweit, dass sie ihre Funktion nicht mehr ausüben können.
Die mitotische Spindel kann sich nicht ausbilden und die Zelle bleibt in
der Teilung stecken. Dadurch wird die Apoptose der Zelle eingeleitet.
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Kapitel 1 Einleitung

Es werden noch weitere Mechanismen, die die Apoptose einleiten, ver-
mutet, da schon bei geringen Konzentrationen, die die Mikrotubuli noch
nicht stabilisieren können, ein Abbau der Zelle stattfindet. Bisher konnten
jedoch keine weiteren Bindungsstellen an zum Beispiel Rezeptoren für
Paclitaxel in der Zelle entdeckt werden.

Paclitaxel tritt auch mit anderen Komponenten des Cytoskeletts in Wech-
selwirkung. Dadurch vermindert es die Migration und Beweglichkeit der
betroffenen Zellen. Auch hier sind die genauen Mechanismen Gegenstand
der aktuellen Forschung [14].

Im Tierversuch wurde Paclitaxel bei der Behandlung von Fibrosen getestet,
die durch den Einsatz von Implantaten am Auge des Tieres entstehen und
damit als Modell für die Behandlung von Fibrosen bei der Verwendung
von GDI am Menschen dienen [15].

1.3.4 Antifouling-Eigenschaft von Oberflächen

Unter Antifouling versteht man, dass keine Zellen auf der Oberfläche
anhaften können. Im Allgemeinen wird der Begriff verwendet, um eine
Oberflächeneigenschaft zu beschreiben, die die Bildung von Biofilmen
vermeidet. Man geht davon aus, dass zur Biofilmbildung mehrere Schritte
notwendig sind:

1. Reversible Erstanlagerung von Proteinen auf der Oberfläche

2. Irreversible, feste Ablagerung von Proteinen

3. Besiedlung des Proteinteppichs mit ersten Zellen

12



1.4 Ziel der Arbeit

4. Bildung einer Zellschicht auf der Oberfläche, die in der Lage ist,
ihre Umgebung mit eigenen Proteinen zu gestalten (Bildung einer
extrazellulären Matrix)

Kann man nun einen dieser Schritte verhindern, kann sich auf der Ober-
fläche kein Biofilm bilden. Man spricht von Antifouling.

1.4 Ziel der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Oberflächenmodifikation von Po-
lystyrol- und Polyethylensubstraten mit PNIPAAm, um Oberflächen zu
erhalten, auf denen humane Tenonfibroblasten nicht anwachsen können.

Zu Beginn der Arbeit werden stabile Schichten hergestellt (Abschnitt 2.1)
und mit konfokaler Mikroskopie untersucht (Unterabschnitt 2.1.4). Es
sollen insbesondere die Rauigkeiten der Oberflächen bestimmt werden,
da diese eine wesentliche Rolle bei der Anhaftung von Zellen spielt.

Im zweiten Teil der Arbeit werden diese Schichten in in vitro-Unter-
suchungen mit humanen Tenonfibroblasten (HTF) getestet (Unterab-
schnitt 2.2.1). Im Vordergrund steht dabei die Proliferationsrate der HTF,
nachdem sie mit dem Hydrogel in Kontakt kamen. Um diese zu bestim-
men, wird ein Alamar Blue Assay der Zellkulturen durchgeführt. Dies
soll zeigen, ob die PNIPAAm-Beschichtung toxisch auf die Zellen wirkt.

Weiterhin soll bei einer verminderten Proliferation der Zellen gezeigt
werden, welche Prozesse hierbei involviert sind. Dafür werden Zellen für
die Durchflusscytometrie mit Markern für Apoptose und Nekrose inkubiert
und damit Prozesse der Zellen sichtbar gemacht, die zu einer verminderten
Proliferationsrate führen können.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Substrate

Im Mittelpunkt der Arbeit steht die Erprobung von dünnen NIPAAm-
Schichten in Zellversuchen, die mittels Drop Coating auf die Oberfläche
von Petrischalen aufgebracht werden. Petrischalen werden häufig für in
vitro-Untersuchungen benutzt, stellen ein optimales Substrat für diese
Versuche dar. Im Gegensatz zu den bei GDI verwendeten Materialien
Silikon und Polypropylen bestehen die verwendeten Petrischalen aus
Polystyrol oder Polyethylen. Es ist unerlässlich, dass die Hydrogelschichten
die Oberfläche der Petrischale für die Dauer des Versuchs vollständig und
stabil bedecken, um korrekte Aussagen zur Zelladhäsion treffen zu können.
Auch bei der späteren Anwendung auf Implantaten ist eine dauerhafte
Verbindung zwischen Beschichtung und Substrat eine der wichtigsten
Eigenschaften.

Eine Voraussetzungen für ein stabiles Hydrogel ist die Vernetzung der
Polymerketten untereinander. Normalerweise werden für die Vernetzung

15



Kapitel 2 Material & Methoden

Abbildung 2.1: Schematische Zeichnung für die Substratvorbereitung

bei der Polymerisation Monomere verwendet, die durch ihre Bifunktio-
nalität diese Verknüpfungen während des radikalischen Kettenaufbaus
erledigen. Bei den verwendeten PNIPAAm-Hydrogelen wurden jedoch
Benzophenongruppen eingebaut, die zu einem späteren Zeitpunkt mittels
UV-Strahlung vernetzt werden können. Diese Gruppen haben zusätzlich
die Aufgabe, kovalente Bindungen zum Träger zu bilden und Substrat
und Beschichtung fest zu verbinden.

Für den praktischen Einsatz ist eine Methode mit wenig präparativem
Aufwand von Vorteil, da für biologische Versuche große Probenmengen
zur Verfügung stehen müssen, um trotz statistischer Schwankungen ge-
sicherte Aussagen treffen zu können. Eine schematische Übersicht der
Präparationsschritte zeigt Abbildung 2.1.

Im vorliegenden Fall wird dafür eine Aktivierung der Polymeroberfläche
mit Hilfe eines Sauerstoffplasmas gewählt (Abbildung 2.1a). Durch das
Plasma entstehen reaktive Sauerstoffspezies, die mit der Oberfläche des
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2.1 Substrate

Polymers reagieren. Es entstehen hydrophile Gruppen wie Alkohole, Ke-
tone und Aldehyde, die leichter weiterreagieren können als aliphatische
C–H-Bindungen. Zusätzlich wird dadurch eine bessere Benetzung der
Oberfläche mit in diesem Fall polaren Lösungsmitteln erreicht, die beim
Drop Coating verwendet werden. So erreicht man, dass das Polymer in
einer dünnen, gleichmäßigen Schicht über dem Substrat verteilt ist.

Die Zeiten und die Energie für das Plasma müssen so gewählt werden, dass
diese Aktivierung ausreichend stattfindet, dabei aber die Temperatur nicht
so hoch wird, dass das Substrat aus Polyethylen oder Polystyrol schmilzt
oder anderweitige Defekte wie etwa Risse bekommt. Dabei hat es sich
gezeigt, dass ein Plasma bei einer Leistung von 50 W für zehn Minuten
die besten Ergebnisse erzielt. Das Hydrogel-Coating wird direkt nach der
Aktivierung auf das Substrat aufgebracht.

Zusätzlich zur Aktivierung im Plasma ist es entscheidend, dass die Be-
strahlung durch UV-Licht möglichst einheitlich auf dem Substrat erfolgt
(Abbildung 2.1c). Dadurch enstehen mehr kovalente Bindungen zwischen
aufgetragenem Hydrogel und Substrat. Gute Beschichtungen halten über
mehrere Tage, ohne sich sichtbar von der Oberfläche abzulösen. Schlechte
Beschichtungen bilden Blasen oder lösen sich nach kurzer Zeit von der
Oberfläche ab.

Die Behandlung der Substrate mit UV-Strahlen und Plasma hat noch
einen weiteren Vorteil: Durch diese Verfahren ist sichergestellt, dass die
Proben steril sind. So sind keine weiteren Behandlungen zur Sterilisation
vor dem Einsatz nötig, solange die Proben steril gelagert werden.
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Abbildung 2.2: Reaktionsgleichung zur Synthese von Methacryloxy-
benzophenon

2.1.1 Synthese des PNIPAAm-Hydrogels

Das Hydrogel PNIPAAm wurde von der Gruppe um Ulrich Jonas entwi-
ckelt und von ihnen zur Verfügung gestellt. Die Synthesen wurden unter
Anleitung von Alena Aulasevich und Robert Roskamp am Max-Planck-
Institut für Polymerforschung durchgeführt.

