Abschlussbericht Dialmplant LKO

I. Kurze Darstellung des Vorhabens
Im Rahmen des BMBF-Projektes in Zusammenarbeit mit der Biotronik SE &
Co.KG und weiteren Projektpartnern sollte ein cardiovaskulares Implantat zur
Bestimmung des Kaliumgehalts im Blut des Patienten einschliel3lich einer
Telemetrieeinheit, die ein kabelloses Monitoring der bestimmten Werte ermdglicht,
entwickelt werden. Die Expertise des Lehrstuhls fur Korrosion und
Oberflachentechnik der Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nurnberg (LKO)
— explizit im Bereich der Herstellung und Modifikation von Nanostrukturen auf

13 Zielte

Metalloxiden und deren Wechselwirkung mit biologischen Systemen
darauf ab, eine biokompatible Beschichtung des Gehé&uses dieses Sensors zu
entwickeln, die eine Stenose im BlutgefdR und somit eine gesundheitliche
Gefahrdung des Patienten ausschliel3t, sowie eine Membran mit den selben
Eigenschaften, die durchlassig fur Kalium ist und dessen Diffusion ins Innere des
Implantats gewdahrleistet. Die vor Projektbeginn vereinbarten Arbeitspakete des

LKO umfassten inshesondere:

1. Herstellung und Optimierung von Nanoroéhrenschichten auf Titangeh&usen.
Umwandlung dieser in mechanisch stabilere Titanoxycarbid Strukturen.

2. Erzeugung einer Stutzstruktur im Titangeh&duse. Diese soll die Membran auf
der AulRenseite stabilisieren und als Widerlager fir die aufzunehmenden
Quelldricke der Hydrogele dienen.

3. Zusammenfugen der TiO, Nanor6hrenschichten und der profilierten
Gehause. Durch ein geeignetes Atzverfahren soll die aufgewachsene
Nanordhrenschicht von der Rickseite her gedffnet werden und somit die
angestrebte Nanorohrenmembran auf dem Sensorfenster entstehen.

4. Herstellung von Nanor6éhrenschichten fir Projektpartner z.B. fur die
Evaluation in vivo, in der eine oberflachenanalytische Charakterisierung der
Nanorbéhrenschichten vor und nach der Implantation (SEM, XPS,

elektrochemische Methoden) geplant ist.
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Grundlage der Teilnahme des LKO am Forschungsvorhaben ist die jahrelange
Erfahrung mit Titan bzw. Titandioxid, welche schon an sich eine ausgeprochen
hohe Biokompatibilitat —aufweisen,®** wie auch mit der Mikro- und
Nanostrukturierung ebendieser. Namentlich sind besonders folgende Vorarbeiten

mit Beteiligung des Lehrstuhls zu nennen:
- Nanosize and Vitality: TiO, Nanotube Diameter Directs Cell Fate®

Versuche mit mesenchymalen Stammzellen zeigten, dass Adhesion,
Ausbreitung, Wachstum und Differenzierung auf Titanoxid-Nanotube-Arrays
stark vom Durchmesser der Nanorohren abhangen. So konnte gezeigt
werden, dass Durchmesser von 100 nm und gré3er zur Apoptose der Zellen
fuhren [siehe Abbildung 1].®> Diesen Effekt ausnutzend konnte eine
Beschichtung des Sensors entwickelt werden, die ein Anlagern von im
Blutkreislauf auftretenden Zellen und damit eine Stenose verhindert.
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Abbildung 1: Modell fiir die Aggregation von Integrinen und die Ausbildung von fokalen
Adhasionskomplexen. a: Stark angeregte Aggregation von Integrinen auf 15 nm; b:

verstarkte Induzierung von Apoptosesignalen auf 100 nm Réhrendurchmessern.®

- TiO, nanotube layers: Flexible and electrically active flow-through

membranes®

Am LKO wurden Membranen aus Titanoxid-Nanorohren entwickelt. Sie
bestehen aus quadratischen Feldern (Kantenlange der GrolRenordnung
100 pm) aus durchgangigen Nanotube-Verblinden. Sie kdnnten neben der

Stutzstruktur Teil des Fensters zwischen Blutkreislauf und Sensorinnerem
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sein, das den Kaliumtransport gewahrleistet, nicht erwlnschte

Blutbestandteile jedoch abhalten und Biofouling verhindern soll.

