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Vorwort

Es ist bekannt, dass durch die Funktionalisierung von Zellkulturoberflachen (z.B. in Bio-
reaktoren) mit biologischen Faktoren wie Proteinen oder Wachstumsfaktoren das Ver-
halten von Zellen beeinflussbar ist. Neben der gesamtflachigen Oberflachenmodifizie-
rung bietet eine gezielte kunden- und anwendungsspezifische Mikrostrukturierung viel-
faltigere Moglichkeiten der Steuerung von Zellen und ist dabei gleichzeitig ressourcen-
schonend.

Diese Tatsache wurde bisher erst in geringem Mal von der modernen biotechnologi-
schen Industrie genutzt. Es besteht daher ein starker Bedarf an Produktionsausristun-
gen, welche eine effiziente mikrostrukturierte Oberflachenfunktionalisierung im indust-
riellen MaBstab erlauben. Heutzutage werden die notwendigen biologischen Materialien
durch komplexe und teure Kulturmedien oder durch sogenannte Feeder-Zellen bereitge-
stellt. Letztere sind in ihrer Herstellung anfallig fur virale Infektionen wodurch ihr Einsatz
in der regenerativen Gewebeherstellung nicht moglich ist. Des Weiteren konnten Mikro-
strukturen bisher nur auf spréden und starren Materialien und kleinflachig hergestellt
werden. Eine hocheffiziente, groB3flachige, industrielle Fertigungsmethode wie das Rolle-
zu-Rolle Verfahren mit flexiblen Materialien gab es nicht.

Ziel war es, einen groBflachigen, rotativen Immobilisierungsprozess von biologischen
Molekilen auf biokompatiblen Polymerfolien mit Eignung fir In-Vitro-Zellkultivierungen
zu entwickeln und eine effiziente Rolle-zu-Rolle Produktionslinie aufzubauen. Der De-
monstrator sollte dabei die strukturierte Bio-Funktionalisierung von Polymerfolien in ei-
nem einzigen Prozessdurchlauf ermdéglichen. Die biologischen Strukturen in mikrostruk-
turierter Anordnung sollten ihre dreidimensionale Struktur und somit ihre biologische
Aktivitat behalten und dabei eine laterale Strukturauflésung weniger als 10 Mikrometer
aufweisen. Die biologische Effizienz und Wirksamkeit der Methode sollte beispielhaft
durch die Einflussnahme der aufgebrachten Mikrostrukturen auf das Zellverhalten ge-
zeigt werden.

Das Projekt BIOREEL verknUpfte die Wissensgebiete der Biotechnologie und Zellbiologie
mit produktionstechnischen Rolle-zu-Rolle Prozessverfahren im MikromaBstab. Erste
Stempeldruckexperimente mit unterschiedlichen Mikrostrukturen an ausgewahlten Foli-
enmaterialien wurden unter anderem nach Zellmorphologie, -adhasion, -migration und -
proliferation bewertet. Diese Form des Tiefdrucks von Proteinen wurde versuchsweise in
eine einfache Rolle-zu-Rolle-Anlage implementiert. Die aus den Vorarbeiten erarbeiteten
Erkenntnisse flossen anschlieBend in den Aufbau einer demonstrativen Rolle-zu-Rolle
Produktionslinie ein. Die mit diesem Demonstrator funktionalisierten Folien wurden
schlieBlich bezlglich ihrer biologischen Wirkung auf das Verhalten Zellen in-vitro evalu-
lert.

Diese Ergebnisse werden zukinftig in fast alle Fachrichtungen der Biowissenschaften
transferierbar sein, in denen mikrostrukturierte Biopolymere eingesetzt werden. Die Er-
gebnisse kdnnen beispielsweise in der Arzneimittelentwicklung, bei der Entwicklung von
kUnstlichen Geweben und der Standardisierung von Transplantaten eingesetzt werden.
Ein wichtiger Markt stellt die In-Vitro-Diagnostik und die damit verbundenen Point-of-
Care Anwendungen dar. Die Projektergebnisse eroffnen neuartige Anwendungen fir



Prage- und Druckwalzen mit verbesserten Mikrostrukturierungsprozessen sowie fur die
Herstellung von Sondermaschinen fir den Biotechnologiemarkt.

Die deutschen Partner in diesem Verbundprojekt wurden im Rahmenkonzept , For-
schung fur die Produktion von morgen” des Bundesministeriums fir Bildung und For-
schung (BMBF) gefordert. Allen sei an dieser Stelle gedankt, die mit ihrem Wissen, En-
gagement und ihren Erfahrungen an dieser grenziberschreitenden Forschungs- und
Entwicklungsarbeit mitgewirkt haben.
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1  Ziel des Forschungsprojekts

Die in diesem Bericht beschriebenen Forschungs- und Entwicklungsaktivitaten beziehen
sich auf das Rahmenkonzept "Forschung fur die Produktion von morgen" in der 27.
Bekanntmachung vom 13. Marz 2009 , Effiziente Produktionsausristungen fur die Her-
stellung von Mikro- und Nanokomponenten innerhalb transnationaler Forschungsprojek-
te des europaischen MNT ERA-Net”.

Das Vorhaben BIOREEL leistet einen Beitrag zum Gebiet der Mikro- und Nanotechnolo-
gie einschlieBlich deren Produktionstechnik und hier speziell zum Anwendungsfeld
. Verarbeitung von Materialien (Oberflachenfunktionalisierung und -strukturierung)”.

BIOREEL ist ein interdisziplinares Forschungsprojekt, welches neue Erkenntnisse aus den
Wissensgebieten Biotechnologie und Zellbiologie sowie der Produktionstechnik und der
Mikrotechnik Gbernimmt und vereint.

In BIOREEL gehen wir weit Uber den Stand der Technik in der Oberflachenfunktionalisie-
rung hinaus. Dies betrifft vor allem die Effizienz der angestrebten Rolle-zu-Rolle Produk-
tionsanlage, welche eine ressourcenschonende mikrostrukturierte Oberflachenfunktio-
nalisierung mit hohem Durchsatz bei niedrigsten Kosten erlaubt. Die Vorteile der Soft-
lithographie (hohe laterale Strukturauflosung) werden mit den Vorteilen industrieller
Druckprozesse kombiniert, welche das Bedrucken groBflachiger Substrate bei hoher
Durchlaufgeschwindigkeit erlauben. Diese Kombination resultiert in einer hoch effizien-
ten Produktionsausrtstung, die das mikrostrukturierte Immobilisieren von Proteinen auf
Polymerfolien in einem rotativen Prozess ermoglicht. Der Rolle-zu-Rolle Immobilisie-
rungsprozess ist hochinnovativ und die effizienteste Methode Gberhaupt, um Proteine in
mikrostrukturierter Anordnung auf ein Substrat zu Ubertragen. Dieses Konzept erlaubt
erstmals die kosteneffiziente Herstellung der angestrebten Zellkulturgefale im industriel-
len MaBstab.

Bisher werden kommerziell erhaltlich beschichtete ZellkulturgefaBe vorwiegend durch
Spin-Coating oder Elektrospinning hergestellt. Durch die hohe Durchlaufgeschwindigkeit
der Materialien beim Rolle-zu-Rolle Prozess ist ein wesentlich héherer Durchsatz bei
gleichzeitig geringeren Kosten zu erwarten. Da nur das bendtigte Druckmedium aufge-
nommen und transferiert wird, ist das Rolle-zu-Rolle Verfahren wesentlich ressourcen-
schonender als die herkdmmlich eingesetzten Techniken. Das geplante Verfahren er-
laubt auch bei anderen Anwendungen eine im Vergleich zu herkémmlichen Verfahren
wesentlich hohere Flexibilitat. Unter anderem lasst sich dieses kontinuierliche Verfahren
sehr effektiv mit weiteren Prozessen (z.B. einer Plasmabehandlung) kombinieren. Vor-
teilhaft beim Rolle-zu-Rolle Prozess ist auch die Maoglichkeit der strukturierten Pro-
teinimmobilisierung, um z.B. optimierte Oberflachen fir verschiedene Zelltypen in einem
KulturgefaB zu realisieren. Dabei lassen sich mechanische Strukturen, die im pm-Bereich
das Zellwachstum beeinflussen, mit Proteinanordnungen kombinieren. Diese Anwen-
dungen sind zurzeit nur manuell realisierbar und kommerziell nicht erhaltlich. Durch Op-
timierungen und verschiedene Druckzylindergeometrien lasst sich erwarten, dass hoch-
komplexe Funktionalisierungen mit z.B. ortlich begrenztem Aufbringen von mehreren
verschiedenen Proteinen maglich sein werden. Dies wurde z.B. die Differenzierung von
Stammzellen hin zu verschiedenen Zielzellen auf dem gleichen Substrat moglich machen
und mittel- bis langfristig vielversprechende Ansatze fir Anwendungen in der regenera-
tiven Medizin erlauben.

Vorstellbar ist auch die einfache Effizienzsteigerung des Druckprozesses und damit der
Produktion durch eine VergroBerung der Druckzylinder. So kann eine kontinuierliche
und damit sehr kostengunstige Herstellung von Oberflachen erreicht werden. Existieren-
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de Verfahren und Produktionsprozesse sind diskontinuierlich und hohere Stlickzahlen
kénnen nur Uber die Einrichtung neuer Anlagen realisiert werden.