Synthese von Methacryloxybenzophenon(MABP)

Zu einer Lösung von 4-Hydroxybenzophenon (20, 0 g, 101 mmol) und
Triethylamin (20 ml, 150 mmol) in Dichlormethan (200 ml) wird Meth-
acryloylchlorid (11, 7 ml, 120 mmol) in 50 ml Dichlormethan tropfenweise
bei 0 ∘C hinzugefügt und die entstehende Mischung über Nacht bei Raum-
temperatur gerührt (Abbildung 2.2).
Das Reaktionsgemisch wird mit Wasser, gesättigter Natriumhydrogen-
carbonat-Lösung und gesättigter Natriumchlorid-Lösung gewaschen. Die
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2.1 Substrate

Abbildung 2.3: Reaktionsgleichung NIPAAm-Co-Polymer

organische Phase wird über wasserfreiem Magnesiumsulfat getrocknet
und das Lösungsmittel abgedampft. Der erhaltene Rest wird durch Um-
kristallisieren aus n-Hexan gereinigt.

Reinigung der Monomere

Das N-Isopropylacrylamid (NIPAAm) wird aus Toluol/Hexan (1:4) um-
kristallisiert. Die Methacrylsäure (MAA) wird im Vakuum destilliert.

2.1.2 Synthese des Polymers

NIPAAm 15 g 100 eq
MAA 570 mg 5 eq
MABP 355 g 1 eq
Lösungsmittel: Dioxan (wasserfrei) 100 ml

Initiator: Azo-bis-(isobutyronitril) (AIBN) 100 mg

Die Monomere werden in Dioxan gelöst und auf 60 ∘C erwärmt. Unter
Argon–Atmosphäre wird der in Dioxan gelöste Initiator hinzugefügt. Das
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Reaktionsgemisch wird über ca. 24 Stunden bei 60 ∘C polymerisiert. Zur
Aufarbeitung wird das Lösungsmittel abrotiert und der Rest in Methanol
gelöst. Mit dem Polymer wird über 7 Tage eine Dialyse in Methanol
durchgeführt, wobei zweimal täglich das Lösungsmittel ausgetauscht wird.
Danach wird das Methanol vollständig abrotiert, der Rest in Dioxan
gelöst und mit kaltem Ether ausgefällt. Die abfiltrierten Kristalle werden
getrocknet (Abbildung 2.3).
Die Reinheit und der statistische Gehalt der einzelnen Monomere wird
über NMR-Spektroskopie nach Beines [16] bestimmt.

1𝐻-NMR (250 MHz, Methanol-𝑑4):

𝛿/𝑝𝑝𝑚 = 0, 64− 1, 19 (𝑚, 3𝐻,−CH3); 1, 19− 1, 70 (𝑚, 2𝐻,

−CH2−); 1, 70− 2, 34 (𝑚, 1𝐻,−𝐶𝐻2−CH−);

3, 83 (𝑏𝑠, 1𝐻,𝐶𝐻3−CH−𝐶𝐻3); 7, 09− 8, 10 (𝑚, 9𝐻,

𝐶 −Harom)

2.1.3 Probenvorbereitung für Zellversuche

Die Petrischalen mit 10 cm Durchmesser aus Polystyrol (Sterilin) bzw.
Polyethylen (Greiner) werden für fünf bis zehn Minuten bei 50− 60 W

und einem Sauerstoffpartialdruck von 0, 2 mbar im Plasma (Plasmaclea-
ner 200-G Plasma System; TePla) gereinigt und aktiviert.
In die so vorbereiteten Schälchen werden je 1, 3 ml Ethanol, 0, 2 ml hoch-
reines Wasser und 0, 5 ml 2%-ige ethanolische Polymerlösung gegeben.
Man lässt das Lösungsmittel erst bei Raumtemperatur mit Normaldruck
und dann im Vakuum bei 40 ∘C verdampfen.
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Das Hydrogel wird bei 365 nm mit 9181 𝜇J vernetzt (Crosslinker UV
Stratalinker 2100; Stratagene) und damit auch eine haltbare Verbindung
zum Träger geschaffen.

2.1.4 Konfokale Mikroskopie

Mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie lassen sich die Oberflächenstrukturen
auf den Substraten noch deutlicher abbilden als mit der herkömmlichen
Lichtmikroskopie. Durch den Aufbau des Mikroskops wird erreicht, dass
nur kleine Ausschnitte des Objekts mit Licht beschienen und analysiert
werden. Dadurch lässt sich das Rauschen durch das Auftreten von Streu-
licht vermeiden, da es durch den Einsatz von Blenden aus dem Signal
gefiltert wird. Es ist somit möglich, durch Rastern über ein Objekt mit
Hilfe eines geeigneten Computerprogramms dreidimensionale Abbildungen
zu erschaffen.

Rauigkeit

In dieser Arbeit sind die Oberflächenanalysen mit Hilfe eines Oberflä-
chenprofilometers (𝜇surf; Firma NanoFokus) durchgeführt worden, das
mit dem Prinzip der konfokalen Weißlichtmikroskopie arbeitet. Es wer-
den Analysen in den Petrischalen für die Zellversuche durchgeführt. Die
Auswertung erfolgt mit der mitgelieferten Software von 𝜇surf (v 6.1)
(Abbildung 2.4). Es wurden Objektive mit 20-facher und 100-facher Ver-
größerung verwendet (Fa. Olympus).

Die Rauigkeiten wurden mit dem Filter nach DIN EN ISO 11562 und in
Übereinstimmung mit DIN EN ISO 4287 und DIN EN ISO 4288 von der

21



Kapitel 2 Material & Methoden

Abbildung 2.4: Bestimmung der Rauhigkeit mit einem Objektiv mit 100-
facher Vergrößerung

Gerätesoftware bestimmt. Dabei ist die mittlere Rauheit 𝑅𝑎 die mittlere
Abweichung in x- und y-Richtung auf einer Geraden, die die Oberfläche
entlangführt. Sie ist definiert nach:

𝑅𝑎 =
1

𝑀 𝑁

𝑀∑︁
𝑚=1

𝑁∑︁
𝑛=1

|𝑧(𝑥𝑚, 𝑦𝑛)− ⟨𝑧⟩| (2.1)

mit

⟨𝑧⟩ =
1

𝑀 𝑁

𝑀∑︁
𝑚=1

𝑁∑︁
𝑛=1

𝑧(𝑥𝑚, 𝑦𝑛) (2.2)

Sie entspricht damit dem arithmetischen Mittel der Oberflächenabweichun-
gen von der Mittellinie. Die quadratische Rauheit 𝑅𝑞 ist die quadratische
Abweichung der Oberfläche:
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2.1 Substrate

𝑅𝑞 =

⎯⎸⎸⎷(︃ 1

𝑀 𝑁

𝑀∑︁
𝑚=1

𝑁∑︁
𝑛=1

|𝑧(𝑥𝑚, 𝑦𝑛)− ⟨𝑧⟩|

)︃2

(2.3)

Beide Rauigkeiten werden mit einer Längeneinheit angegeben, und be-
ziehen sich auf eine bestimmte Messstrecke der Probenoberfläche. Durch
Änderung der Strecke und dem Abstand zwischen den Messpunkten
verändern sich auch die Werte für die Rauigkeiten. Es wird die Rauig-
keit für mehrere Strecken auf der Probenoberfläche bestimmt und deren
Mittelwert gebildet.

Schichtdicke

Auch die Schichtdicke wurde durch konfokale Mikroskopie bestimmt. Dazu
wurde mit einer Nadel die Polymerschicht bis zum Substrat entfernt. Der
Abstand zwischen Substrat- und Polymeroberfläche kann daraufhin von
der Software bestimmt werden (Abbildung 2.5).
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Abbildung 2.5: Bestimmung der Schichtdicke

2.2 Zellversuche

2.2.1 Allgemeine Methode

Zelllinie

Die Zellversuche wurden in der Augenklinik der Johannes–Gutenberg–
Universität Mainz durchgeführt. Es werden Primärkulturen humaner
Tenonfibroblasten (HTF) verwendet. Alle Versuche werden in einer Ste-
rilbank (Nunc safeflow 1.2; Nunc GmbH) durchgeführt. Die eingesetzten
Verbrauchsmaterialien und Lösungen werden vor der Verwendung sterili-
siert. Alle Experimente wurden in Übereinstimmung mit der Deklaration
von Helsinki durchgeführt.