Des Weiteren ergab eine Literaturrecherche des LKO bezuglich Verfahren, Biofouling
(insbesondere die Proteinanlagerung) zu verhindern folgende patentgeschitzte

Technologie:®

- Poly(l-lysine)-g-poly(ethylene glycol) Layers on Metal Oxide Surfaces:
Surface-Analytical Characterization and Resistance to Serum and
Fibrinogen Adsorption’

“Poly(l-lysine)-g-poly(ethylene glycol) (PLL-g-PEG) is a member of a family of
polycationic PEG-grafted copolymers that have been shown to chemisorb on
anionic surfaces, including various metal oxide surfaces, providing a high degree
of resistance to protein adsorption. PLL-g-PEG-modified surfaces are attractive
for a variety of applications including sensor chips for bioaffinity assays and
blood-contacting biomedical devices. The analytical and structural properties of
PLL-g-PEG adlayers on niobium oxide (Nb,Os), tantalum oxide (Ta,Os), and
titanium oxide (TiO,) surfaces were investigated using reflection—absorption
infrared spectroscopy (RAIRS), angle-dependent X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS), and time-of-flight secondary ion mass spectrometry (ToF-
SIMS).*

Wahrend der gesamten Projektdauer wurde eng mit den Projektpartnern
zusammengearbeitet. RegelmaRig wurden Projekttreffen und Telefonkonferenzen
abgehalten und Proben zur Beschichtung bzw. Analyse und zur Implantation in
Versuchsschweine  ausgetauscht. Die  Herstellung von lasergefertigten
Stutzstrukturen wurde als Unterauftrag an das Fraunhofer IWS in Dresden und das
Bayerische Laserzentrum in Erlangen vergeben. Auch hier bestand rege
Korrespondenz um die Mdglichkeiten und Grenzen der Laserablation an die

Anforderungen des Projekts anzupassen.
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Il. Eingehende Darstellung der Ergebnisse nach Projektjahren
1. Jahr

Im ersten Halbjahr 2011 wurde ein Elektrolytsystem flr die Anodisierung basierend
auf Ethylenglycol (EG), Wasser und Ammoniumfluorid (NH4F) entwickelt, welches es
ermoglicht, die Durchmesser der Nanorohren im Bereich von 10 bis 300 nm
einzustellen. Variiert wurden hierzu der Wassergehalt des Elektrolyten von 5 bis 55
vol%, der NH4F-Gehalt von 1 bis 30 g/I, die Anodisierungdauer von 2 bis 16 h und die
Anodisierungsspannung von 0 bis 120 V. Als ideal erwiesen sich zwei Systeme (EG
87 vol% / H,0 13 vol% / 3g/l NH4F und EG 85 vol%, H,O 15 vol% / 5g/| NH4F), da
hier Nanoroéhren sowohl auf flachen (2D) als auch auf komplexen Geometrien (3D)
homogen aufgewachsen werden konnen. Durch Anderung von Anodisierungsdauer
und -spannung konnen in diesen Elektrolytsystemen Nanoréhren mit LaAngen von bis
zu 5 pm und Durchmessern von 10 bis 300 nm erzeugt werden. Abbildung 2 zeigt
rasterelektronenmikroskopische Aufsichten der so hergestellten Schichten.

In Zelltests wurde das Verhalten in vitro der unterschiedlichen Nanordhrenschichten
mit mesenchymalen Stammzellen untersucht. Hierfir wurden 5000 Zellen pro cm?
auf die Oberflachen mit Nanor6hren unterschiedlicher Durchmesser aufgebracht und
mittels Fluoreszenzmikroskopie die Zellzahl nach 24 h, 3 Tagen und 6 Tagen
bestimmt. Wahrend bei R6hrendurchmessern von 10 bzw. 30 nm die Zellzahl
innerhalb der drei Tage in vergleichbarem Mal3e wie bei einer kompakten Schicht
steigt, wachst sie ab einem Durchmesser von 100 nm nicht signifikant an (vgl.
Abbildung 2). Dieses Verhalten kann als Apoptose (programmierter Zelltod)
interpretiert und potentiell in einer Anti-Biofoulingschicht eingesetzt werden. Diese
Ergebnisse zeigen des Weiteren, dass die zellabweisende Eigenschaft von
Nanordéhren mit 100 nm Durchmessern auch auf gréf3ere Durchmesser Ubertragbar
ist, wie sie fur die Anwendung von Nanordhrenmembranen gefordert werden.

Neben Testsubstraten wurden auch Dummy-Gehause bereits erfolgreich mit
Nanorbhrenschichten modifiziert. Die Dummy-Gehduse wurden hierfir von

BIOTRONIK geliefert. Es zeigte sich, dass auch auf den 3D — Strukturen, wie sie bei
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Dummy-Gehéausen vorliegen, TiO, Nanordhrenschichten sehr homogen erzeugt
werden konnen. Diese Dummy-Gehause mit Nanorohrenschichten wurden fir
weitere Untersuchungen an Biotronik zurtickgesandt.
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Abbildung 2: Links: Aufsichten der erzeugten Nanordhrenschichten (hergestellt in
Ethylenglycol/H,O/NH4F). Rechts: Zellzahl auf Nanoréhrenschichten unterschiedlicher
Durchmesser nach 24 Stunden, 3 und 6 Tagen. Ab Durchmessern von 100 nm wird eine
Adhéasion von Zellen unterdriickt.