BIOREEL ist stark marktorientiert und strebt letztendlich die Entwicklung einer hocheffi-
zienten Produktionslinie fUr die Massenproduktion groB3flachiger biofunktionalisierter
Polymerfolien an. Die funktionalisierten Oberflachen bieten optimale Bedingungen bei
In-vitro-Zellkulturen und adressieren direkt an den Biotechnologiemarkt. Im Detail hat
das Projekt folgende Ziele:

e |dentifikation geeigneter Polymermaterialien fUr die angestrebte mikrostrukturierte
Oberflachenfunktionalisierung im Rolle-zu-Rolle Verfahren,

e Herstellung von Druckzylindern mit einer lateralen Strukturauflosung von weniger als
10 um,

e Entwicklung eines Rolle-zu-Rolle Prozesses und einer hocheffizienten Rolle-zu-Rolle
Produktionslinie fir die mikrostrukturierte Oberflachenfunktionalisierung groBflachi-
ger biokompatibler Folien mit Eignung fur die In-vitro-Zellkultivierung,

e Nachweis der biologischen Effizienz der mit dem Rolle-zu-Rolle Verfahren hergestell-
ten funktionalisierten Polymerfolien,

e Aufbau eines Demonstrators in Form einer voll funktionstlichtigen Rolle-zu-Rolle
Produktionsanlage fur die effiziente Oberflachenfunktionalisierung.

1.1 Projektpartner

Das Projektkonsortium umfasst vier Partner, zwei aus Deutschland und zwei aus Spani-
en. Die grenzUberschreitende Zusammenarbeit im Rahmen des MNT ERA-NET, einem
Netzwerk aus regionalen und nationalen Forderorganisationen im Bereich der Mikro-
und Nanotechnologien in Europa, mit spanischen Projektpartnern erlaubt dabei einen
Zugang zur Entwicklung von neuen Mikrofertigungstechnologien und zu kleineren Wal-
zenstrukturen. Konkret entwickeln die baskischen Projektpartner Prozesse, um Druck-
walzen mit Mikrostrukturen zu versehen, die im Bereich <10 pm liegen.

Das Fraunhofer IBMT wird zu druckende Mikrostrukturen auswahlen, Methoden entwi-
ckeln um Proteine auf vorstrukturierten Polymerfolien zu fixieren und um Proteine direkt
zu drucken. Weiterhin ist die biologische Effektivitat der immobilisierten Proteine zu eva-
luieren. Die Tests zur Evaluation der produzierten Folien erfolgen unter Verwendung
bereits etablierter Zellkulturmethoden wie Proliferations- und Vitalitatsmessungen.

Basierend auf den Ergebnissen des Fraunhofer IBMT sowie auf dem firmeninternen
Know-How im Bereich von Rolle-zu-Rolle Produktionsanlagen wird Fa. SAUERESSIG eine
Produktionslinie aufbauen, welche in der Lage ist die Oberflachenfunktionalisierung mit
Proteinen in einem Rolle-zu-Rolle Prozess durchzufihren.
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2  Stand der Technik zu Projektbeginn

2.1 Stand der Technik in den anvisierten biotechnologischen
Anwendungsfeldern

Bereits fruh in der Geschichte der In-vitro-Zellkultur war klar, dass die Kultivierung von
Zellen egal ob tierischen, pflanzlichen oder menschlichen Ursprungs auf Glas- oder spa-
ter auf Plastikoberflachen (Polystyrol) eine kinstliche und unphysiologische Weise der
Kultivierung darstellt. Beginnend in den frihen neunziger Jahren, wurden Effekte unter-
sucht, die auftreten, wenn kunstliche Strukturen extrazellulare Matrixkomponenten von
Geweben imitieren (Wood, 1988, Clark et al., 1991). In vivo besteht die extrazellulare
Matrix vornehmlich aus einem Gemisch aus Proteinen (Elastin, Kollagen, Fibronektin,
Laminin) und Polysacchariden (Glykosaminoglykane). Seither wurde gezeigt, dass fast
alle untersuchten Gewebezellen durch mikro- und nanostrukturierte Oberflachen derge-
stalt beeinflusst werden, dass es zu Anderungen in der Zellmorphologie, der Adhésion
und der Organisation des Zytoskeletts kommt. Indem man das Augenmerk nur auf
Struktureffekte richtet, wird die Tatsache auBer Acht gelassen, dass die extrazellulare
Matrix, als prominenteste In-vivo-gewebeentwickelnde-Komponente, ebenso als zellula-
rer Informationsvorrat dient wie auch als Reservoir fir Wachstumsfaktoren und andere
Proteine, den Zellen zusatzlich zum strukturellen also auch einen chemischen Effekt lie-
fert. Bei der In-vitro-Kultivierung werden diese notwendigen Stoffe durch komplexe und
teure Supplemente in den Kulturmedien oder durch sogenannte Feeder-Zellen bereitge-
stellt. Weil Feeder-Zellen gewohnlich von Tieren stammen und anfallig fur virale Infekti-
onen sind, ist der Gebrauch dieser im regenerativen Tissue-Engineering nicht maglich.
Publikationen der letzten Jahre haben gezeigt, dass die Ankopplung von Proteinen an
strukturierte Substrate eine mogliche Alternative darstellt und in ersten Zellkulturexperi-
menten flhrte die Kopplung spezifischer Proteine an Substrate zu einer reproduzierbare-
ren und steuerbaren Zellkultur (Cetinkaya et al., 2007, Nagaoka et al., 2006). Im Bereich
der Stammzellforschung konnte durch die Modifikation des Substrates mit Proteinen
oder Gelen unterschiedlicher Steifigkeit das Differenzierungsverhalten der Stammzellen
gesteuert werden (Lutolf et al., 2009, Stevens et al., 2005, Rowlands et al., 2008).

Die bekannten Methoden zur Substratstrukturierung und zum Koppeln der Proteine er-
fordern bisher die Durchfihrung komplexer Prozesse, wie z.B. das Spin-Coating, wel-
ches zudem zeitaufwandig und wenig ressourcenschonend ist, da das meiste Material
abgeschleudert wird und somit verloren ist. Weiterhin bekannt ist das Micro-Contact-
Printing, welches zwar in der Lage ist beliebige Strukturen im Mikrometerbereich zu
transferieren, aber flr groBflachige Anwendungen, wie sie in der Biotechnologie bend-
tigt werden, nicht geeignet ist. Die genannten Nachteile verhindern, dass diese Metho-
den als geeignete Standardverfahren flr die Strukturierung von Wachstumsoberflachen
mit z. B. Proteinen in der Biotechnologie eingesetzt werden (Klenkler et al., 2006, Pins et
al., 2006).
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2.2 Stand der Technik in den anvisierten Produktionstechniken

Die Herstellung von Mikrostrukturen lasst sich produktionstechnisch grob in zwei Berei-
che mit unterschiedlichen Strukturauflésungen und unterschiedlich hohem Durchsatz
unterteilen:

1) Die meisten heute hergestellten Mikrostrukturen werden auf Silizium- oder Glas-
wafern strukturiert. Diese sproden Materialien sind sehr starr und die Substratabmes-
sungen sind sehr beschrankt. Der Vorteil bei der Strukturierung flexibler Materialien ist
hingegen, dass das Material geknickt und gerollt werden kann, was die Moglichkeit der
Nutzung dieser Materialien in hocheffizienten industriellen Fertigungsprozessen eroff-
net.

Im Bereich der Biotechnologie erfordern die bisherigen Methoden zur Herstellung struk-
turierter Oberflachen mit fixierten Proteinen (z. B. Wachstumsfaktoren) eine Reihe ein-
zelner Schritte. Oft muss das Protein in einem separaten Schritt chemisch modifiziert
werden, bevor eine Fixierung auf der Oberflache maoglich ist. Zwei Beispiele von chemi-
schen Modifikationen von Proteinen beinhalten die Kopplung von Biotin mit anschlie-
Bender Reaktion mit Streptavidin-funktionalisierten Oberflachen (Wilde et al., 2006) o-
der die Fotoimmobilisierung (Bossi et al., 2004). Zweifellos andern die verschiedenen
Modifikationsschritte, die fur die Herstellung funktionalisierter Oberflachen bendtigt
werden (Einsetzen von Biotin oder fotovernetzbaren Gruppen), die 3-D-Ausrichtung der
Proteine und die biologische Aktivitat. AuBerdem limitieren die hohen Kosten mancher
Proteine die Realisierbarkeit eines separaten chemischen Modifikationsschritts. Bei den
derzeit eingesetzten Produktionsprozessen limitiert die groBBe Anzahl der Produktions-
schritte (Strukturierung, selektive chemische Funktionalisierung der Strukturen durch
z. B. selbstassemblierende Monolayer-Technologie, chemische Proteinmodifikation,
chemische Ankopplung der Proteine an die Oberflachen) die Durchfihrung der Prozesse
in Zellkulturlaboratorien.

2) Die Rolle-zu-Rolle Technik wird kommerziell beim Pragen von Kunststofffolien und
anderen Materialien (z.B. Papier oder Leder) und beim Drucken (Printmedien, Verpa-
ckungen) eingesetzt. Mit diesen Produktionsverfahren ist eine kostenglnstige Herstel-
lung von gepragten oder bedruckten Oberflachen bei hohem Durchsatz maglich.