Gewinnung der Zelllinien

Die Zelllinien wurden aus Primärkulturen gewonnen, die aus Geweben
entstanden, die Patienten der Uniklinik Mainz im Rahmen von Therapie
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2.2 Zellversuche

oder Diagnostik entnommen wurden. Sie bestehen aus dem Kapselgewebe,
das um die GDI gewachsen ist.
Die Gewebeproben werden in ein Standard-60 mm-Zellkulturschale trans-
feriert, mit einem 20 mm-Deckglas abgedeckt, mit Kulturmedium versorgt
und inkubiert. Wenn nach ein bis zwei Wochen die Zellen ungefähr 1, 5 cm

aus der Gewebeprobe gewachsen sind, werden die Zellen in eine 25 cm2-
Kulturflasche nach der Trypsin / EDTA- Methode passagiert. Diese
Passage wird mit “Passage 1“ bezeichnet. Alle weiteren Passagen werden
nach der gleichen Methode gewonnen, wobei die Zellen jeweils in drei
gleichgroße Fraktionen aufgeteilt werden.
So werden acht individuelle Zelllinien gezüchtet. Für jede Serie von Ex-
perimenten werden Zellen aus mindestens drei Zelllinien mit der selben
Passagezahl verwendet. Dabei werden die Passagen 4 – 9 verwendet.

Bedingungen und Medium

Die Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Bio-
chrom), das mit 10% fetalem Kälberserum und 1% Penicillin / Streptomy-
cin versetzt ist, bei 37 ∘C und einer 5%-igen 𝐶𝑂2-Atmosphäre kultiviert
(Heraeus – Hera cell 150; Thermo Scientific). Das Kulturmedium wur-
de mindestens wöchentlich gewechselt und das Wachstum der Zellen
wird regelmäßig mit einem invertiertem Mikroskop (Leica DM IL; Leica
Microsystems; Okular 10x; Objekive: 4x, 10x und 20x) überprüft.

Passagieren der Zellen

Die Zellen werden nach der Trypsin / EDTA- Methode passagiert. Dafür
wurden die adhärenten Zellen vorsichtig mit PBS-Puffer gewaschen und
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anschließend mit Trypsin / EDTA-Lösung versetzt. Nach drei bis fünf
Minuten Inkubationszeit bei 37 ∘C lösten sich die Zellen nach sanftem
Klopfen vom Boden des Kulturgefäßes ab. Die enzymatische Reaktion
wurde durch den Zusatz von Kulturmedium beendet. Die entstandene
Zellsuspension konnte nun den Versuchen zugeführt oder rekultiviert
werden.

Kryokonservierung und Rekultivierung

Für eine längere Aufbewahrung von Zellen werden diese kryokonserviert.
Dazu wurden die passagierten Zellen in 6 ml Kulturmedium resuspendiert,
das mit 500 𝜇l DMSO versetzt wurde. Die Suspension wird aliquotiert
und in flüssigem Stickstoff bei −195 ∘C aufbewahrt.

Zur Rekultivierung wurde ein Aliquot bei 37 ∘C aufgetaut und mit Stan-
dard–Kulturmedium in einer Kulturflasche inkubiert. Nach 24 Stunden
wurde das Medium ausgewechselt.

Substratvorbereitung

Zur Vorbereitung auf die Zellversuche wurden die mit Hydrogel beschich-
teten Petrischalen zwei Stunden in PBS-Puffer quellen gelassen und
anschließend zweimal mit PBS-Puffer gewaschen.
Hydrogelen, die mit Paclitaxel beladen werden sollten, wurde ethanolische
Paclitaxel-Lösung zum PBS-Puffer zugefügt, so dass eine Konzentration
von 10−6mol/l im Puffer vorliegt. Auch sie wurden für zwei Stunden
quellen gelassen und mit Puffer gewaschen.
Um einen Effekt auszuschließen, der lediglich auf Ethanol beruht, wurden
allen Kontrollproben die gleiche Menge Ethanol ohne Paclitaxel zugesetzt.
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2.2 Zellversuche

2.2.2 Alamar Blue Assay

Das Alamar Blue Assay ist eine Methode, um die Viabilität und durch wie-
derholte Messungen im Verlauf auch die Zellproliferation zu quantifizieren
[17, 18]. Der blaue Farbstoff Alamar Blue (Resazurin) ist eine nicht-
toxische Verbindung, die von den Zellen aufgenommen und in der Zelle
zu Resorufin reduziert wird (Abbildung 2.6). Dabei ist die Umsatzrate
zum rosafarbenen, fluoreszierenden Resorufin proportional zur Viabilität
der Zellen. Der reaktionsbedingte Farbumschlag kann photometrisch oder
fluorometrisch bestimmt werden.

Abbildung 2.6: Reaktion des Farbstoffs Alamar Blue zu Resorufin

Es gibt mehrere Vorteile im Vergleich zu anderen Methoden wie zum
Beispiel der Kultivierung mit radioaktiv markierten Proteinen [19]:

1. Die verwendeten Substanzen sind nicht toxisch oder radioaktiv. Es
müssen also keine besonderen Schutzmaßnahmen bei der Arbeit mit
diesen Substanzen getroffen werden.

2. Die Zellen können nach dem Kontakt mit dem Farbstoff weiterhin
kultiviert werden, da dieser keinen toxischen Effekt auf die Zellen
hat. So ist eine wiederholte Messung der gleichen Zellpopulation
über mehrere Tage möglich.
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3. Die Zellen müssen nicht kompliziert aufgearbeitet werden. Es wird
lediglich das überstehende Medium zur Absorptions- und Fluores-
zensmessung benötigt, das einfach aus den Proben herauspipettiert
werden kann.

Abbildung 2.7: Absorptions- und Fluoreszenzspektren des reduzierten
(rot) und oxidierten (blau) Farbstoffs Alamar Blue nach [20]

Praktische Durchführung

Die Zellen einer Zelllinie, die konfluent in einer 75 cm2-Kulturflasche
gewachsen waren, wurden auf vier Proben aufgeteilt: mit PBS gequollenes
PNIPAAm–Hydrogel, PNIPAAm–Hydrogel mit Paclitaxel, Kontrolle in
einem unbeschichteten Petrischälchen und Kontrolle mit Paclitaxel, in dem
2 𝜇l 1 10−3mol/l ethanolischer Paclitaxel-Lösung zum Medium hinzugefügt
wurde. Diese Proben wurden für 24 Stunden inkubiert.
Nach der Inkubation wurden jeweils 15000 Zellen pro Well in die Wells
einer 24-Well Mikrotiterplatte aufgegeben. Die 24-Well Mikrotiterplatten
wurden dann für weitere 24 Stunden kultiviert. Für jede Probe und
Zelllinie werden drei Wells beschickt.

Für den Versuch wurde Medium, das mit 10% Alamar Blue-Farbstoff ver-
setzt war, zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden für vier Stunden im

28



2.2 Zellversuche

Brutschrank unter Lichtausschluss inkubiert. Anschließend wurde das Me-
dium zur Doppelbestimmung in eine 96-Well Mikrotiter überführt und im
Microplate Reader (Fluoroskan Ascent FL mit Software Ascent Software
for FA FL (v2.6); Thermo Labsystems) fluorometrisch vermessen (Abbil-
dung 2.8). Die Anregungswellenlänge betrug dabei 485 nm. Die Emission
wurde bei 538 nm gemessen. Da sich hier nicht das Anregungsmaximum
befindet, wurden weitere Messungen bei 544 nm und 590 nm Emission
durchgeführt, um die Aussagekraft beider Messungen zu vergleichen.

Zur Auswertung wurden die Mittelwerte der Fluoreszenzintensitäten der
einzelnen Proben verglichen, die durch Abzug der Emission des Farbstoffs,
der nicht mit Zellen in Kontakt kam, korrigiert wurden.

Abbildung 2.8: Farbschattierungen des Mediums nach vier Stunden,
5. Tag
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des Schliffs der Neubauer-
improved-Zählkammer [21]

Zellzahlbestimmung

Um eine definierte Anzahl an Zellen für den Versuch zu erhalten, wird die
Konzentration der Zellen in einer Suspension mit Hilfe einer Neubauer-
improved-Zählkammer bestimmt. Dazu werden die Zellen nach der Tryp-
sin / EDTA- Methode aus der Kulturflasche entnommen und anschließend
bei 1000 r/min und 25 ∘C zentrifugiert. Das überstehende Medium wird
aspiriert und die Zellen in 1000 𝜇l Medium resuspendiert. Ein gut ge-
mischtes Aliquot von 15 𝜇l wird auf die Zählkammer gegeben.