Fir eine hohere mechanische Stabilitat der Nanordhrenschichten st es
zweckdienlich, die erzeugten TiO, Nanordhrenstrukturen in Titancarbid (TiC) bzw.
Titanoxycarbid umzuwandeln. Dies kann durch einen Hochtemperaturprozess in
Acetylenatmosphare bewerkstelligt werden. Hierzu wurde am LKO eine Ofenanlage
mit  einstellbarer Gasatmosphare aufgebaut und Carbonisierungsversuche
durchgefiihrt. Es gelang, sowohl 2D-Testsubstrate als auch 3D-Testkdrper welche
zuvor mit TiO, Nanordhren beschichtet wurden in TiC umzuwandeln. In Abbildung 3
sind Rontgendiffraktogramme von 2D-Proben dargestellt sowie den Vergleich zweier
carbonisierter Testrohrchen.
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Abbildung 3: Links: Rontgendiffraktogramme carbonisierter Nanorohrenschichten mit
Rohrendurchmessern von 200 nm bei 900 °C fiir 5 min. Bei vollstandiger Carbonisierung
verschwinden die Anatas- und Rutilpeaks. Rechts: Makroskopischer Vergleich von
carbonisierten kompakten Oxidschichten (metallisch glanzend) und Nanoréhrenschichten
(schwarz).

Daraus wird ersichtlich, dass je nach eingestellten Gasflussparametern die
Umwandlung des Titanoxids in Titancarbid gesteuert werden kann. In beiden
Messungen in Abbildung 3 betrug der Acetylenfluss 50 ml/min. Bei Stickstofffluss von
200 ml/min resultierte eine vollstdndige Umwandlung des Oxids zu Titancarbid,
wahrend bei einem Stickstofffluss von 100 ml/min noch Anatas- und Rutilpeaks des
Titanoxids zu sehen sind, was auf eine Mischphase (Titanoxycarbide) hindeutet. Es
zeigte sich, dass eine Temperatur von 900 °C mit einer Auslagerzeit von 5 Minuten
die besten Umwandlungen zu Carbiden bewirkt. In Abbildung 3 rechts sind zwei
carbonisierte Testrohrchen zu sehen. Das mit Nanorohren versehene Substrat zeigt
einen deutlichen Farbumschlag zu schwarz, wahrend die nattrliche Oxidschicht der
nicht anodisierten Probe zu dinn ist, um die Carbonisierung ersichtlich werden zu

lassen (TiC: makroskopisch schwarz).

Zur Erzeugung eines Stltzgitters in bzw. auf Titansubstraten wurden verschiedene
Techniken evaluiert (z.B. Mikrofrase, u-EDM und Laserablation), von denen sich nur
die Locherzeugung via Laserablation als praktikabel erwies. Erste Vorversuche dazu
wurden am Fraunhofer IWS in Dresden durchgefuhrt; Konzeptionierung und
Erzeugung eines Stutzgitters wurden in Kooperation mit dem Bayerischen
Laserzentrum in Erlangen durchgefihrt (jeweils Unterauftrage). Auf Titanfolien der
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Dicke 50, 75 und 100 pum wurden Muster von hexagonalen Ldchern mit einem
Durchmesser von ca. 20 um und einem Lochmittenabstand von ca. 60 pm generiert.
Das gesamte Muster ist kreisférmig und misst 4 mm im Durchmesser (vgl. Abbildung
4 oben links). Die REM-Aufnahmen in Abbildung 4 zeigen, dass zwischen
Lasereintritt- und Austrittseite erhebliche Unterschiede bestehen: Prozessbedingt
entsteht auf der Eintrittseite des Lasers, um das erzeugte Loch, ein Auswurf
thermischen Oxids. Einerseits konnen darauf keine Nanorthren erzeugt werden und
andererseits limitiert dieser den minimalen Lochabstand, da der Auswurf frischer
Locher die bereits bestehenden Nachbarlécher blockieren kann. Im Gegensatz dazu
zeigt die Laseraustrittseite kleinere Lochdurchmesser und kaum thermisches Oxid
auf der Oberflache. In Zusammenarbeit mit dem IMTEK Freiburg wurde gezeigt, dass
Stitzgitter mit einem Lochdurchmesser von 20 um das Hydrogel bei einem Druck
von 8 bar zurlickhalten kénnen, wahrend es durch Locher mit einem Durchmesser
von 100 pum hindurchgedrickt wird (,Hydrogelspaghetti). Diese Stutzgitter wurden
fur Diffusions- und mechanische Tests also auch fur den Aufbau des
Hydrogeltestplatzes an die Projektpartner Biotronik Erlangen, Biotronik Berlin und
IMTEK Freiburg versandt. In nachfolgenden Schritten (vgl. Abbildung 4 rechts oben)
wurde exemplarisch gezeigt, dass auch die Oberflachen dieser Stitzgitter mit
Nanordhren (Durchmesser 200 nm) modifiziert und anschliel3end carbonisiert werden
kénnen. Hervorzuheben ist dabei, dass sich bei der Carbonisierung von 900 °C

sowohl die Nanoréhren als auch das gesamte Stitzgitter formtreu verhalten.
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Abbildung 4: Links oben: lichtmikroskopische Aufnahme des Stitzgitters (Rand des
Musters). Rechts oben: carbonisierte Nanorohren auf der Laseraustrittseite eines

Stitzgitters. Links unten: Laseraustrittseite eines Stitzgitters. Rechts unten: Lasereintrittseite

mit Oxidauswiurfen.