Beispielsweise werden Bezugsstoffe fur die Automobil- und Mdobelindustrie in groBBen
Mengen mit rotativen HeiBprageanlagen gefertigt. Die Pragestrukturen liegen dabei in
der GroBenordnung von einigen Millimetern bis hin zu einigen zehn Mikrometern. Die
Pragewerkzeuge werden unter anderem mit Hilfe von Lasern strukturiert. Die Heil3pra-
gung eignet sich aber auch zur Herstellung von Sub-Mikrometerstrukturen, wie Prage-
anlagen fur holographische Strukturen zeigen. Eine verfeinerte Gravurtechnik zur Her-
stellung der Pragewalzen erlaubt die industrielle Herstellung von Mikrostrukturen auf
Folienmaterial und dient somit der kostengunstigen und effizienten Herstellung struktu-
rierter Oberflachen mit fixierten Proteinen.

Beim Rolle-zu-Rolle Drucken wird zwischen drei grundsatzlichen Methoden unterschie-
den: Offset, Rotogravur und Flexografie. Vor allem beim Bedrucken von Kunststofffolien
wird hauptsachlich der Rotogravurdruck angewendet. Druckzylinder zur Rotogravur ha-
ben kleine, in den Druckzylinder geatzte Locher, welche das Druckmuster vorgeben. Die
Locher werden mit einer Farbelosung geflllt, die zu einer Papier- oder Plastikendlosrolle
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weitergeleitet wird. Der Nachteil dieser verfligbaren Technologien ist die begrenzte late-
rale Auflosung der gedruckten Strukturen, was wiederum auf die begrenzte Aufldsung
der Locher im Druckzylinder zurtckzufihren ist. Heutzutage liegen die kleinsten kom-
merziell verflgbaren Strukturen auf Druckzylindern im Bereich von = 10 um.

Neben diesen Rolle-zu-Rolle Technologien mit hohem Durchsatz gibt es andere Techno-
logien, mit denen im Mikro- und Submikrometer-Bereich Druckstrukturen produziert
werden konnen und die derzeit vor allem im Bereich der Forschung und hier speziell auf
dem Gebiet der Biotechnologie zum Einsatz kommen. Solche Technologien sind z. B. die
Soft-Lithografie (Xia et al. 1998, Rogers et al., 2005) oder die Nano-Imprint-Lithografie
(NIL). Soft-Lithografie ist eine Methode zur Herstellung einer Molektl-Monolage auf ei-
nem Substrat. Der in diesem Prozess eingesetzte Stempel wird aus dem Elastomer PDMS
durch Abformen eines mikrostrukturierten Siliziumwafers hergestellt. Die erreichbare
Auflosung liegt unter 100 nm. Im Gegensatz dazu produziert NIL keine Einzelmolekul-
Schichten, sondern ein dreidimensionales Muster. Da der Stempel Ublicherweise durch
einen Elektronenstrahl strukturiert wird, kann die erreichbare laterale Auflosung unter
100 nm betragen. Alle diese Technologien, die eine sub-um Auflésung erlauben, stellen
sequenzielle Prozesse dar, bei denen eine kleine Flache nach der anderen in einem
Stempelprozess hergestellt wird. Solche Prozesse sind deshalb aufgrund der Limitierung
der bearbeiteten Flache und der Zykluszeiten nicht fir GroBserienproduktionen oder fir
das Strukturieren groBflachiger Substrate geeignet. Daher ist der Einsatz derartiger
Stempel momentan auf den Forschungsbereich beschrankt.
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3  Erzielte Ergebnisse

Die Etablierung des rotativen Druckverfahrens zur Funktionalisierung grofB3flachiger
Kunststofffolien mit mikrostrukturierten Proteinmustern erforderte die Bertcksichtigung
einer ganzen Reihe von Faktoren, die in Abbildung 1 in gelber Farbe dargestellt sind. Die
genannten technischen und biologischen Parameter des Druckprozesses mussten auf
geeignete Weise aufeinander abgestimmt werden, um den geforderten Materiallber-
trag und die biologische Funktionalitat der gedruckten Strukturen zu erreichen.

( Medium
Cell behaviour

Viscosity

=D

© ©
ontact pressure

Speed :
Tem:;ture ( Drying ] (Structures]
Abbildung 1 Ubersicht tber die bei der Etablierung des Druckprozesses zu be-

rucksichtigenden Parameter

Das Projekt BIOREEL war in folgende Arbeitspakete untergliedert:

AP1: Struktur- und Folienmaterialauswahl

AP2: Strukturierungsprozess flr Prage- und Druckwalzen

AP3: Prozess zur mikrostrukturierten Funktionalisierung von Polymerfolien
AP4: Evaluierung der oberflachenfunktionalisierten Polymerfolien

AP5: Demonstrator: Produktionsanlage zur Rolle-zu-Rolle Funktionalisierung von Folien
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3.1 Struktur- und Folienauswahl

FUr die Etablierung des Druckprozesses und die anschlieBende biologische Nutzung der
gedruckten Proteinmuster wurden zunachst die zu druckenden Strukturen definiert und
grundsatzliche Untersuchungen zur Auswahl geeigneter Bedruckstoffe und zur Zusam-
mensetzung des Druckmediums durchgefuhrt.

Strukturauswahl

Bei der Auswahl der Mikrostrukturen wurden unterschiedliche Kreis- und Linienmuster
definiert, deren Einfluss auf die Kultivierung von Zellen im weiteren Verlauf des Projekts
untersucht werden sollte. Die lateralen Abmessungen der Strukturen beziehungsweise
der Abstande zwischen den einzelnen Kreisen oder Linien lagen zwischen 0,5 und
50 ym. Fur die angestrebte Verwendung der bedruckten Folien in Zellkulturanwendun-
gen sollten zunachst besonders auch Strukturen kleiner als 10 ym untersucht werden.
Dies wiederum stellten besondere Anforderungen an die Fertigungstechnologien zur
Herstellung der Druckformen. Im Zuge der biologischen Evaluierung der gedruckten
Strukturen wurden im weiteren Verlauf des Projekts leicht geanderte Strukturen defi-
niert, bei denen die ersten Erfahrungen mit den gedruckten Proteinstrukturen bertck-
sichtigt wurden. Ausgehend von den ersten Druckergebnissen wurde fur diese zweite
Designversion die minimal bendtigte GroBe der Linien- und Kreisstrukturen auf 5 ym
festgelegt.

1 o @ 10

e o o

e o o

3 & [II:I]

) ﬁ

? . . . F | |
Abbildung 2 Ubersicht Uber die ausgewahlten Strukturen fir das Design der

Druckwalze, minimale Linienbreite: 10 pm, minimale Kreisdurch-
messer: 5 ym
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Folienauswahl

Verschiedene Folienmaterialien wurden vor allem hinsichtlich ihres Einflusses auf Zellen
sowie ihrer Oberflacheneigenschaften (Oberflachenenergie) aber auch bezlglich ihrer
physikalischen Eignung (Materialstarke) flr das angestrebte Rolle-zu-Rolle Druckverfah-
ren Uberprift. Ausgehend von in der Medizin sowie in der Lebensmittel- und Biotechno-
logie gebrauchlichen Materialien kamen Polystyrol (PS), Cycloolefin-Copolymer (COC),
Polyethylenterephtalat (PET) und Polypropylen (PP) als Folienmaterialien fir die Druckver-
suche in Betracht. Die Oberflachenenergien der Folien wurden mit Hilfe von Testtinten
und Kontaktwinkelmessungen ermittelt (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1 Folienmaterialien, Ergebnisse der Messungen zur Oberflachenenergie
Material Dicke Oberflachenenergie
COC 300 pm 30 mN/m
PS 190 pm 33 mN/m
PET 50 ym 38 - 42 mN/m
PP 57 pm 36 mN/m

Flr einen erfolgreichen Ubertrag des Druckmediums auf den Bedruckstoff muss der Be-
druckstoff eine hohere Oberflachenenergie als das Druckmedium aufweisen. Wegen
dieser Voraussetzung mussten Folien mit mdglichst hoher Oberflachenenergie ausge-
wahlt werden. Die Werte von 38 — 42 mN/m bei PET werden durch eine vorherige Plas-
maaktivierung beim Hersteller erreicht. Aufgrund der hoheren Oberflachenenergien
wurden PET und PP als Materialien fir die Druckversuche ausgewahlt. Folien aus COC
und PS kamen auch aufgrund der verflgbaren Dicken nicht fir die Druckversuche in
Betracht.

Eine hohe optische Qualitat der Folien ist vor allem bei der Evaluierung der immobilisier-
ten Proteine in der In-vitro-Zellkultur wichtig. Daher erfolgte die Untersuchung der opti-
schen Qualitat der verschiedenen Materialien nach Besiedelung mit humanen mesen-
chymalen Stammzellen (hMSC) mittels eines inversen Durchlichtmikroskops. Dabei zeig-
te COC die beste optische Qualitat, die mit der von StandardkulturgefaBBen aus Polysty-
rol vergleichbar war. Folien aus PET und PS zeigten produktionsbedingte EinschlUsse, die
das Licht streuten und dadurch die optische Qualitat verringerten. Aufgrund der beno-
tigten Oberflachenenergien und der Verfligbarkeit der Folienmaterialien wurde trotzdem
PET fur die Oberflachenmodifikation mittels Rolle-zu-Rolle Druckverfahren ausgewahlt.
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COC PET PS

Abbildung 3 Optische Qualitat der verschiedenen Folienmaterialien: Mikroskopi-
sche Darstellung von humanen mesenchymalen Stammzellen
(hMSC) auf den verschiedenen Folienmaterialien.