Da die Kantenlänge eines Zählquadrats 1 mm lang ist (in Abbildung 2.9
grau hinterlegt) und der Abstand zwischen Schliff und Deckglas 0, 1 mm

beträgt, befindet sich in einem Quatrat das Volumen von 0, 1 𝜇l. Um
eine bestimmte Anzahl von Zellen zu erhalten, zählt man deswegen unter
einem Mikroskop die Zellen in den äußeren vier Quadraten und bildet
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davon den Mittelwert. Diese Zahl mit zehn multipliziert ergibt die Zahl
der Zellen pro 1 𝜇l.

2.2.3 Durchflusscytometrie

Mit Hilfe der Durchflusscytometrie lassen sich Partikel, wie z.B. Zellen,
in einer Suspension nach verschiedenen optischen Eigenschaften tren-
nen. Während die Partikel einzeln einen Laserstrahl passieren, werden
Lichtstreuung und Fluoreszenz detektiert. Dabei gibt das Vorwärtsstreu-
licht hauptsächlich Informationen über das Volumen der Zellen an, das
Seitwärtsstreulicht Informationen über die Komplexität der Probe.

Bei Zellen können zusätzlich besondere Strukturen mit Fluoreszenzfarb-
stoffen markiert werden, um weitere Informationen über die Heterogenität
der Zellpopulationen zu erhalten. Dabei können monoklonale Antikörper
oder andere Proteine, die mit einem Fluorophor verbunden sind, einge-
setzt werden oder andere, beispielsweise organische, Fluorophore, die mit
Strukturen der Zelle spezifische Wechselwirkungen eingehen.
Im vorliegenden Fall sollte die Toxizität der verwendeten Substrate und
Substanzen evaluiert werden. Deswegen wurden die Zellen mit Propi-
diumiodid und AnnexinV–FITC markiert. Propidiumiodid interkaliert
mit der DNA der Zelle, sobald die Zellmembran defekt ist, und färbt so
nekrotische Zellen an, bei denen die Zellmembran im Laufe des Prozesses
zerstört wird. AnnexinV ist ein Protein, das sich spezifisch an Phospha-
tidylserin bindet. Bei vitalen Zellen befindet sich dieses als Kopfgruppe
von Membranlipiden ausschließlich auf der Innenseite der Membran und
kann deshalb von AnnexinV nicht erreicht werden. Setzt die Apopto-
se in einer Zelle ein, also ein im Gegensatz zur Nekrose zielgerichteter
Abbau, ist die Entdifferenzierung der Zellmembran ein Signal für den
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Organismus, das durch die Bindung von Annexin V vermittelt wird. Auch
nekrotische Zellen werden von AnnexinV–FITC erkannt und angefärbt,
da hier, wie oben erwähnt, die Zellmembran defekt ist und damit beide
Seiten zugänglich sind.

Probenvorbereitung

Die Substrate wurden wie beim Alamar Blue Assay vorbereitet (siehe
Abschnitt 2.2.2). Die Proben wurden bis zur Messung im Brutschrank
inkubiert. Es wurden nach 24 und 72 Stunden Inkubation der Zellen auf
den Substraten Messungen durchgeführt.
Zur Vorbereitung für die Durchflusscytometrie werden die Zellen nach
der Trypsin/EDTA–Methode abgelöst. Alle anfallenden Waschlösungen
wurden gesammelt, um sicherzustellen, dass auch nicht–anhaftende Zel-
len und Abbauprodukte von apoptotischen und nekrotischen Zellen, die
sich im überstehenden Zellmedium befanden, mitevaluiert wurden. Die
Waschlösung wurde mit der Zellsuspension vereinigt, bei 1500 r/min zen-
trifugiert und die überstehende Lösung aspiriert.
Das Zellpellet wurde in einem mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid
versetzten Puffer (Roche-Diagnostics) für 15 min bei Zimmertemperatur
inkubiert. Die Suspension wird anschließend mit PBS-Puffer verdünnt
und im Durchflusszytometer (FacsCalibur, mit Software CellQuest Pro
(v4.0.1); BectonDickinson) vermessen.

Kalibration und Messung

Im Durchflusscytometer wurden die Fluoreszenzintensität pro Partikel ge-
messen, die bei der Emissionswellenlänge von Annexin V-FITC bzw. Propi-
diumiodid auftrat. Diese Intensitäten werden logarithmisch gegeneinander
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Abbildung 2.10: Beispiel zur Auswertung der Durchflusszytometrie-Daten.
Hydrogel mit Paclitaxel, nach 24 Stunden Inkubation. Aufgetragen sind
die Fluoreszenzintensitäten einzelner Zellen in den Emissionsbereichen
von Propidiumiodid (y-Achse) und Annexin V-FITC

aufgetragen, wobei sich auf der y-Achse die Werte für Propidiumiodid
befinden und die x-Achse die Werte für AnnexinV-FITC abbildet. Da-
durch erscheinen unmarkierte, und damit wenig-fluoreszierende Zellen im
unteren linken Quadranten (Abbildung 2.10; Quadrant III). Die mit Propi-
diumiodid und Annexin V-FITC markierten Zellen, also die nekrotischen
Zellen, erscheinen auf dem oberen rechten Quadranten (Abbildung 2.10;
Quadrant II). Das Signal für Zellen, die nur mit Annexin V-FITC gefärbt
sind (apoptotische Zellen), befindet sich rechts unten (Abbildung 2.10;
Quadrant IV).
Zur Kalibration des Geräts werden Proben einer Zelllinie ohne Zusatz
von Fluoreszenzfarbstoffen, nur mit Annexin V-FITC und nur mit Propi-
diumiodid verwendet.

Für die Auswertung wird der prozentuale Anteil vewendet, der sich nach
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der Messung von 10000 Zellen im jeweiligen Quadranten befindet.

2.2.4 Statistik

Die angegebenen Fehler entspricht der Standardabweichung der Messwer-
te.

Bei der Bewertung der Daten der Durchflusscytometrie wird der Stu-
dent’s-T-Test für zusammenhängende Stichproben angewendet. Um die
Nullhypothese verwerfen zu können, muss der Fehler, mit der fälschlicher-
weise die Hypotese verworfen wird, kleiner als 5% sein (𝛼-Fehler < 0, 05).
Um auszuschließen, dass der Gesamtfehler größer als dieser p-Wert von
0,05 wird, korrigiert man den Wert, um von einer Signifikanz der Einzel-
messung zu sprechen. Als konservativste und einfachste Methode wird
dazu die Bonferroni-Korrektur verwendet. Sie ist definiert nach:

𝑃Signifikant <
𝛼

𝑛
(2.4)

wobei 𝑛 die Anzahl der zusammenhängenden Stichproben ist. Im vorlie-
genden Fall wurden zu diesem Versuch sechs Werte miteinander verglichen
(𝑛 = 6). Von einer Signifikanz spricht man also, wenn ein p-Wert von
𝑝 < 8, 3 · 10−3 erzielt wird.
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Ergebnisse und Diskussion

3.1 Substrate

Es ist gelungen, stabile Schichten von PNIPAAm herzustellen, indem
die Oberfläche der Petrischale mit Hilfe eines Sauerstoffplasmas aktiviert
wurde. Aktivierungszeiten von fünf Minuten führten dazu, dass sich die
Schicht bei Kontakt mit wässrigen Lösungen wie dem Kulturmedium nach
einiger Zeit teilweise delaminiert. Wurde die Substratoberfläche jedoch
zehn Minuten aktiviert, entstanden stabile Schichten, die sich auch nach
drei Tagen nicht von der Petrischale lösten.