Zur Erzeugung einer Membran aus TiO, Nanoréhren wurden unterschiedliche

Ansétze verfolgt (vgl. Abbildung 5):

a) Laserbohrung von Sacklochern in Titanfolien und Erzeugung von carbonisierten
Nanorohrenschichten auf der Riickseite; nasschemisches Offnen der Kanale von
Sacklochseite aus. Fir diesen Ansatz wurde ein Atzsystem entwickelt, das es
erlaubt, homogen wund zeitlich definiert zu &tzen, ebenso wurde die
Wachstumsgeschwindigkeit der Nanoréhren quantifiziert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 5 dargestellt. Die Nanorohrenlange in Abhangigkeit der
Anodisierungszeiten zeigt ein beschréanktes Wachstum (Grund hierfur ist vor
allem das chemische Auflésen der Nanordhrenspitzen im Elektrolyten). Mit der
erarbeiteten Atzlosung (HNOs/HF/CHsCOOH) konnte eine lineare Abhangigkeit
der Atztiefe von der Atzdauer gefunden werden. Der angestrebte Atzabtrag von
ca. 10 um ist dabei innerhalb von 80 min realisierbar. Diese Dauer scheint fir die
Herstellung akzeptabel kurz, ist andererseits aber lang genug, um ein
homogenes Ergebnis zu gewahrleisten. Die Evaluation der Laserlochtiefe steht

noch aus (Zusammenarbeit/ Unterauftrag BLZ Erlangen).
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b) Ablésen einer anodisch hergestellten Nanordéhrenschichten vom Substrat und
anschlieRendes Offnen der Nanoréhrenboden tiber HF-Dampf. Auf diese Weise
konnten erfolgreich Membranen erzeugt werden. Abbildung 5 (links unten) zeigt,
dass beinahe alle Rohrenbdden gedffnet werden konnten. Diese Membranen
sind mechanisch jedoch sehr instabil und bedurfen der Optimierung.

c) Derselbe Anodisationsprozess, der bei Titan zu NanorOhren fuhrt, erzeugt auf
Aluminium oxidische Nanoporen. Um mechanisch belastbarere Membranen zu
erzeugen, wurden erste Versuche unternommen, bei denen eine dinne
Aluminiumschicht auf eine 6 um dunne Titanfolie riickseitig aufgesputtert wird.
Wird das Substrat lange genug von der Titanseite her anodisiert, durchdringen
die Nanorohren die Titanfolie vollstandig und wachsen als Poren im Aluminum
weiter. Indem dieses spater nasschemisch abgeldst wird, entsteht eine
Membran. Wahrend des gesamten Vorgangs wird eine gitterformige Flache des
Titansubstrats von Photolack vor der Anodisierung geschitzt. Diese Stege
bleiben metallisch und sollen mehr Stabilitat gewdahrleisten (sie konnen
anschlieBend in einem zweiten Schritt anodisiert werden, um auch dort den
Effekt der Apoptose zu erzielen). In Abbildung 5 ist ein erster Versuch
dokumentiert (rechts unten). Der rechte Bereich der Probe war ganzlich von
einem O-Ring bedeckt und wurde deswegen nicht anodisiert. Entsprechend
bestehen die Gitterstege aus Photolack, wahrend dazwischen kompaktes
Titanoxid liegt. Der Photolack im linken Bildbereich wurde vom Elektrolyten
angegriffen und die Quadrate dazwischen wurden anodisiert; sie weisen
Nanoréhren auf. Bereiche in denen die Nanorohrenschicht abgeplatzt ist,

bestatigen die darunter liegenden Aluminiumporen.
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Abbildung 5: Oben: Evaluierung der Prozessparameter fiir nasschemisches Offnen der
Sacklocher (Ansatz a). Links unten: noch geschlossene (Inset) und Uber HF-Dampf
gedffnete Nanorohrenbdden (Ansatz b). Rechts unten: Per Photolack geschitzte metallische

Gitterstruktur und anodisierte Quadrate (Ansatz c).