Druckmedien

Bei der Zusammensetzung der Druckmedien waren sowohl technische als auch biologi-
sche Randbedingungen zu berUcksichtigen. Aus technischer Sicht musste die Zusam-
mensetzung des Druckmediums hinsichtlich der Viskositat, der Oberflachenenergie und
der Trocknungseigenschaften erfolgen. Herkdmmliche in der Druckindustrie verwendete
Tinten und Farben kamen wegen ihrer Materialeigenschaften fir den geplanten Druck-
prozess mit Proteinen und die spatere Anwendung in der Zellkultur nicht in Betracht,
sodass im Rahmen des Projekts BIOREEL eine geeignete Formulierung fur ein Druckme-
dium erarbeitet werden musste. Bezlglich der Eignung fir die spatere Zellkultivierung
wurde die Vertraglichkeit der Komponenten mit den zu druckenden Proteinen und der
anschlieBenden Kultivierung von Zellen untersucht. Wie auch schon bei den Folienmate-
rialien wurden die Oberflachenspannungen der potenziellen Druckmedien mit Hilfe von
Kontaktwinkelmessungen ermittelt. Die Untersuchung der Zellvertraglichkeit erfolgte mit
HaCaT-Zellen (Keratinozyten-Zelllinie), die Uber Nacht auf eingetrockneten Proben der
jeweiligen Testsubstanzen inkubiert und am darauf folgenden Tag unter dem Lichtmik-
roskop charakterisiert wurden.

Ausgehend von Ublicherweise in der Soft Lithografie verwendeten Substanzen wurden
zunachst unterschiedliche Puffermedien hinsichtlich ihrer Eignung als Tragerlosung far
die zu druckenden Proteine im Rolle-zu-Rolle Druck getestet. Als geeignete Pufferme-
dien wurden drei verschiedene Substanzen ermittelt: Ammoniumacetat, Natriumhydro-
genphosphat und phosphatgepufferte Salzlésung (PBS).

Anders als bei den in der Soft Lithografie angewendeten Methoden zum Materiallber-
trag muss die Trocknung beim rotativen Druck innerhalb eines sehr kurzen Zeitraums
(ca. 1 s) erfolgen, da die bedruckte Seite des Substrats aufgrund der Bahnflhrung in der
Druckanlage direkt nach dem Druck bereits wieder mit anderen Anlagenkomponenten
in Berihrung kommt beziehungsweise aufgewickelt wird. Entgegen der Vorgehensweise
in kommerziellen Druckanlagen muss auf eine HeiBlufttrocknung entweder voéllig ver-
zichtet werden oder die Trocknung muss so eingestellt werden, dass die thermisch sensi-
tiven Proteine auch nach der Trocknung noch funktional sind. Daher muss auf Tempera-
turen > 42 °C verzichtet werden. Alternativ muss anlagentechnisch eine langere Trock-
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nungsstrecke vorgesehen werden. Diese Option ist allerdings konstruktiv nicht beliebig
umsetzbar.

Aus diesen Grinden war es notwendig, bei der Zusammensetzung des Druckmediums
Substanzen auszuwahlen, die eine Trocknung der gedruckten Strukturen beschleunig-
ten. Verschiedene Trockenstoffe wurden auf ihre Vertraglichkeit mit Proteinen und Zel-
len getestet. Es wurde ein Trockenstoff ausgewahlt, der keine negativen Auswirkungen
auf die Funktionalitat der gedruckten Proteine hatte.

Da es sich bei der aus Puffer, Protein und Trockenstoff bestehenden Substanz um eine
nahezu transparente Fllssigkeit handelte, musste eine Mdglichkeit gefunden werden,
die gedruckten Strukturen sichtbar zu machen, um sie bezuglich der Strukturtreue zu
charakterisieren. Zum einen konnten hinsichtlich der zu druckenden Proteine sogenann-
te Konjugate eingesetzt werden. Bei den Proteinkonjugaten liegen die Proteine in Ver-
bindung mit einem Fluoreszenzfarbstoff vor. In der Regel handelt es sich dabei um Flu-
orescein (FITC) oder andere, meist grin fluoreszierende Fluoreszenzmarker. Eine vom
verwendeten Protein unabhangige Maoglichkeit zur optischen Charakterisierung der ge-
druckten Strukturen konnte durch Verwendung eines Farbstoffs aus dem Bereich der
Lebensmitteltechnik realisiert werden.

Bei den Kontaktwinkelmessungen wurden zunachst die einzelnen Puffer und nachfol-
gend die mit Farbstoff und Trockenstoff angesetzten Losungen untersucht. Exemplari-
sche Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen sind in Tabelle 2 dargestellt. Dabei zeigte
sich, dass die Oberflachenenergie durch die beiden Additive (Farbstoff und Trockenstoff)
deutlich reduziert werden konnte. Damit wirkte sich die Verwendung dieser beiden Sub-
stanzen nicht nur auf die Trocknung und die Visualisierung der gedruckten Strukturen
aus. Zusatzlich zu diesen beiden gewtnschten Effekten konnte die geforderte Differenz
in den Oberflachenenergien von Folie und Druckmedium durch die beiden Zusatzstoffe
vergroBert beziehungsweise Uberhaupt erst erzielt werden.

Tabelle 2 Oberflachenenergien der Pufferlésungen mit und ohne Zusatze

Pufferlésung Zusatz Oberflachenenergie
PBS 48,9 mN/m
PBS Trockenstoff + Farbstoff 31,5 mN/m
Ammoniumacetat 49,1 mN/m
Ammoniumacetat Trockenstoff 41,5 mN/m
Ammoniumacetat Trockenstoff + Farbstoff 31,9 mN/m
Natriumhydrogenphosphat 42,5 mN/m

Hinsichtlich der Verwendung der im Rolle-zu-Rolle Druckverfahren modifizierten Ober-
flachen in der In-vitro-Zellkultur erfolgte die Uberpriifung der Biokompatibilitat des Foli-
enmaterials PET, der Pufferlosungen Natriumhydrogenphosphat und Ammoniumacetat
sowie des Farbstoffs (Pigment). Dafur wurden von den Folien, die mit dem entsprechen-
den Puffer bedruckt waren, Extrakte hergestellt, die mit murinen Fibroblasten kultiviert
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wurden. Nach 24 stlndiger Inkubationszeit wurde der Einfluss des Extrakts auf die
Stoffwechselaktivitat und die Proliferation untersucht (Abbildung 4). Die Werte wurden
gegen die Werte von unbehandelten Zellen normiert. Dabei konnte die Biokompatibilitat
der PET-Folie, der beiden verwendeten Puffer sowie des Pigments gezeigt werden. Somit
sind die getesteten Stoffe fir das Rolle-zu-Rolle Druckverfahren und die anschlieBende

Nutzung in der in-vitro-Zellkultur geeignet.
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Abbildung 4

Einfluss des Materials, der Pufferlésungen und des Pigments auf

murine Fibroblasten: PET-Folien mit Natriumhydrogenphosphat-
Puffer (N) oder Ammoniumacetat-Puffer (A) und mit (+Pig) oder
ohne (-Pig) Pigment mit dem Rolle-zu-Rolle Druckverfahren modifi-
ziert wurden mittels quantitativen Zytotoxizitatstests (WST-1- und
BrdU-Assay) auf ihre Zytotoxizitat untersucht.
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3.2 Strukturierungsprozess fiir Druckwalzen
3.2.1 Herstellung polymerbasierter Druckformen fiir Flexo- und Tiefdruck

Kommerzielle Klischees flr den Flexodruck sind in ihren StrukturgroBen auf laterale Ab-
messungen von minimal 30 ym beschrankt. Der am Fraunhofer IBMT im Rahmen der
ersten Projektphase verfolgte Ansatz nutzte daher mikrotechnologische Fertigungsver-
fahren zur Strukturierung von Polyimidfolie, um polymerbasierte Druckformen mit Struk-
turen bis in den Bereich kleiner als 10 um herzustellen. Die Vorteile dieses Verfahrens
sind die geringeren Kosten sowie der geringere Zeitaufwand verglichen mit konventio-
nellen Herstellungsverfahren fir Druckzylinder. Mittels Lithographie und Trockenatzver-
fahren wurden in einer Polyimidfolie Mikrostrukturen mit lateralen Abmessungen von
2,5 bis 50 pm und Hohen von bis zu 9 pm erzeugt (Abbildung 5), die anschlieBend ent-
weder direkt als Flexoklischee oder als Tiefdruckform verwendet werden kénnen. Zu-
satzlich wurden die Polyimidfolien mit erhabenen Strukturen in einem rotativen HeiB-
prageverfahren in eine 190 pm dicke Folie aus COC Ubertragen (Abbildung 6). Die Tie-
fen der gepragten Strukturen lagen dabei in einem Bereich von ca. 1 bis 4 um.
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Abbildung 6 gepragte COC-Mikrostruktur, Breite und Abstand je 5 ym, Tiefe
1 pum, links: 3-D-Ansicht, rechts: Profilmessung

Die gepragte Folie wiederum wurde mit einer Klebefolie (ARclad 7876, Adhesives Rese-
arch) auf einem Edelstahlblech fixiert und dieses anschlieBend auf einen Zylinder ge-
spannt (Abbildung 7). Es sei schon hier erwahnt, dass die Versuche mit gepragten COC-

Folien als Tiefdruckform nicht erfolgreich verliefen. Obwohl die Technologie der Mikro-
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strukturierung von Polyimidfolie grundsatzlich ein groBes Potenzial im Blick auf die er-
reichbaren StrukturgroBen besitzt, erschwert die Limitierung der bearbeitbaren Substrat-
flache auf Durchmesser von maximal 100 mm allerdings eine Verwendung der struktu-
rierten Folien als Tiefdruckform. Da der gesamte Umfang des Druckzylinders nicht von
der strukturierten Folie bedeckt werden kann, kommt es beim Abrakeln des Druckmedi-
ums infolge des sogenannten ,Rakelsprungs” zu Schwierigkeiten. Aus diesem Grund
und wegen der Verflgbarkeit anderer Druckformen in den geforderten Dimensionen
wurde die Variante mit den strukturierten Polyimidfolien im weiteren Projektverlauf nicht
weiter verfolgt.