Wenn die Aktivierungszeiten zu kurz sind oder die Vernetzung zwischen
Substrat und Hydrogel nicht vollständig ist, können sich Strukturen
bilden, die der Ablösung der Schicht vorausgehen. Man kann verschiedene
sternförmige Muster (Abbildung 3.1 B und C) oder Blasen erkennen
(Abbildung 3.1 D). All diesen Strukturen ist gemeinsam, dass sie nicht
die gleichen, guten Antifouling-Eigenschaften besitzen wie ein Hydrogel,
das ohne diese Beeinträchtigungen hergestellt wird, da sich Stellen bilden,
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Abbildung 3.1: Oberflächenstrukturen von Hydrogel Drop Coatings nach
5 min Aktivierungsdauer (A – D), und nach 10 min Aktivierungsdauer
(E und F), Lichtmikroskopische Aufnahme aus Kulturlösung

in denen die Zellen gut anwachsen können. Man kann beobachten, dass
bei diesen fehlerhaften Schichten Zellen besonders gut in Rissen oder
Blasen wachsen. Aber auch bei diesen zeigt sich ein deutlicher Unterschied
zu Proben ohne jegliche Hydrogelbeschichtung. Die Abbildungen 3.1 E
und F zeigen zum Vergleich die Oberflächen zweier Hydrogele, deren
Petrischalen für zehn Minuten mit dem Sauerstoffplasma aktiviert wurden.
Hier erkennt man keinerlei Strukturen. Die Schichten sind fast nicht von
einer unbeschichteten Petrischale zu unterscheiden.
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3.1 Substrate

Zusätzlich zu den lichtmikroskopischen Aufnahmen werden mit dem kon-
fokalen Mikroskop Bilder der Hydrogeloberfläche im trockenen ungequol-
lenen Zustand aufgenommen. Es werden wiederum Schichten untersucht,
deren Substrate für fünf bzw. zehn Minuten einem Sauerstoffplasma aus-
gesetzt waren. Schon vor der Untersuchung mit dem Mikroskop sind
deutliche Unterschiede mit bloßem Auge erkennbar: Nach einer Aktivie-
rungszeit von zehn Minuten bildet sich ein klarer Film, der nicht von der
Substratoberfläche unterscheidbar ist. Bei einer Aktivierungszeit von fünf
Minuten entsteht ein Film, der inhomogen und getrübt erscheint.

Im konfokalen Mikroskop treten die Unterschiede deutlicher zu Tage.
Misst man die Reflexion im ausgewählten Bereich ergibt sich für die Pro-
be mit langer Aktivierungszeit eine homogene Schicht (Abbildung 3.2c).
Bei den kurzen Aktivierungszeiten erkennt man, dass der Polymerfilm
das Substrat nicht vollständig bedeckt. Es entstehen Inseln mit und oh-
ne Beschichtung (Abbildung 3.2 a und b). Dabei ist auffällig, dass am
Rand größere Abschnitte ohne Beschichtung gefunden werden als in der
Mitte der Probe. Offensichtlich bedeckt das Hydrogel das Substrat vor
der Vernetzung nicht vollständig. Die Aktivierung der Oberfläche scheint
unvollständig gewesen zu sein, was dazu führt, dass das Hydrogel die
Oberfläche unvollständig benetzen kann, da die ethanolisch-wässrigen
Polymerlösung hydrophile Oberflächen besser bedeckt als hydrophobe. Es
könnte aber auch daran liegen, dass durch die unvollständige Aktivierung
die Vernetzung mit der Oberfläche erschwert ist, so dass die Benzophe-
nongruppen des aufgetragenen Hydrogels hauptsächlich mit sich selbst
und weniger mit der Substratoberfläche reagieren. Dadurch entstehen die
zu beobachtenden Unregelmäßigkeiten im Film. Für die unvollständige
Aktivierung spricht auch, dass am Rand ein schlechteres Ergebnis erzielt
wird als in der Mitte der Probe.
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Kapitel 3 Ergebnisse & Diskussion

(a) Mitte der Probe mit
kurzer Aktivierungszeit

(b) Rand der Probe mit
kurzer Aktivierungszeit

(c) Probe mit langer Akti-
vierungszeit

Abbildung 3.2: Oberflächenstrukturen von Hydrogel-Drop Coatings im
konfokalen Mikroskop, Reflexionen, 160 x 160𝜇m

Diese Beobachtungen haben auch einen Einfluss auf die Bestimmung
der Höhenprofile und der Rauigkeit beider Proben. Abbildung 3.3 zeigt
eine dreidimensionale Darstellung eines 160 x 160 𝜇m großen Ausschnitts
beider Oberflächen. Zu beachten ist, dass beide Bilder unterschiedliche
Höhenskalen, die farbig dargestellt werden, aufweisen: Das linke Bild zeigt
die Probe mit kurzer Aktivierungszeit. Hier gibt es Höhenunterschiede
von 0 (dunkelblau) bis 4 𝜇m (rot). Das rechte Bild vom länger aktivierten
Substrat weist Höhenunterschiede von 0 (dunkelblau) bis 0, 1 𝜇m (rot)
auf.

Die Höhenunterschiede bei der Probe mit kurzer Aktivierungszeit sind
also wesentlich größer als bei der Probe mit langen Aktivierungszeiten.
Die Probe mit den kurzen Aktivierungszeiten ist deutlich welliger als
die mit langen Aktivierungszeiten. Auf Grund der Inhomogenität dieser
Probe wurden hier auch keine Rauigkeiten bestimmt.
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3.1 Substrate

(a) Probe mit kurzer Aktivierungs-
zeit

(b) Probe mit langer Aktivierungs-
zeit

Abbildung 3.3: Oberfläche von Hydrogel Drop Coatings im konfokalen
Mikroskop, dreidimensionale Darstellung der Oberflächenstruktur; ge-
zeigt wird ein 160 x 160𝜇m großer Ausschnitt, Einheit der Skala in
𝜇m

3.1.1 Rauigkeit und Schichtdicke

Die Rauigkeit wurde an mehreren Stellen der Probe bestimmt. Die Ober-
flächenprofile sind in Abbildung 3.4 gezeigt. Dabei gibt die dunkelblaue
Linie die gemessenen Höhenunterschiede an. Durch diese Werte ist die Wel-
ligkeit der Probe (rosa Linie) gelegt. Sie zeigt die Unebenheiten größerer
Ordung an. Die untere, schwarze Linie ist die aus Messung und Wellig-
keit berechnete Rauigkeit der Probe. In den beiden gezeigten Graphen
wurde die gleiche Länge von 710 𝜇m bei einem Objektiv mit 20-facher
Vergrößerung vermessen. Der so bestimmte mittlere Wert für 𝑅𝑞 (nach
Gleichung 2.3) beträgt 20 nm.

Bei einer 100-fachen Vergrößerung ergeben sich Rauigkeiten von 6 nm.
Diese Unterschiede sind damit zu erklären, dass bei größeren Vergröße-
rungen kürzere Strecken (140 𝜇m) vermessen werden.
Die bestimmten Rauigkeiten legen nahe, dass es sich bei den Hydrogel-
Drop Coatings um sehr glatte Oberflächen handelt.
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Abbildung 3.4: Bestimmung der Rauigkeit an zwei unterschiedlichen Stel-
len mit einem Objektiv mit 20-facher Vergrößerung

Die Schichtdicke konnte lediglich abgeschätzt werden. Da die Hydrogel-
schicht eine ähnliche Festigkeit besitzt wie das darunter liegende Substrat
aus Polyethylen, ist es nicht möglich, mit einer Nadel Kratzer zu machen,
die nur die aufgetragene PNIPAAm-Schicht beschädigen. Vielmehr besteht
die Gefahr, dass die Rillen in das darunterliegende Substrat reichen, und
so die Messung verfälschen. Die Untersuchung ergab, dass die Schichten
1, 5− 2 𝜇m dick sind.

3.2 Einfluss der PNIPAAm-Hydrogele auf

humane Tenonfibroblasten

Ein wesentlicher Bestandteil der vorliegenden Arbeit liegt darin, die
Auswirkungen des Hydrogels auf die Zellproliferation festzustellen. Die
verwendeten Kulturbedingungen und Probenbezeichnungen befinden sich
in Tabelle 3.1.
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3.2 Zellversuche mit PNIPAAm-Hydrogelen

Kontrolle Kontrolle mit
Paclitaxel

Hydrogel Hydrogel mit
Paclitaxel

Petrischale unbehandelt unbehandelt mit NIPAAm be-
deckt

mit NIPAAm be-
deckt

Vorbehandlung keine keine mit PBS und
Ethanol quellen
lassen

mit PBS und
ethanolischer
Paclitaxel-
Lösung quellen
lassen

Medium DMEM mit
Ethanol

DMEM mit
ethanolischer
Paclitaxel-
Lösung

DMEM DMEM

Tabelle 3.1: Bezeichnungen und Kulturbedingungen für die entsprechen-
den Proben

Schon bei der Kontrolle mit einem Lichtmikroskop sind deutliche Differen-
zen zwischen Proben mit und ohne Hydrogel-Beschichtung zu erkennen
(Abbildung 3.5). Man erkennt einen Unterschied sowohl bei der Anzahl
der Zellen als auch bei Morphologie und Wachstum.