2. Jahr

Im Jahr 2012 wurden Nanorohrenschichten auf Proben unterschiedlicher Geometrie
aufgebracht um den Projektpartnern fur Versuche zur Verfiigung gestellt zu werden.
Darunter beschichtete Titanbleche mit Kantenlangen von 1,5 cm und 2,5 cm und
einer Starke von 100 um. Insgesamt wurden 69 Proben dieser Art an BIOTRONIK fir
Biokompatibilitatstest (Hamolyse etc.) gesendet. Ebenso an BIOTRONIK gingen
sechs Proben zur Evaluierung eines geeigneten Sterilisationsverfahrens. Untersucht
wurden der Einfluss von Sterilisation mittels Wasserdampf und Ethylenoxid auf die
Morphologie der Nanordéhren. Bei beiden Verfahren wurden Proben mit
Rohrendurchmessern von 100 nm und 200 nm getestet; zusatzlich wurden
carbonisierte Schichten mit Rohrendurchmessern von 200 nm untersucht. Die
Begutachtung der Schichten nach der Sterilisation ergab, dass beide Methoden

geeignet sind, die Behandlung mit Ethylenoxid jedoch wegen geringerer thermischer
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Belastung der Schichten vorzuziehen ist. Fur die in vivo-Tests der
Nanorthrenschichten wurde ein Verfahren entwickelt, die Implantatoberflachen nur
teilweise zu modifizieren, um an den explantierten Prufkdrpern einen direkten
Vergleich zwischen beschichtetem und reinem Titan zu sehen. Diese
Vorgehensweise bietet den Vorteil, dass Nanorohrenschicht und Referenz wahrend
des Versuches an derselben Stelle im kardiovaskularen System verbleiben und der
gleichen Wechselwirkung mit Blutbestandteilen ausgesetzt sind. Hierfir werden die
Bereiche der Implantate, die nicht modifiziert werden sollen, mit einem Lack bedeckt,
der im fur die Anodisierung verwendeten Elektrolyten nicht l6slich ist (Turco Form
Mask 527 HT). Nach der elektrochemischen Behandlung kann der Lack
ruckstandsfrei vom Prufkdrper abgezogen werden. Abbildung 6 (links) zeigt einen
entsprechend behandelten Koérper. 15 Implantatkérper wurden auf diese Weise zur
Halfte mit Nanorohren des Durchmessers 100 nm beschichtet und fur die in vivo-
Tests an BIOTRONIK versandt. In Abbildung 6 ist auf der rechten Seite au3erdem
eine Rasterelektronenmikroskopieaufnahme zu sehen, die die erfolgreiche
Modifikation der Implantate dokumentiert. Des Weiteren wurde gezeigt, dass es
maoglich ist, das Sensorgehause (hier Hohlzylinder) ausschlie3lich auen (im Kontakt
mit Blut), jedoch nicht im Inneren mit einer Nanorohrenmodifikation auszustatten.
Hierfir wurde eine Presspassung mit hohlen Kunstoffhilsen verwendet, die ein
Eindringen des Elektrolyten in das Sensorgehduse unterbindet. Kontaktiert wurde
das Gehause Uber einen Titandraht, der durch eine der Hulsen gefadelt und in

Beruhrung mit dem Metallkdrper des Gehauses gebracht wurde.

{ o
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Abbildung 6: Links: zur Halfte mit Nanoréhren beschichteter Implantatprifkdrper. Rechts:
REM-Aufnahme der erzeugten Schicht mit Nanoréhrendurchmessern von 100 nm.

Die in vitro Zellkulturtests an Nanordhrenschichten wurden im Jahr 2012 fir

carbonisierte Strukturen (hohere mechanische Stabilitdt) wiederholt. Untersucht
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wurden rein oxidische Schichten mit Nanoréhrendurchmessern von 15, 100 und 200
nm als Referenz bzw. carbonisierte Schichten mit 200 nm Durchmessern. Wieder
wurden 5000 mesenchymale Stammzellen pro cm? auf den Schichten ausgesiedelt
und mittels Fluoreszenzmikroskopie die Zellzahl nach 72 h bestimmt. Abbildung 7
zeigt die Ergebnisse. Deutlich lasst sich abermals der Unterschied zwischen den
Nanordéhren mit Durchmessern von 15 nm und jenen mit Durchmessern =2 100 nm
sehen: bei 15 nm betragt die Dichte der Zellen 90/mm? wéhrend sie bei keiner der

anderen Schichten 60/mm? tibersteigt.

Cell count, 3 days
20 -

100 -

t 80
£

@ 601
o)

O 40

20 | .
04
15 nm 100 nm 200 nm 200 nm TiC
Abbildung 7 Zellkulturtests an Nanorohrenschichten. Schichten mit

Nanoréhrendurchmesser = 100 nm weisen deutlich geringere Zellzahlen auf als die
Schichten mit Durchmessern von 15 nm. Der Effekt bleibt auch nach Carbonisierung der
Schichten bestehen.

Die Herstellung einer Stutzstruktur kombiniert mit einer NanorGhrenmembran erwies
sich als aufRerst komplex (siehe Ansatz (a) , Abschnitt 1. Jahr). Kern der Problematik
ist vermutlich, dass die gelaserten Sacklocher keine klar definierte und einheitliche
Tiefe sondern eine gewisse Verteilungsbreite beziiglich dieser aufweisen. So ist es
nicht moglich, in allen Sacklochern einen gleichzeitigen Durchbruch der
Nanorbhrenschicht zu erzielen.