Abbildung 7 links: PI-Folie auf Edelstahlblech aufgeklebt
rechts: Blech mit PI-Folie auf Walze fixiert, Pragung in COC-Folie
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3.2.2 Herstellung von Flexodruckformen aus PDMS

Auf der Grundlage der im AP1 definierten Mikrostrukturen wurden flexible Druckformen
aus dem Silikonelastomer Sylgard 184 (Dow Corning) hergestellt. Die Fertigung der Sili-
konmaster erfolgte mittels eines Replikationsverfahrens, bei dem mikrostrukturierte Sili-
ziumwafer mit einem Durchmesser von 100 mm als Formwerkzeug zum Einsatz kamen.
Nach der Mikrostrukturierung der Siliziumwafer durch Lithografie und reaktives lonenat-
zen (RIE bzw. DRIE) wurden diese Substrate in eine GieBBform integriert, die mit dem
flissigen Elastomer gefullt wurde. Nach dem Ausharten wurde das vernetzte PDMS aus
der GieBform entnommen und mit Hilfe eines fur den Einsatz im Flexodruck spezifizier-
ten doppelseitigen Klebebandes auf einem Druckzylinder fixiert (Abbildung 8). Die Ferti-
gung der Negativstrukturen in Silizium sowie die Abformung der PDMS-Druckformen
erfolgte dabei sowohl beim spanischen Projektpartner TEKNIKER als auch teilweise am
Fraunhofer IBMT. In der zweiten Phase des Projekts fand die Kooperation mit dem spa-
nischen Projektpartner im Rahmen des EUMINAfab-Programms statt. Dabei wurden
beim Design der Strukturen die Erkenntnisse aus den ersten Versuchsreihen zum Flexo-
und Tiefdruck berlcksichtigt.

PDMS-Stempel auf
Druckzylinder fixiert

Abbildung 8 links: GieBform zur PDMS-Abformung mit mikrostrukturiertem Sili-
ziumwafer, rechts: abgeformter PDMS-Stempel, auf Druckzylinder
befestigt
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3.2.3 Herstellung von Tiefdruckyzylindern

Die in AP1 spezifizierten Mikrostrukturen (siehe Abschnitt 3.1) dienten der Saueressig
GmbH als Basis fur die Fertigung eines mikrostrukturierten Tiefdruckzylinders. Unter-
schiedliche Kreis- und Linienmuster mit lateralen Abmessungen im Bereich zwischen ca.
10 und 50 pm wurden mit dem Rotogravurverfahren in einem Druckzylinder realisiert.
Die Napfchen beziehungsweise die Graben waren, abhangig von den lateralen Abmes-
sungen der Strukturen, zwischen 1 und 5 pm tief. In den folgenden Abbildungen sind
die Ergebnisse von Oberflachenmessungen an drei Strukturen der Tiefdruckwalze darge-
stellt. Die mit einem Konfokalmikroskop durchgefihrten Profilmessungen belegten die
Limitierung der verfigbaren Fertigungstechnologie bei StrukturgroBen im Bereich von
< 10 pm. Speziell bei den Kreisstrukturen konnten in diesen Dimensionen keine zufrie-
denstellenden Ergebnisse erzielt werden.
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Abbildung 11 Tiefdruckzylinder, Sollbreite: 1 ym, Abstand: 50 pm

Wahrend der Projektlaufzeit konnte dann auf eine neu entwickelte Strukturierungstech-
nik bei der Firma Saueressig zurlickgegriffen werden, die die Strukturierung von Napf-
chen im sub-10 um Bereich erlaubte. Eine neuartige Lasergravuranlage mit einem Piko-
sekundenlaser (Wellenlange 1064 nm, Leistung 80 W) ermdglicht die Direktgravur ultra-
feiner Strukturen in die Kupferschicht des Druckzylinders. Mit dieser Technologie wurde
in der zweiten Projektphase eine weitere Tiefdruckwalze gefertigt.

3.2.4 Herstellung eines Nickeleinsatzes fir Tiefdruckzylinder

Zusatzlich zu den mittels Rotogravur und Laserstrukturierung gefertigten Tiefdruckwal-
zen wurden in Zusammenarbeit mit den spanischen Partnern TEKNIKER und Moldelan
Formeinsatze aus Nickel hergestellt, die in Verbindung mit einem eigens dafur gefertig-
ten Stahlzylinder auf ihre Eignung flr den Tiefdruck getestet werden sollten. Hinter-
grund dieses Ansatzes war die beabsichtigte kosteneffiziente Herstellung mikrostruktu-
rierter Tiefdruckformen, bei denen die Vorteile der Mikrofertigungsverfahren bei der
Realisierung von Strukturen kleiner 10 ym genutzt werden sollten. Der Stahlzylinder soll-
te so gefertigt werden, dass die diinnen Nickelfolien mit den zu druckenden Strukturen
in entsprechenden Vertiefungen des Zylinders fixiert werden konnten.

Die Entwicklung dieser speziellen Druckform war dabei in zwei Hauptaufgaben aufge-
teilt: Die Herstellung einer mikrostrukturierten flexiblen Nickelfolie und das Design des
Zylinders, der als Aufnahme fur die flexible Folie dienen sollte.

Der Stahlzylinder wurde zunachst fir die Aufnahme von 16 rechteckigen Nickelfolien
ausgelegt, fur die Testphase wurden dann allerdings nur 4 Aufnahmen flr Nickelfolien
realisiert. Unterschiedliche mogliche Varianten fur die Fixierung der Nickelfolien wurden
in Betracht gezogen, darunter unter anderem eine mechanische Klemmung oder auch
eine magnetische Fixierung (Abbildung 12). Da diese beiden Losungsansatze in ihrer
Umsetzung sehr komplex und bezlglich der Zuverlassigkeit im Druckprozess nicht ein-
deutig zu beurteilen waren, wurde schlieBlich die Verwendung eines geeigneten beidsei-
tigen Klebers (PSA-tape) als am besten geeignete Befestigungsmethode fir die Nickelfo-
lien ausgewahilt.
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Klemmeinsatz

Abbildung 12 Optionen zur Befestigung der Nickelfolie auf dem Zylinder; oben:
Fixierung mit Permanentmagneten, unten: Fixierung mittels
Klemmeinsatzen

Aufgrund der verfahrensbedingten Limitierung der Bearbeitungsflache auf einen
Durchmesser von 100 mm wurden zwei jeweils 30 x 30 mm?2 gro3e Bereiche mit Mikro-
strukturen entworfen. Die Mikrostrukturen fUr diese beiden Bereiche wurden dabei aus
den in AP1 festgelegten Strukturen ausgewahlt: Kreise und Linien mit einem Durchmes-
ser beziehungsweise einer Breite von 5 pm. Der Abstand zwischen den einzelnen Struk-
turen betrug jeweils 5 pm. Zunachst wurden 100 mm Siliziumwafer mittels Lithografie
und Trockenatzverfahren (Deep Reactive lon Etching, BOSCH-Prozess mit SFs und C4Fs)
strukturiert und fur den nachfolgenden galvanischen Prozess vorbereitet. Die im Silizium
erzeugten Strukturen waren dabei ca. 7 pm tief. Wahrend der galvanischen Abformung
wurden die Vertiefungen im Silizium mit Nickel aufgefillt, und der Abscheideprozess
wurde so lange fortgesetzt, bis sich eine durchgehende Nickelschicht gebildet hatte.
Diese wurde schlieBlich von dem Siliziumwafer abgenommen. Mittels Drahterodieren
wurde dann die rechteckige Tiefdruckform aus der Folie ausgeschnitten und konnte in
die auf dem Stahlzylinder vorgesehene Vertiefung eingesetzt werden (Abbildung 13).

Abbildung 13 Tiefdruckzylinder mit eingesetzter Nickelfolie (Mitte)
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3.3 Prozess zur mikrostrukturierten Funktionalisierung von
Polymerfolien

3.3.1 Druckanlagen zur Prozessetablierung im Flexo- und Tiefdruckverfahren

FUr die ersten Versuchsreihen mit den ausgewahlten Folienmaterialien und Druckmedien
wurden bereits existierende Farbprifgerate der SAUERESSIG GmbH eingesetzt. Bei die-
sen Laboranlagen handelt es sich um das Rolle-zu-Rolle Flexo-Laborpriifgerat FP 100-
300 sowie um das Flachbett Tiefdruck-Laborgerat CP 90-200 (Abbildung 14). Das La-
borprufgerat FP 100-300 wurde so modifiziert, dass sowohl Versuche im Flexo- als auch
im Tiefdruckverfahren durchgefihrt werden konnten. Fir die Tiefdruckversuche wurde
die Andruckanlage umgebaut, indem anstelle der Rasterwalze ein Tiefdruckzylinder ein-
gesetzt und das Flexoklischee gegen eine Gummiwalze getauscht wurde. Daneben wur-
de die BahnflUhrung angepasst, sodass die Anlage mit der genannten Walzenkombinati-
on fur Tiefdruck genutzt werden konnte (Abbildung 15 links). Zusatzlich wurde eine
Vorrichtung konstruiert, an die eine Koronastation der Firma TIGRES GmbH (maximale
Leistung 600 W) zur Vorbehandlung der Kunststofffolien montiert wurde (Abbildung 15
rechts).