In der Kontrolle (Abbildung 3.5a) sieht man die typische, spindelförmige
Ausbreitung der Fibroblasten. Sie haften am Boden des Kulturgefäßes
und bedecken diesen nach drei Tagen Inkubation fast vollständig.

Im mit Hydrogel beschichteten Kulturgefäß findet keine Anhaftung der
Zellen statt. Sie können sich nicht wie gewohnt ausbreiten und ihre
Morphologie annehmen. Sie bleiben als einzelne Zellen in Suspension.
Außerdem scheinen deutlich weniger Zellen in der Probe vorhanden zu
sein, obwohl zu Beginn etwa die gleiche Anzahl Zellen ausgesät wurde.

Auch bei den Proben mit der proliferationshemmenden Substanz Pacli-
taxel lassen sich deutliche Unterschiede zur Kontrolle ohne diese Substanz
erkennen.

41
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(a) Kontrolle (b) Hydrogel

Abbildung 3.5: Humane Tenofibroblasten nach drei Tagen Inkubation,
10x Vergrößerung, gleichgroße Probenausschnitte

Die Kontrolle mit Paclitaxel (Abbildung 3.6a) zeigt eine Veränderung
in der Morphologie der Zellen. Sie konnten sich zwar weiterhin an das
Substrat anhaften, aber die Ausbreitung pro Zelle ist geringer als in der
Kontrolle ohne Paclitaxel (Abbildung 3.5a). Die Bildung des Cytoskeletts
ist durch das Paclitaxel gestört.

In der Probe Hydrogel mit Paclitaxel (Abbildung 3.6b) lassen sich zunächst
kaum Unterschiede zur Probe Hydrogel ohne Paclitaxel (Abbildung 3.5b)
feststellen. In beiden Fällen wachsen die Zellen nicht an. Aus diesem
Grund ist es schwer, eine Aussage über die Morphologie der Zellen zu
treffen.

42



3.2 Zellversuche mit PNIPAAm-Hydrogelen

(a) Kontrolle (b) Hydrogel

Abbildung 3.6: Humane Tenofibroblasten nach drei Tagen Inkubation,
10x Vergrößerung, gleichgroße Probenausschnitte; mit Paclitaxel im
Medium

Zellwachstum

Ein differenzierteres Bild zwischen den einzelnen Proben ergibt sich,
wenn man die Daten der Alamar Blue Assays miteinander vergleicht.
Die Graphen in Abbildung 3.7 zeigen den gemittelten Wachstumsverlauf
aller acht Zellinien über sieben Tage. Man erkennt für alle Proben einen
Anstieg der Zahl viabler Zellen, der sich im Laufe der Zeit einer Sättigung
annähert (logarithmischer Verlauf).

Die Kontrolle (orangefarbene Rauten) hat wie erwartet den stärksten
Anstieg, da hier keinerlei Einfluss auf das Wachstum der Zellen genommen
wird.
Auffällig ist aber auch, dass die Probe Hydrogel (grüne Kreise) annä-
hernd den gleichen Verlauf aufzeigt wie die Kontrolle. Obwohl die Zellen
24 Stunden mit dem Hydrogel in Kontakt standen, hat dieses keinen
Einfluss auf die Zahl der viablen Zellen, sobald dieser Kontakt nicht
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Kapitel 3 Ergebnisse & Diskussion

Abbildung 3.7: Wachstumsverlauf von HTF in 7 Tagen, Messreihe mit
allen acht Zelllinen, Methode: Alamar Blue Assay

mehr besteht. Daraus lässt sich folgern, dass das Hydrogel ledigleich die
Anhaftung der Zellen beeinflusst, nicht aber toxisch auf die Zellen wirkt.
Der Verlauf zeigt außerdem, dass im Hydrogel keinerlei Rückstände aus
der Synthese verblieben sind, die sich im Medium lösen und toxisch auf
die Zellen wirken.

Die Graphen für die Kontrolle mit Paclitaxel (violette Dreiecke) und
Hydrogel mit Paclitaxel (blaue Quadrate) zeigen ein deutlich schwächeres
Wachstum als die Kontrolle. Hier zeigt sich der Einfluss von Paclitaxel
auf die Proliferation der Zellen.
Paclitaxel greift in den Zellzyklus ein, indem es an die Mikrotubuli bin-
det und diese stabilisiert. Dadurch wird die Mitose verhindert und das
Wachstum gehemmt. Das Wachstum ist in der Kontrolle mit Paclitaxel
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3.2 Zellversuche mit PNIPAAm-Hydrogelen

stärker gehemmt als in der Probe Hydrogel mit Paclitaxel.

Bei der Probe Kontrolle mit Paclitaxel wird das Paclitaxel direkt ins
Medium der Zellen gegeben und verbleibt dort für 24 Stunden, bis die
Zellen für das Assay ausgesät werden. Bei der Probe, die mit Hydrogel
beschichtet ist, muss das Paclitaxel in das Hydrogel eindiffundiert sein,
da es eine signifikante Wirkung auf die Anzahl der viablen Zellen besitzt.
Die Wirkung von Paclitaxel ist dosisabhängig. Also liegt in der Probe
Hydrogel mit Paclitaxel eine kleinere Stoffmenge des Wirkstoffs vor, als in
der Probe Kontrolle mit Paclitaxel. Dieses Ergebnis ist zu erwarten, da
auf das Hydrogel die gleiche Menge Paclitaxel gegeben wird wie später in
das Medium bei der Kontrolle mit Paclitaxel. In das Hydrogel diffundert
jedoch nicht die gesamte Menge. Wird das Hydrogel mit Paclitaxel beladen,
erreicht man wahrscheinlich eine Gleichverteilung der Paclitaxel-Mole-
küle in der Lösung, die sich in den Poren des Hydrogels befinden sowie
der darüberstehenden Lösung. Entfernt man die überstehende Lösung,
verbleiben nur die im Hydrogel gefangenen Moleküle. Die verbleibende
Stoffmenge ist also geringer als die Stoffmenge, die in der Kontrolle mit
Paclitaxel verwendet wird. Gibt man nun eine Lösung zur Probe, in dem
kein Paclitaxel gelöst ist (z. B. Medium), tritt das Paclitaxel aus dem
Gel aus. Es ist allerdings in geringeren Konzentrationen im Vergleich zur
Probe Kontrolle mit Paclitaxel in Lösung.

Bei den ersten Messreihen wird die Fluoreszenz des Farbstoffs Resorufin
mit einer Wellenlänge von 485 nm angeregt und die Lichtemission bei
538 nm gemessen. Hier liegt jedoch nicht das Absorptions- bzw. Emis-
sionsmaximum des verwendeten Fluoreszenzfarbstoffs. Die gemessenen
Unterschiede sind deswegen nicht so groß, wie sie am Maximum wären.
Da das Gerät erst im Laufe der Versuche mit den passenden Filtern (Anre-
gung: 544 nm / Emission: 590 nm) ausgestattet wurde, ist eine zusätzliche
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(a) altes Filterpaar

(b) neues Filterpaar

Abbildung 3.8: Wachstumsverlauf von drei HTF-Zelllinien, Methode: Ala-
mar Blue Assay

Messreihe aufgenommen worden. Diese Messung soll zeigen, dass sich der
Verlauf der Graphen trotz des anderen Filterpaars nicht ändert.

Die Abbildungen 3.8 a und b zeigen die Auswertung dieser Messreihe.
Man sieht, dass sich der Verlauf der Graphen nicht verändert. Lediglich
die Werte der Abszisse unterscheiden sich um zwei Größenordnungen.
Daraus folgt, dass die Aussagekraft der ersten Messreihen trotz des weniger
geeigneten Filterpaars gleich bleibt.
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3.2.1 Toxizität

Ein weiterer wichtiger Punkt ist das Verhalten der Zellen während sie auf
den Hydrogelsubstraten inkubieren. Die lichtmikroskopischen Untersu-
chungen implizieren, dass eine verminderte Anzahl von Zellen auf den
Hydrogelen im Vergleich zur Kontrolle vorliegt. Dies kann verschiedenen
Gründe haben:

1. Die Proliferationsrate ist herabgesetzt, weil die Umgebung die Zell-
teilung behindert. Die Zellzahl wächst nicht im gleichen Maß wie
die Kontrolle

2. Einige Zellen sterben ab, wodurch die Anzahl der Zellen, die proli-
ferieren, vermindert ist. Auch hier ist ein vermindertes Wachstum
zu beobachten.