Erschwert wird das Wachstum der Nanorohren an den Bdden der Sacklocher
abermals durch prozessbedingtes thermisches Oxid. Gemeinsam mit den
Projektpartnern wurde sich auf einen modularen Aufbau des Sensors geeinigt. Aus
Griunden der Praktikabilitat konnte nun der kombinierte Ansatz verworfen und eine

getrennte Herstellung von Stitzgitter und Nanoréhrenmembran favorisiert werden.
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Ansatz (b) behandelte die Realisierung einer Membran, indem eine
Nanordhrenschicht in einer Mischung aus Wasser und Methanol vom Titansubstrat
geldst wurde und die Boden uber HF-Dampf getffnet wurden. Dieses Vorgehen
wurde verfeinert, in dem das chemische Offnen der Membrankanale durch Atzen in
einem Argon-Plasma ersetzt wurde. Abbildung 8 zeigt eine auf diese Weise
gedffnete Membran. Zu erkennen ist, dass die Boden der Nanor6hren sehr homogen
und kontrolliert geodffnet werden koénnen. Allerdings bleibt das zuvor beschriebene
Problem bestehen, dass diese Membranen aufgrund fehlender Stitzstruktur sehr
fragil sind, was das Handling erschwert. Carbonisierungsversuche zur Erhéhung der
mechanischen Stabilitat zeigten, dass diese Membranen die beim Prozess
herrschende Temperatur von 900 °C nicht tberstehen.

Abbildung 8: Im Wasser-Methanol-Gemisch abgeloste und spater mittels Ar-Plasma

geotffnete Nanoréhrenschicht.

Auch Ansatz (c), der die selbstorganisierte Entstehung von Poren in Aluminium
ausnutzen soll, wurde im Zeitraum 2012 weiter verfolgt. Hierfir wird eine dinne
Aluminiumschicht auf die Rickseite des Titansubstrats aufgedampft. Durchdringen
die Nanoréhren beim Anodisieren in den nicht photolithograpisch geschitzen Feldern
das Substrat vollstandig, wachsen sie als Poren im Aluminium weiter. Nach selektiver
nasschemischer Entfernung des Aluminumoxids bliebe eine von Titanstegen
stabilisierte Membran Ubrig. So hergestellte Membranen sind in Abbildung 9
dokumentiert; jedoch traten im Verlauf der Experimente vereinzelt Probleme im
Zusammenhang mit der Aluminiumschicht zutage. Beim Aufdampfen der Schicht und
bei Variation der Aushartetemperatur des Photolacks (wichtiger Parameter fir die
Stabilitat des Lacks im Elektrolyten) entstehen thermische Spannungen, die zu einer
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teilweisen Delamination der Aluminiumschicht vom Titansubstrat wéhrend der

weiteren Prozessierung fuhren konnen.

; }‘v ! V 3 ‘1“ e v i
Abbildung 9: a) Photolithographisch erzeugte Gitterstruktur mit Membranfenstern. b) und d)
Vorder- bzw. Rickseite eines Membranfensters mir vollstandig geotffneten Kanélen. c)

Ubergang der Nanoréhren in Poren am Ubergang vom Titansubstrat in die aufgedampfte

Aluminiumschicht.

Um trotzdem reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten und weiterhin den Vorteil des
photolithographischen Teilschritts auszunutzen (mechanische Stabilitat durch
metallische Stege) wurde das Konzept modifiziert, was die Erfordernis der
Aluminiumschicht gegenstandslos machen soll: Seit August befindet sich ein Hitachi
IM4000 lon Milling System am Lehrstuhl fur Korrosion und Oberflachentechnik.
Hiermit kdnnen Oberflachen mittels eines Argonstrahls sehr definiert poliert werden.
Das Titansubstrat (mit photolithographischem Muster) wird anodisiert, bis die es
vollstandig von Nanoréhren durchzogen ist. Von hinten werden die Réhrenbdden
dann in einem Polierschritt gedffnet. Abbildung 10 zeigt REM-Aufnahmen einer
solchen Membran. Links zu sehen sind die getffneten Nanordohren. Varianzen im

Innendurchmesser resultieren aus nicht ganz gleichmaRigem Ro6hrenwachstum,
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kénnen jedoch mit steigender Polierdauer verringert werden. Im rechten Bild sind
Risse in den Bereichen mit Nanorohren zu erkennen, die vermutlich aufgrund des

Warmeeintrags beim Polieren entstehen und mit Optimierung der Parameter des lon

Milling Prozesses verhindert werden kénnen.

Abbildung 10: Rickseite der Membran nach dem Polieren im Argonstrahl. Die Nanordhren
sind vom Boden her getffnet, jedoch kommt es zu Rissen in den Membranfenstern,

vermutlich aufgrund des Warmeeintrags beim Argonsputtern (rechts).