Abbildung 14 links: Flexo-Laborprifgerat FP 100-300,
rechts: Tiefdruck-Laborgerat CP 90-200

Abbildung 15 links: Modifiziertes Laborprifgerat fir Rolle-zu-Rolle Tiefdruck,
rechts: Koronastation
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3.3.2 Versuche im Flexodruckverfahren

Eine Rasterwalze mit Rasterweiten von 160, 240 und 315 I/cm wurde in Kombination
mit einem kommerziellen Flexodruckklischee mit unterschiedlichen Teststrukturen fur die
ersten Druckversuche eingesetzt. Sowohl die Geometrie der Napfchen in der Rasterwal-
ze als auch die StrukturgroBen des Klischees lagen dabei weit oberhalb des angestreb-
ten Bereiches von < 10 ym. Nach den ersten grundlegen Versuchen wurden dann an-
stelle des Flexodruckklischees die in Abschnitt 3.2.2 beschriebenen elastischen PDMS-
Druckformen mit den fur die spateren Anwendungen spezifizierten Mikrostrukturen
verwendet.

Einige der hinsichtlich ihrer Zellvertraglichkeit grundsatzlich geeigneten Substanzen
mussten nach den ersten Druckversuchen wegen negativer Ergebnisse beim Ubertrag,
bei der Haftung oder bei der Trocknung ausgeschlossen werden. Vor allem die Trock-
nung erwies sich fr viele Substanzen als problematisch, da die Zusammensetzung der
Druckmedien weder eine HeiBlufttrocknung (aufgrund des Proteins als Komponente)
noch eine Trocknung mit UV-Bestrahlung erlaubt. Als geeignet erwiesen sich zwei
Druckmedien, Ammoniumacetatpuffer sowie PBS, bei denen jeweils ein Trockenstoff
zugesetzt wurde. Zur besseren Charakterisierung der Ergebnisse wurde den Lésungen
zusatzlich ein Farbstoff zugegeben, sodass die gedruckten Strukturen mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops analysiert werden konnten. Sowohl mit dem Ammoniumacetat-
puffer als auch mit PBS konnte ein Strukturlbertrag auf PET-Folie erzielt werden. Dabei
war der StrukturUbertrag mit der Ammoniumacetat-Losung deutlicher als mit der PBS-
Losung, weshalb die nachfolgenden Versuche mit der Ammoniumacetat-Losung durch-
geflhrt wurden.

Die Druckbeistellung erwies sich als ein entscheidender Faktor fir den erfolgreichen
Ubertrag mit dem Flexodruck-Verfahren. Ein zu hoher Beistelldruck fiihrte dazu, dass der
elastische PDMS-Stempel zu stark an die Folie gedrlckt wurde (,,sagging effect”), was in
einem Ubertrag des Druckmediums auch in den Zwischenrdumen der zu druckenden
Mikrostrukturen resultierte (Abbildung 16). Aufgrund der geringen Hohe der PDMS-
Strukturen (< 10 ym) musste daher die Druckbeistellung sehr genau eingestellt werden.

Linienmuster
(5 um Breite)

—~_ Ubertrag in den

Zwischenraumen
Abbildung 16 Flexodruck mit BSA, PDMS-Stempel (Strukturhéhe 5 pm),

Ubertrag in den Zwischenrdumen wegen zu hohem Beistelldruck
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Nach Etablierung der Zusammensetzung der Druckmedien und der geeigneten Einstel-
lung der Prozessparameter, die teilweise mit dem Flexo-Laborprifgerat und spater mit
der Spezialdruckanlage von Saueressig moglich war, konnten mit dem Flexodruckverfah-
ren erfolgreich Strukturen bis zu minimalen Linienbreiten von 10 um Ubertragen werden
(Abbildung 17). Als Proteine wurden dabei bovines Serumalbumin (BSA) und Kollagen IV
eingesetzt.

Abbildung 17 Flexodruck mit Kollagen IV, PDMS-Stempel,
links: Quadrate mit Seitenlange 20 pm, rechts: Linien mit Breite
10 um. Die grinen Bereiche zwischen den Strukturen sind auf die
Eigenfluoreszenz der PET-Folie zurtckzufihren.

3.3.3 Versuche im Tiefdruckverfahren

Die ersten Versuchsreihen im Tiefdruck wurden mit dem umngebauten Flexo-
Laborprifgerat und dem Tiefdruck-Laborprifgerat durchgefahrt. Als Druckform wurden
von Saueressig gefertigte Tiefdruckzylinder mit den spezifizierten Mikrostrukturen einge-
setzt. Mit den beiden Anlagen konnten im Tiefdruck keine zufriedenstellenden Ergebnis-
se erzielt werden, da keine Einstellungen fr einen erfolgreichen Ubertrag des Druckme-
diums auf die Folie etabliert werden konnten. Die Geometrie der Napfchen, die Viskosi-
tat des Druckmediums und die Oberflachenenergien von Druckmedium und Folie waren
die kritischen Faktoren, die mit den beiden Anlagen zunachst nicht erfolgreich erarbeitet
werden konnten.

Mit der im Laufe des Projekts in Zusammenarbeit mit Saueressig entwickelten Spezial-
druckanlage (siehe Kapitel 3.5) konnten dann erste erfolgreiche Versuche im Tiefdruck
durchgeflhrt werden. Anders als bei den Versuchen im Flexodruck, wo mit einer Am-
moniumacetatlésung gearbeitet wurde, erwies sich Natriumhydrogenphosphat beim
Tiefdruck als geeignete Tragerlésung. Das Druckmedium bestand bei dieser Versuchsrei-
he aus dem Puffer, dem Farbstoff sowie Zellulose. Mithilfe der Zellulose konnte die Vis-
kositat des Druckmediums reguliert werden, sodass ein Ubertrag der Mikrostrukturen
auf die PET-Folie erzielt werden konnte.

Durch die Verwendung der Zellulose konnten erste erfolgreiche Resultate hinsichtlich
des Zusammenwirkens der fUr den Tiefdruckprozess relevanten Faktoren Viskositat und
NapfchengroBe erzielt werden.
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Grundsatzlich mussten beim Flexo- wie auch beim Tiefdruck die Prozessparameter je-
weils fur bestimmte Mikrostrukturen angepasst werden. Unterschiedliche Formen (Li-
nien, Kreise) mit unterschiedlichen Abmessungen erforderten entsprechende Modifikati-
onen bei den Druckeinstellungen (Abbildung 18).

Abbildung 18 Tiefdruck mit Zellulose/Natriumhydrogenphosphat;
links: Linien mit Breite 75 pm, rechts: Kreise mit Durchmesser
25 pm.
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3.4 Evaluierung der oberflichenfunktionalisierten Polymerfolien

Die Evaluierung der oberflachenmodifizierten Folien erfolgte durch die Kultivierung ver-
schiedener humanen und tierischen Zellen in vitro auf den Folien. Neben den Zelllinien
3T3 (murine Fibroblasten) und HaCaT (humane Keratinozyten) kamen humane mesen-
chymale Stammzellen (hMSC) zum Einsatz. Diese verschiedenen Zelltypen wurden in
unterschiedlichen Konzentrationen und flr verschiedene Zeiten auf den mit unterschied-
lichen Proteinen und Peptiden modifizierten Folien kultiviert.

Mit dem Rolle-zu-Rolle Druckverfahren wurden die Folien mit dem Homopolymer der
essentiellen Aminosaure L-Lysin, poly-L-Lysin, mit bovinem Serum Albumin (BSA) und
mit dem wichtigsten strukturellen Protein der Basalmembran, Kollagen Typ IV, modifi-
ziert.

In ersten Versuchen mit den umgebauten Laborprifgeraten konnten mittels Flexodruck
erfolgreich BSA-Strukturen auf PET-Folie gedruckt werden (Abbildung 19B). Auf diesen
Strukturen adharierten teilweise HaCaT-Zellen und richteten sich an den Strukturen aus
(Abbildung 19C). Die Anzahl der adharierten Zellen war bei diesen Versuchen allerdings
sehr gering.

Abbildung 19 Zellen auf im Rolle zu Rolle Druckverfahren aufgebrachten BSA-
Strukturen; A: Auf unbehandelter Folie gewachsene HaCaT-Zellen
(Kontrolle), B: Folie mit BSA-Strukturen,
C: HaCaT-Zellen sind auf BSA-Strukturen angewachsen und haben
sich daran ausgerichtet.