Falls die Zellen absterben, ist die Todesart der Zelle von Interesse. Wird
das Hydrogel auf einer GDI aufgebracht und eingesetzt, würde eine
Nekrose auf der GDI-Oberfläche eine Entzündungsreaktion des Körpers
auslösen, die einen Erfolg verhindern würde. Eine Möglichkeit, Einblicke
in diese Prozesse zu bekommen ist die Anfärbung mit Propidiumiodid
und AnnexinV-FITC, wie bei den Versuchen der Durchflusscytometrie
geschehen. Die Messungen wurden mit drei der acht Zelllinien durchgeführt
und, wie unter Abschnitt 2.2.3 beschrieben, ausgewertet.

Abbildung 3.9 zeigt die Werte nach 24 Stunden und 72 Stunden Inkubation.
Auffällig ist dabei, dass bereits nach dem ersten Tag ein Unterschied
zwischen der Kontrolle und allen anderen Proben sichtbar ist. In der
Kontrolle ist der Anteil von nekrotischen und apoptotischen Zellen gering
(1,6% nekrotische Zellen; 4,6% apoptotische Zellen).
Auch bei der Kontrolle mit Paclitaxel haben sich zu diesem Zeitpunkt noch
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Abbildung 3.9: Wirkung der Substrate auf HTF nach einem und drei Ta-
gen, mit drei Zelllinien HTF, Methode: Durchflusscytometrie, Angefärbt
mit Propidiumiodid und AnnexinV-FITC

keine großen Veränderungen im Vergleich zur Kontrolle ohne Paclitaxel
ergeben (2,3% nekrotische Zellen; 4,3% apoptotische Zellen). Die p-Werte
liegen bei 0,47 für die Nekrose und bei 0,60 für die Apoptose. Deutlich ist
jedoch der Anstieg der Apoptose in den Proben mit Hydrogel. Hier ist der
Anteil doppelt so groß wie in der Vergleichsprobe ohne Hydrogel (5,4%
nekrotische Zellen, p-Wert: 0,14; 9,7% apoptotische Zellen, p-Wert: 0,03).
Bei der Probe Hydrogel mit Paclitaxel lässt sich auch ein Unterschied zur
Kontrolle mit Paclitaxel feststellen (7,0% nekrotische Zellen, p-Wert: 0,06;
9,3% apoptototische Zellen), sie ist jedoch in der gleichen Größenordung
anzusiedeln, wie die Probe Hydrogel ohne Paclitaxel (Nekrose p-Wert: 0,50;
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Apoptose p-Wert: 0,81).

Nach drei Tagen Inkubation auf den entsprechenden Substraten werden
die Unterschiede noch deutlicher (Abbildung 3.9). Hier steigt der Anteil
apoptotischer Zellen beim Hydrogel mit 18,1% auf fast das dreifache
zum ersten Tag an, während die apoptotischen Zellen bei der Kontrolle
nicht wesentlich höher sind als am ersten Tag (2,1% nekrotische Zellen;
4,2% apoptotische Zellen). Auch der Anteil nekrotischer Zellen ist bei der
Probe Hydrogel auf 8,6% gestiegen, was allerdings weniger stark ist als
bei den apototischen Zellen (p-Werte Hydrogel in Bezug auf Kontrolle:
Nekrose 0,15; Apoptose 0,03).
Außerdem scheint hier der Wirkstoff Paclitaxel deutlichere Effekte auf
die Zellkolonie zu haben. In der Probe Kontrolle mit Paclitaxel steigt
der Anteil an apoptotischen und nekrotischen Zellen mit 10,1% und 5,6%
sichtbar an (p-Werte Konrolle mit Paclitaxel in Bezug auf Kontrolle:
Nekrose 0,09; Apoptose 0,07).
Bei der Probe Hydrogel mit Paclitaxel verhält es sich ähnlich wie am
ersten Tag. Im Gegensatz zur Kontrolle mit Paclitaxel ist ein deutlicher
Anstieg der apoptotischen (19,7%) und nekrotischen Zellen (11,1%) zu
beobachten (p-Werte Hydrogel mit Paclitaxel in Bezug auf Kontrolle mit
Paclitaxel: Nekrose 0,61; Apoptose 0,46), die Änderungen im Gegensatz
zur Probe Hydrogel sind jedoch nicht so groß (p-Werte Hydrogel mit
Paclitaxel in Bezug auf Hydrogel: Nekrose 0,55; Apoptose 0,85).

Die Untersuchung zeigt, dass die Hydrogelschicht einen negativen Einfluss
auf das Wachstum der Zellpopulation hat. Ist das Substrat mit Hydrogel
beschichtet, sterben deutlich mehr Zellen ab als in der Kontrolle ohne
Beschichtung. Dies zeigt sich schon nach dem ersten Tag und hält bis zum
dritten Tag an. Betont werden muss, dass die Zellen hauptsächlich durch
Apoptose und weniger durch Nekrose untergehen, was vermutlich auf das
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fehlende Anhaften der Zellen auf der Hydrogel–Schicht zurückzuführen
ist. Die Fibroblasten benötigen Kontakte zu anderen Zellen oder einer
Oberfläche, um zu wachsen. Fehlen diese, wird die Apoptose eingeleitet.
Im Körper stellt dieser Mechanismus sicher, dass die Gewebeintegrität
bestehen bleibt und so die Entstehung von Metastasen erschwert ist.

Die p-Werte zeigen nach Bonferroni-Korrektur zwar noch keine Signifikanz
bei zusammenhängenden Stichproben. Dies ist jedoch auf die geringe
Probenanzahl,zurückzuführen, da am dritten Tag nur zwei Einzelproben
pro Substrat zur Verfügung standen. Weitere Versuche müssen stattfinden,
um das Ergebnis zu festigen.
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Fazit und Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass das Hydrogel PNIPAAm Anti-
fouling–Eigenschaften besitzt, wenn es als Drop Coat auf Polystyrol oder
Polyethylen aufgebracht wird. Humane Tenonfibroblasten (HTF) können
nicht an der Oberfläche anhaften und bauen sich im Laufe der Zeit
über Apoptose ab. Somit verhindert das Hydrogel eine weitergehende
Proliferation, wirkt dabei aber nicht cytotoxisch. Werden die Zellen in
ein neues, unbeschichtetes Kulturgefäß gegeben, wachsen sie ebenso gut
wie Zellen, die nicht im Kontakt mit Hydrogel standen.

Durch die Hydrogel-Beschichtung wird die Anhaftung der Zellen zum
Substrat wirksam unterbunden. Es ist davon auszugehen, dass auch im
Körper diese Reaktion stattfindet, und sich dadurch das Hydrogel eigenet,
um ein GDI damit zu beschichten. Dadurch könnte verhindert werden,
dass das GDI nach einiger Zeit durch das umliegende Gewebe seine Funk-
tion verliert, da sich im iniziierenden Schritt der fibrotischen Kapsel Zellen
an das GDI lagern.
Durch die Zugabe von Paclitaxel oder andere proliferations- oder fibrinogen-
hemmende Substanzen in das Hydrogel kann die fibrotische Reaktion noch

51



Kapitel 4 Fazit und Ausblick

besser verhindert werden. Dabei eignet sich PNIPAAm als Träger, der die
Wirkstoffe nach dem Einsetzen des GDI freisetzt. Hier muss allerdings
noch getestet werden, über welchen Zeitraum dies geschieht, um eine
wirkungsvolle Therapie in Aussicht zu stellen.

Die mechanischen Eigenschaften einer Oberfläche, wie etwa Rauigkeit
und Welligkeit, beeinflussen die Antifouling-Eigenschaften maßgeblich. Im
Allgemeinen sind raue Oberflächen ein gutes Substrat für die Ablagerung
von Proteinen und Zellen. An glatten Oberflächen gelingt dies nicht so gut
[22]. Da durch das Drop Coating sehr glatte Oberflächen erzielt werden,
liegt die Vermutung nahe, dass dies einen wesentlichen Beitrag zum Anti-
fouling–Charakter der Oberfläche leistet.
Um diese Vermutung zu bestätigen, bedarf es weiterer Untersuchungen. Es
müssten Oberflächen aus NIPAAm mit weiteren, definierten Rauigkeiten
in Zellversuchen getestet und dann die Ergebnisse aller Untersuchungen
miteinander verglichen werden.