Der Fortschritt am LKO im beschriebenen Bearbeitungszeitraum vom 01.01.2012 —
31.12.2012 ist innerhalb der gesetzten Zielerreichung. Es wurden Untersuchungen
entsprechend der Antragsstellung des Teilvorhabens durchgefihrt und viel
versprechende Ergebnisse erhalten.

Die Oberflachenmodifikation von Dummygehdusen mit Nanoréhren wurde
verwirklicht und Implantatprufkérper fur in vivo Tests an BIOTRONIK versandt. Des
Weiteren wurden Versuche zur Sterilisierbarkeit der
Nanordhrenschichtendurchgefiihrt und die Empfehlung fur Sterilisierung mittels
Ethylenoxid ausgesprochen.

Stitzgitter wurden konzipiert und ein Unterauftrag zur Herstellung vergeben; die
erzeugten Stitzgitter wurden zum Einsatz in den Hydrogeltestplatzen an die
Projektpartner geliefert. Auflerdem wurde gezeigt, dass die Statzgitter mit

Nanordhren beschichtet werden konnen.
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3. Jahr

Im Verlauf des dritten Jahres der Projektlaufzeit wurde — in standiger Absprache mit
den Projektpartnern — unter Anderem an der Optimierung der Stltzgitter gearbeitet.
Einen groRen Teil dieses Themenkomplexes nahm die Entfernung des
prozessbedingten thermischen Oxids um die Laserbohrungen auf der
Lasereintrittseite ein. Verfahren die hierzu evaluiert wurden waren mechanisches
Abschleifen/Polieren der Proben und dass nasschemische Atzen, welches aus
Grunden der Prozessierbarkeit den Vorzug erhielt. Abbildung 11 zeigt bilder der
Lasereintrittseite vor und nach dem Atzen (3,5 min in in HF:HNO4:H,0 1:3:12).

BLZ100 10.0kV x500 10/28/2011 I BLZg210 10.0kV 7.8mm x450 SE(U) 2/28/2013

Abbildung 11: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Laserintrittseite der Stitzgitter.
Das nasschemische Atzen ermoglicht die Entfernung des prozessbedingten thermischen
Oxids um den Rand der Laserbohrungen.

Die Ricksprache mit den Projektpartnern zeigte, dass die Dichtigkeit der
Hydrogeltestplatze einige Herausforderungen barg. Aus diesem Grund wurde die
Geometrie der in den Testplatzen verwendeten Gitter an eine vom IMTEK Freiburg
hergestellte Aufnahmescheibe angepasst. CAD Zeichnungen der fortan runden
Stutzgitter mit selbem Lochmuster (Durchmesser der Bohrungen 20 pum,
Lochmittenabstand 60 pm) wurden dem BLZ zur Verfigung gestellt und die
gelieferten Stitzgitter an die entsprechenden Projektpartner verteilt.

Der Ersatz der Nanoréhrenmembran durch die Kombination

Stutzgitter/Polymermembran bzw. das Sandwichen der Polymermembran (IMTEK)
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Stromdichte j in Afcm?

zwischen einer Nanoréhrenmembran und dem Stitzgitter wurde in den Projekttreffen
diskutiert.

Die Stabilitat, Reproduzierbarkeit und H&andelbarkeit von Titandioxidmembranen
wurde durch eine  Optimisierung des  Anodisationsprozesses  durch
Temperaturkontrolle verbessert.? Dazu wurden die Membranen in einem
zweistufugen Anodisatonsprozess bei konstanten 20°C hergestellt (60V, 3600s;
150V, 5s; 0.135 M NH4F, 2 vol% H,O, Ethylenglykol), die zweite Anodisationsstufe
dient dem Ablésen der Membran vom Substrat.® Die mit Temperaturregellung
erzeugten Membranen zeigen eine deutlich geringere Neigung zum Brechen und
deutlich reproduzierbarere Verlaufe der Stromdichte wahrend der Herstellung (siehe
Abbildung 12).

— 062 === 068 069 w74 b) —112 =113 114

a)

0,01

RT - unreguliert 20°C - reguliert
0,001 . . 0,001 - .
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Zeittins Zeittins
Abbildung 12: Verlauf der Stromdichte mehrere Proben wahrend der Anodisation einer
TiO,-Membranschicht unter identischen Bedingungen. a) unregulierte Temperatur; b)

erhdhte Reproduzierbarkeit durch Regulierung der Temperatur auf 20°C.

Im in-vitro Versuch zeigte sich, dass die mit Nanoréhren beschichteten Dummy-
Zylinder von Gewebe umschlossen wurden. Es wurde daraus gefolgert, dass die
zellabweisende Wirkung der Nanostruktur durch eine Anlagerung von Proteinen
teilweise aufgehoben wird.*° Deshalb wurde im letzten Projektjahr untersucht, wie die
Adsorption von Proteinen auf der Titandioxidoberflache verhindert werden kann.
Ausgehend von der patentierten Beschichtung mit PLL-PEG von Textor et al. wurden
verschiedene Ansétze zur Minimierung der Proteinadhasion untersucht.