Ein deutlich besseres Ergebnis konnte bei Experimenten mit der im weiteren Projektver-
lauf entwickelten Spezialdruckanlage im Flexodruck mit Kollagen Typ IV erzielt werden
(Abbildung 20B). Auf den im Rolle-zu-Rolle Druckverfahren aufgebrachten Kollagen-
Linien hafteten die hMSC an und die meisten richteten sich, morphologisch deutlich zu
sehen, an den gedruckten Linien aus (Abbildung 20B und C).
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Abbildung 20 Auswirkung von im Rolle-zu-Rolle Druckverfahren gedruckten Kol-
lagen Typ IV-Strukturen; A: Auf Polystyrol gewachsene hMSC (Kon-
trolle), B und C: Folie mit Kollagen Typ IV-Strukturen (Linien) und
daran angewachsenen und ausgerichteten hMSC (Farbung mit
Hamatoxylin)

Auch auf Kollagen-Strukturen, welche im Tiefdruck-Verfahren auf die PET-Folie aufge-
bracht wurden adharierten die mesenchymalen Stammzellen und richteten ihre spindel-
formige langgestreckte Form an den Protein-Linien aus (Abbildung 21B + C).

Abbildung 21 Auswirkung von im Rolle-zu-Rolle Druckverfahren aufgebrachten
Kollagen Typ IV-Strukturen auf Zellen;
A: Auf Polystyrol gewachsene hMSC (Kontrolle), B: Auf Kollagen
Typ IV-Strukturen angehaftete und ausgerichtete hMSC (Phasen-
kontrastaufnahme), C: Overlay der fluoreszierenden Kollagen Typ
I\VV-Strukturen (Linien) im blauen Fluoreszenzkanal und den daran
ausgerichteten hMSC

Wegen der Koronaaktivierung der Folie vor dem Druckvorgang und der daraus resultie-
renden hoheren Oberflachenenergie hatten die Zellen auch eine starke Tendenz, auf
den nichtbedruckten aber aktivierten Bereichen zu haften. Um dies zu verhindern oder
zu minimieren, wurde untersucht, inwieweit ein Beschichten der gesamten Folienober-
flache vor dem Druckvorgang zu einer verminderten Adharenz der Zellen fuhrt und da-
mit ein Anhaften auf dem Protein sichergestellt werden kann.

Dazu wurde die PET-Folie vor dem Rolle-zu-Rolle Drucken mit dem Tensid Pluronic ®
(BASF) beschichtet und anschlieBend die Adharenz von hMSC untersucht (Abbildung
22). Die Stammzellen zeigten dabei eine kugelférmige Morphologie und eine sehr stark
verminderte Adharenz. Dementsprechend verhindert eine flachige Beschichtung der zu
bedruckenden Folie mit Pluronic ® das Anhaften der Zellen und erhoht damit den Anteil
der auf dem Druck angehafteten Zellen.
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Abbildung 22 Auswirkung von Oberflachenbehandlungen mit dem adhasionsver-
hindernden Stoff (Pluronic ®);
A: Auf Polystyrol gewachsene hMSC (Kontrolle), B: Nicht angehaf-
tete hMSC auf Pluronic ®-beschichteter Oberflache
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3.5 II:r<|>_duktionsanlage zur Rolle-zu-Rolle Funktionalisierung von
olien

Die in der ersten Projektphase mit den Laborprifgeraten der Saueressig GmbH durchge-
fuhrten Versuche zeigten, dass es nicht moglich war, reproduzierbare Druckergebnisse
beim Drucken von Proteinen in den geforderten StrukturgroBen im Bereich von 10 pm
oder kleiner zu erzielen. Dies lag vor allem an den hohen Anforderungen an die Rund-
laufgenauigkeit und die mechanische Stabilitat, welche durch die bei der Saueressig
GmbH verfugbaren Laborprifgeraten nicht erfullt werden konnten. Eine FEM-Analyse
verdeutlichte weiterhin, dass das zunachst eingesetzte Flexo-Farbprifgerat vom Typ
FP 100-300 auch nach einem weiteren Umbau den Anforderungen im Projekt nicht ge-
nugt hatte.

Auf der Grundlage der in der ersten Projektphase erzielten Ergebnisse erfolgte daher die
Entwicklung einer neuen Druckanlage, die speziell fir die Anforderungen des angestreb-
ten Ubertrags von Proteinmustern mit StrukturgréBen im Bereich von 10 pm konzipiert
wurde.

Die Anlage verfugt Uber zwei separate Druckwerke, die ein Bedrucken der Folien sowohl
im Flexo- als auch im Tiefdruck ermoglichen. Durch Variation der Bahnfihrungen kon-
nen die Druckwerke einzeln als auch nacheinander durchlaufen werden. Eine Korona-
Aktivierungseinheit erlaubt die Erhdhung der Oberflachenenergie der zu bedruckenden
Folie direkt vor dem Druckprozess, sodass der Transfer des wassrigen Druckmediums
von der Druckform auf die Folie verbessert wird.

Die in der Temperatur einstellbare Lufttrocknung ermaglicht ein Trocknen des Druckme-
diums, ohne die darin enthaltenen Proteine zu denaturieren. Durch die digitalen Antrie-
be in Verbindung mit der Bahnzugskontrolleinheit ist eine prazise Kontrolle der Druck-
bedingungen maoglich. Mikrometerantriebe und Linearfihrungen in den Druckwerken
erlauben ein prazises Einstellen von Anpressdruck oder Druckspalt. Alle Prozessparame-
ter konnen Uber ein Touchpanel digital eingestellt werden.

Abbildung 23 Neu entwickelte Flexo- und Tiefdruckmaschine mit integrierter
Korona-Aktivierungseinheit
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Abbildung 24 Flexodruckeinheit (links) und Tiefdruckeinheit (rechts)

Die auf der Grundlage der in der ersten Projektphase neu entwickelte Labordruckanlage
(Abbildung 23) wurde im Dezember 2012 in Betrieb genommen. Nach den ersten Ver-
suchen mit der Flexodruckeinheit erfolgten zusatzliche Anpassungen an der Maschine,
um vor allem die Druckbeistellung maoglichst genau einzustellen. Daflr wurden zwei
digitale Messuhren installiert, mit deren Hilfe der Abstand zwischen Druckwalze und
Presseur und weiterhin die Rundlaufgenauigkeit Uberprift werden konnte. Zusatzliche
Stellschrauben zur Einstellung des Abstands zwischen Rasterwalze und Druckwalze wur-
den ebenfalls nachgerUstet, sodass der Ubertrag des wassrigen Druckmediums von der
Rasterwalze auf die elastische Druckform optimiert werden konnte.

Im Tiefdruck konnte der Rakeldruck durch den nachtraglichen Einbau eines Druckminde-
rers eingestellt werden, was zu einem verbesserten Abrakeln des wassrigen Druckmedi-
ums fuhrte. Unterschiedliche Rakel wurden ebenfalls getestet, um die geeignete Kombi-
nation aus Rakel, Druckmedium und Tiefdruckwalze herauszufinden. Mit den durchge-
fuhrten Modifizierungen konnten dann sowohl im Flexo- als auch im Tiefdruck wesent-
lich bessere Druckergebnisse als mit den in der ersten Projektphase eingesetzten Labor-
prifgeraten erzielt werden.
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4 Bewertung der Ergebnisse

Die in der Vorhabensbeschreibung (siehe Abschnitt 1) genannten Ziele wurden wahrend
des Projektzeitraums erreicht. Nach Abschluss der Projektarbeiten im Projekt BIOREEL
steht der Demonstrator einer Rolle-zu-Rolle Produktionsanlage zur Verfligung, mit dem
die groB3flachige Biofunktionalisierung von Polymerfolien durchgefthrt werden kann.

Mehrere fUr die spateren Anwendungen im Bereich der Biotechnologie relevanten Poly-
mermaterialien (COC, PS, PET und PP) wurden untersucht und fur die Verwendung als
Substratmaterial fUr die angestrebte mikrostrukturierte Oberflachenfunktionalisierung
als geeignet eingestuft. Mit den im Projekt angewendeten Methoden der Oberflachen-
vorbehandlung mittels Koronaaktivierung sowie dem Bedrucken der Folie mit speziellen
Block-Copolymeren (Pluronic ®) konnen die genannten Folienmaterialien flr das Bedru-
cken mit wassrigen Proteinlosungen und auch anderen biologischen Druckmedien vor-
bereitet werden. Die im Projekt auf PET-Folie etablierten Verfahren kénnen daher bei
entsprechender Anpassung der nétigen Oberflachenparameter auf andere Materialien
Ubertragen werden.

Im Bereich der Druckformherstellung konnten durch die Arbeiten der baskischen Partner
und ebenso durch den Einsatz der bei Saueressig neu entwickelten Lasergravurtechnik
Strukturen im Bereich von 10 pym und kleiner erzeugt werden. Flr beide Druckverfahren,
Flexo- und Tiefdruck, wurden Druckformen hergestellt, mit denen erfolgreiche Rolle-zu-
Rolle Druckversuche durchgefihrt wurden.

Der Rolle-zu-Rolle Druckprozess konnte erfolgreich etabliert werden. Auf dieser Etablie-
rung lag der Schwerpunkt der Projektarbeiten, da eine komplexe Abstimmung zwischen
unterschiedlichen Teilbereichen (Druckmedium, Bedruckstoff, Anlagenparameter, biolo-
gische Anforderungen) gefordert war. Speziell im Blick auf das Druckmedium waren
Neuentwicklungen nétig, da die standardmaBig in der Druckindustrie verwendeten Sub-
stanzen in Drucktinten nicht mit den spateren Anwendungen im Bereich der Kultivie-
rung von Zellen kompatibel sind. Diese Aufgabe wurde im Projekt BIOREEL erfolgreich
gelost.