Im direkten Kontakt zu HTF verhindern diese Beschichtungen das An-
haften der Zellen an das Substrat. Die Daten der Durchflusscytometrie
legen dabei nahe, dass das Wachstum der Zellen vermindert und eine
Apoptose der Zellen eingeleitet wird. Die erzielten Ergebnisse sind sehr
vielversprechend, müssen jedoch noch überprüft werden. Einerseits müs-
sen die Versuche wiederholt werden, da die geringe Probenanzahl für eine
robuste statistische Aussage noch zu gering ist. Dazu können neben der
Anfärbung der Zellen mit Annexin V-FITC und Propidiumiodid auch an-
dere Methoden angewendet werden, um den Zelluntergang nachzuweisen.
Zu diesen Methoden zählen unter anderem der Nachweis von sogenannten
DNA-Leitern, die durch den Abbau der zelleigenen DNA bei der Apoptose
entstehen, oder ein Caspase-Aktivitäts-Assay, das die bei der Apoptose
auftretenden Caspasen nachweist.
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Paclitaxel wirkt auf die Zellen, in dem es die Proliferation hemmt und
die Apoptose der Zellen herbeiführt. Im Alamar Blue Assay konnte
bestätigt werden, dass die Proliferation bei Zellen, die in Kontakt mit
Paclitaxel kommen, empfindlich gestört ist. Das Zellwachstum wurde auch
nach dem Austausch des Mediums für mindestens sieben weitere Tage
effektiv gehemmt. Dabei verhindert es Dosis–abhängig die Migration und
Proliferation der Zellen [23].

In dieser Arbeit wurde in die PNIPAAm-Schichten Paclitaxel eingelagert.
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Paclitaxel aus wässrigen Lösun-
gen in das Hydrogel eindiffundiert. Es reicht aus, das Gel zwei Stunden
mit einer Lösung der Substanz quellen zu lassen. Dadurch verbleiben
wirksame Dosen im Hydrogel, die innerhalb von 24 Stunden aus dem
Hydrogel herausdiffundieren, um die Zellen wirkungsvoll an der Prolifera-
tion zu hindern. Auch hier müssen weitere Studien durchgeführt werden,
um die ein- und ausdiffundierende Substanzmenge bestimmen zu können.
Hierdurch ließen sich die Ergebnisse der Zellversuche besser deuten. Au-
ßerdem ist es dann möglich, definierte Konzentrationen des Arzneistoffs
in das Hydrogel zu bringen und so die Dosis an die Therapie anzupassen.

Bisher ist der Mechanismus zur Diffusion und die Einlagerung dieser
Stoffe noch nicht ausreichend untersucht, um die Substanzmenge ab-
schätzen zu können. Es gibt zwar bereits Untersuchungen zum Verhalten
von Fluoreszenzfarbstoffen in den verwendeten Hydrogelen [24], da aber
Paclitaxel eine andere Struktur und Polarität besitzt, ist nicht davon
auszugehen, dass diese Ergebnisse vollständig auf Paclitaxel übertragen
werden können. Auch andere Studien, die es sich zum Ziel gesetzt haben,
Arzneimittelfreisetzungen aus PNIPAAm-Hydrogelen zu untersuchen [25],
können nur zum Vergleich eigener Ergebnisse herangezogen werden, da
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sie mit anderen Zusammensetzungen und Syntheserouten des Hydrogels
arbeiten und andere Arzneistoffe verwendet haben.

Als nächstes Projekt müssen hier Analysen durchgeführt werden, mit
denen die Menge des freigesetzten Wirkstoffs im Laufe der Zeit festgestellt
werden kann. In der Literatur sind dazu Methoden beschrieben, die
mittels einer HPLC die Konzentration von Paclitaxel in verschiedenen
Flüssigkeiten bestimmen [26, 27, 28]. Dabei kann das Paclitaxel über
die Absorption von UV-Licht oder per Massenspektrometrie detektiert
werden.

Außerdem wäre es interessant, ob eine Änderung der Schichtdicke Ein-
fluss auf die vom Hydrogel aufgenommene Substanzmenge hat, so wie
der Einfluss von Diffusionszeiten und dem verwendeten Lösungsmittel.
Eventuell könnte ein Wechsel des Lösungsmittels zu besseren Ausbeuten
beim Eindiffundieren führen. So wäre Ethanol ein möglicher Träger, da
die Löslichkeit von Paclitaxel in Ethanol höher ist als in Wasser und
PNIPAAm auch in Ethanol gut quillt [2]. Im Anschluss kann man das
Ethanol, im Gegensatz zu Wasser, leichter vollständig aus dem Gel entfer-
nen. So könnte man erreichen, dass die beladenen Gele gelagert werden
können.

Zusätzlich zum Paclitaxel könnte man auch andere Arzneistoffe verwenden
wie etwa Rapamycin oder Imatinib.
Der Einsatz von Paclitaxel birgt einige Risiken, da es nicht spezifisch die
Proliferation von Fibroblasten, sondern aller Zellen hemmt. So könnte es
beim Einsatz von Paclitaxel dazu kommen, dass das Hornhautepithel in
Mitleidenschaft gezogen wird. Dadurch kann es zu reversiblen Eintrübun-
gen der Hornhaut kommen, die sich negativ auf die Sehkraft des Patienten
auswirken.
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Wünschenswert wären Substanzen, die ausschließlich die Bildung von
Fibrinogen und anderen extrazellulären Bindegewebsproteinen hemmen
oder spezifisch die Proliferation von Fibroblasten hemmen.
Ein möglicher Wirkstoff ist Rapamycin. Rapamycin ist ein Makrolid, das
spezifisch die Proteinkinase mTOR hemmt, die Signale für die Proteinbio-
synthese weiterleitet. Es hemmt dadurch die Translationsaktivität und die
Ribosombiogenese, so dass die Zelle weniger Proteine synthetisieren kann,
was bis zur Hemmung der Proliferation und Zelldifferenzierung führt.
Ursprünglich wurde dieses Medikament ausschließlich zur Verhinderung
von Organabstoßungen nach Transplantationen verwendet. Heute wird es
auch in Stents verwendet, die bei koronaren Herzerkrankungen eingesetzt
werden um die Aterien offen zu halten [29].

Ein weiterer möglicher Wirkstoff ist Imatinib. Imatinib wurde für die
Behandlung einer Form der Chronisch Myeloischen Leukämie entwickelt,
bei der es auf Grund einer Vertauschung von zwei Genen auf den Chromo-
somen 9 und 22 zur einer daueraktivierten Form der Tyrosinkinase c-abl
kommt, die deaktiviert für die Einleitung der Apoptose zuständig ist.
In Fibroblasten ist c-abl für eine Smad-unabhängige Aktivierung von
TGF-𝛽 zuständig. Durch TGF-𝛽 werden Fibroblasten zur Proliferation
angeregt und produzieren damit auch mehr extrazelluläre Proteine wie
Kollagen III, Kollagen IV und Fibronectin. Es konnte für Nierenfibroblas-
ten, Brustkrebsfibroblasten und Lungenfibroblasten nachgewiesen werden,
dass Imatinib diese Aktivierung duch die Hemmung von c-abl verhin-
dern kann, und so die Proteinsynthesen vermindert. Es verhindert so
die Entstehung von fibrotischen Geweben. Auf anderes Gewebe wirkt
es jedoch nicht [30, 31, 32]. Es besteht die Vermutung, dass auch bei
Tenonfibroblasten dieser Effekt eintritt. So würde Imatinib verhindern,
dass die fibrotischen Kapseln um GDI entstehen ohne das umliegende
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Gewebe zu inhibieren.

Abschließend lässt sich feststellen, dass mit PNIPAAm-beschichtete Im-
plantate für den Einsatz bei wirkstofffreisetzenden Systemen als gute
Möglichkeit erscheinen. Durch den Antifouling-Charakter der Oberfläche
werden Fibrosen im umliegenden Gewebe wahrscheinlich unterbunden. Zu-
sätzlich kann durch die Verwendung antifibrotischer Medikamente dieser
Effekt noch verstärkt werden.
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