Mit beiden Druckverfahren (Flexo- und Tiefdruck) konnten Proteine im Rolle-zu-Rolle
Verfahren auf eine PET-Folie Ubertragen werden. Die nachfolgenden Versuche in der In-
vitro Zellkultur zeigten die biologische Effizienz der gedruckten Strukturen fir die in der
Vorhabensbeschreibung genannten Anwendungen in der Biotechnologie. Auf den be-
druckten Folien konnten verschiedene Zelltypen kultiviert werden, und die Zellen zeigten
eine deutliche morphologische Ausrichtung an den Proteinmustern.

Der im Laufe des Projekts entwickelte Demonstrator einer Rolle-zu-Rolle Spezialdruckan-
lage ermdglicht nun den definierten groBflachigen Ubertrag von Proteinlésungen auf
Polymerfolien. Mit den beiden Druckeinheiten fir Flexo- und fir Tiefdruck ist eine
groBtmaogliche Flexibilitat hinsichtlich unterschiedlicher biologischer Druckmedien und
Strukturen gegeben, die mit der Spezialdruckanlage Ubertragen werden konnen.
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5 Zusammenfassung der Ergebnisse und mogliche
Anwendungsgebiete

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

FUr die Etablierung des Rolle-zu-Rolle Druckverfahrens mit Proteinlésungen war die pas-
sende Abstimmung der in Abbildung 1 dargestellten Faktoren aufeinander von grundle-
gender Bedeutung. Im Verlauf des Projekts BIOREEL konnten die unterschiedlichen Teil-
aspekte des Rolle-zu-Rolle Prozesses erfolgreich miteinander verknipft werden. Dies
geschah zunachst mit den Laborprifgeraten der Saueressig GmbH, mit denen sowohl
im Flexo- als auch im Tiefdruckverfahren erste Versuchsreichen durchgefihrt wurden.
Diese Experimente dienten dazu, grundsatzliche Erfahrungen mit den neuartigen (biolo-
gischen) Substanzen, die im Rolle-zu-Rolle Verfahren Ubertragen werden sollten, zu ge-
winnen. Parallel dazu erfolgte die Fertigung von Druckformen, die die geforderten
Strukturen im Bereich bis kleiner 10 um zur Verfligung stellten.

Als Druckmedien wurden zwei unterschiedliche Pufferlésungen als Tragermedium far
die zu druckenden Proteine verwendet. Die Zugabe eines Trockenstoffs sowie eines fluo-
reszierenden Farbstoffs ermdglichte die erforderliche schnelle Trocknung der gedruckten
Strukturen sowie die spatere Charakterisierung der gedruckten Strukturen mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops. Weiterhin konnte durch diese beiden Additive die Oberflachen-
energie des Druckmediums herabgesetzt werden. Zur Erhéhung der Oberflachenenergie
der Polymerfolie diente eine Koronastation, durch die die Oberflache direkt vor dem
Druckvorgang aktiviert wurde.

Mit den Labordruckanlagen konnte die grundsatzliche Machbarkeit des Ubertrags des in
wassriger Form vorliegenden Druckmediums auf die verwendete PET-Folie gezeigt wer-
den. Die geforderten Genauigkeiten und reproduzierbare Druckergebnisse waren aller-
dings mit den beiden Anlagen, auch nach konstruktiven Anderungen an dem Flexo-
LaborprUfgerat, nicht zu erreichen.

Ausgehend von den Ergebnissen der ersten Projektphase wurde der Demonstrator einer
neuen Spezialdruckanlage von der Saueressig GmbH in enger Kooperation mit dem
Fraunhofer IBMT entwickelt und aufgebaut. Mit diesem Demonstrator konnten dann
erfolgreich Versuche im Flexo- und im Tiefdruck durchgefthrt werden.

Die biologischen Versuche im Anschluss an das Rolle-zu-Rolle Drucken zeigten, dass die
mit den Peptiden und Proteinen bedruckten Polymerfolien fur die In-vitro Zellkultivierung
geeignet waren und erfolgreich genutzt werden konnten. Die Zellen hafteten auf den
Mikrostrukturen auf den bedruckten Folien an und richteten sich an den Proteinmustern
aus.

Aufgrund der vorherigen Aktivierung der Folie kam es teilweise auch zu einem Anhaften
von Zellen auf nicht bedruckten Stellen. Die maogliche Verwendung eines Block-
Copolymers wie z.B. Pluronic ® eroffnet hier allerdings eine Moglichkeit, um die Selekti-
vitat der bedruckten Oberflache hinsichtlich des geforderten definierten Anhaftens von
Zellen mit deren anschlieBendem gerichtetem Wachstum zu erhdhen. Beispielsweise
kann die Kunststofffolie per Koronavorbehandlung aktiviert, dann aber zunachst — ganz
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flachig oder auch nur in bestimmten Bereichen — mit dem zellabweisenden Tensid be-
druckt werden. In einem zweiten Schritt kdnnen dann die Proteinmuster zwischen oder
auf die Tensidstrukturen gedruckt werden. Damit wird das unerwtnschte Anhaften von
Zellen auBerhalb der Proteinmuster vermieden.

5.2 Maogliche Anwendungsgebiete

Die in BIOREEL zu entwickelnde Rolle-zu-Rolle Produktionslinie zur effizienten Oberfla-
chenfunktionalisierung mit hohem Durchsatz soll vor allem Markte fUr standardisierte
und reproduzierbare Zellkulturtechniken, selektive Zellkulturen und auch kostengunstige
Produkte fur das Tissue-Engineering erschlieBen. Es wurde bereits gezeigt, dass die
Funktionalisierung von Zellkulturbehaltern (Bioreaktoren), deren Oberflachen eine In-
vivo-Situation nachbilden, zu einem Zellverhalten fihrt, das mit dem eines naturlichen
Gewebes vergleichbar ist. Diese Tatsache wird bisher erst in geringem Maf3 von der mo-
dernen biotechnischen Industrie zur Herstellung vieler wichtiger Produkte, wie z.B.
kdnstlicher Haut, klnstlicher Organe oder klnstlichen Gewebes, genutzt. Der Umsatz
des deutschen Biotechnologiemarktes betrug 2012 2,9 Milliarden EURO (Ding et al.,
2013) und wurde von 565 Firmen erwirtschaftet. Fast die Halfte der Firmen ist dabei der
.roten”, das heif3t der medizinischen Biotechnologie zuzuordnen, die sich auf die Ent-
wicklung von Therapeutika, die Erforschung neuer Diagnostika und die Entwicklung von
Technologieplattformen konzentriert.

Obgleich bereits erste Zellkulturprodukte mit homogen funktionalisierten Oberflachen
am Markt erhaltlich sind (z.B. von den Firmen Greiner, Nunc, Oligene, MINUCELLS und
MINUTISSUE GmbH, Synthecon, Empa), gibt es bisher keine solchen Produkte mit mikro-
strukturierter Funktionalisierung. Das liegt daran, dass die industrielle Massenfertigung
solch funktionaler Oberflachen heute entweder nicht moglich oder zu teuer ist.

Es besteht daher ein starker Bedarf an Produktionsausrtstungen, welche eine effiziente
mikrostrukturierte Oberflachenfunktionalisierung im industriellen MaB3stab erlauben. Das
heif3t zur Verwertung der in BIOREEL angestrebten Ergebnisse ist ein groBes Marktpo-
tenzial im Bereich Tissue-Engineering vorhanden.

Obwohl BIOREEL hauptsachlich auf Tissue-Engineering als Einsatzgebiet abzielt, konnen
die Projektergebnisse in fast allen Fachrichtungen der Biowissenschaften transferiert
werden, in denen mikrostrukturierte Biopolymere eingesetzt werden. Die Ergebnisse
kénnen Anwendung finden in der Arzneimittelentwicklung, kinstlichem Gewebe fur die
Erforschung von Krankheiten, Standardisierung von Transplantaten/Transplantationen
und in Testsystemen durch selektive sowie reproduzierbare Zellkulturen. Ein wichtiges
Gebiet ist beispielsweise die selektive und dadurch effiziente Kultur verschiedener Zellen,
z.B. zur selektiven Differenzierung von Stammzellen.

Ein weiterer wichtiger Markt ist die In-vitro-Diagnostik, und hier insbesondere die Point
of Care Anwendungen, bei denen glnstige Einwegartikel bendtigt werden. Zusammen
mit anderen europaischen Forschungsinstituten hat das Fraunhofer IBMT die Idee
,Microfluidics on foil” entwickelt (Velten et al., 2008). Rolle-zu-Rolle Methoden zum
HeiBpragen mikrofluidischer Strukturen auf Polymerfolien sind bereits verfigbar. Was
noch fehlt, ist eine Rolle-zu-Rolle Methode zur Oberflachenfixierung von Rezeptormole-
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kilen auf mikrofluidischen Einwegfolien. In diesem Sinn werden die Ergebnisse von BIO-
REEL dazu beitragen, vom Point-of-Care Markt geforderte kostengiinstige Einwegartikel
zu entwickeln.

Die geplante Herstellung von Folien mit einer Kollagen IV und EGF Beschichtung ist eine
erste Vorarbeit zur Herstellung von optimierten Wundauflagen und zur Herstellung von
Hautersatz in der regenerativen Medizin. Hier kommen die Vorteile der Rolle-zu-Rolle
Produktionsausristung voll zum Tragen, da nur so groBflachige Wundauflagen bei ge-
ringen Herstellungskosten produziert werden kdnnen.
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