Abbildung 13 beschreibt die Quantifizierung der Proteinadsorption von Bovinem
Serum Albumin (BSA) bzw. Meerettichperoxidase (HRP) aus einer 0.1 mM Losung in
Phosphatpuffer (24h, 4°C). Abbildung 13 a-f zeigt die charakteristischen
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Proteinfragmente'*? der Aminosauren Asparaginsaure (blau) und Prolin/Valin (griin)
aufgenommen mit der Methode Sekundarionen-Flugzeit-Massenspektrometrie (ToF-
SIMS), welche eine Nachweisgrenze im Bereich von wenigen ppm aufweist. Zur
Modifikation wurden Phosphonische Séauren verwendet, da diese sehr starke und
stabile Bindungen mit TiO, eingehen.’*'* Die Adsorption auf unbehandelten TiO,-
Nanorbhren (a und d, Positivkontrolle) wurde verglichen mit TiO,-Nanorthren
modifiziert mit selbstangelagerten Monolagen (SAMs) von b) (6-{2-[2-(2-Methoxy-
ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-hexyl)phosphonischer Saure (EGP, Sikemia) und c) (6-{2-[2-
(2-Hydroxy-ethoxy)-ethoxy]-ethoxy}-hexyl)phosphonischer Saure (EGHP, Sikemia).
Des  weiteren  wurden e) eine hydrophobe SAM Beschichtung
(Octadecylphosphonische Saure, ODPA, Sigma-Aldrich) und f) PLL-PEG (Susos) als
Negativkontrolle untersucht. Die SAMs von EGP und EGHP konnten die
Proteinadsorption vergleichbar verhindern wie das patentgeschitzte PLL-PEG. Auch
eine colorimetrische Nachweisrektion auf des Protein HRP,' welche in Abbildung
13 g dargestellt ist, zeigte dass auf EGP- bzw. EGHP-modifizierten Nanordhren
kaum  Protein  adsorbierte, wahrend eine  Positivkontrolle  (AV,  3-
Aminopropyltriethoxysilan in Kombination mit Ascorbinsaure; ein gebrauchlicher

Proteinkoppler)** deutlich HRP nachwies.

3
x10'{Ti-NT+HRP § (10| Ti-NT+BSA 9
a) ] d) "] w25 -
10: b g
b 4 ] - - - > - -g 2 -
£5410'{Ti-NT + EGP + HRP w10t | Ti-NT+ODPA 2
b) g 4 ] e)"" 1+ Bsa Q15 -
g ] -]
E B ] TTT]1 y T S 1-
) IO'ITENT+EGHP+HRP | o x10'|TiNT+ PLLPEG +BSA 2,5 I
1.0] z Bo.
] - E 0 Bl T T T
70.0 /7 70.1 70.0 /0.1 AV EGP  EGHP  noHRP

Abbildung 13: a-ff) ToF-SIMS Spektren der fur Proteine charakteristischen Region
Asparaginsdure und Valin-Prolin fur unterschiedliche Beschichtungsmethoden. Q)

colorimetrischer Aktivitatsnachweis von HRP flir unterschiedliche Beschichtungsmethoden.

Des weiteren wurden Plasma-modifizierte Siliziumwafer (IMTEK) mittels ToF-SIMS
untersucht. Die Fragmentation der Proben Soft 1, MB_ I, MB_Il und MB_lIlI
unterscheidet sich hauptsachlich in der relativen Intensitat der C,H,O,- und C,Hy-

Fragmente (vgl. Abbildung 14), welche mit der Zusammensetzung des Plasmas
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korreliert. Alle Filme sind homogen dicker als 3nm, da Substratsignale (Si*, SiH") nur

auf der Referenz detektierbar waren.

a) b) C2H302*
o] | Soft 1] yq0t] ' . | softf
/):Illrrll[\| I_k \\l 4:
x10” MB | x10° MB_|
s A z L -
Ill\r\\ T L .
> x10°, /L 'MB_I x10° MB_II
G 3 3
= J !
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Abbildung 14: ToF-SIMS Spektren Plasma-beschichteter Siliziumwafer (IMTEK)
unterschiedlicher Beschichtungsmethoden.

Der Fortschritt am LKO im beschriebenen Bearbeitungszeitraum vom 01.01.2013 —
30.09.2013 ist innerhalb der gesetzten Zielerreichung. Es wurden Untersuchungen
entsprechend der Antragsstellung des Teilvorhabens und der Diskussion in den
Projekttreffen durchgefiihrt und viel versprechende Ergebnisse erhalten.

Il Kurzfassung des Schlussberichts

TiO,-Nanorbhrenschichten mit Durchmessern von 100 nm — 300 nm wurden im
Verlauf des Projektes entwickelt, zu Titancarbid modifiziert und im in-vitro Test
untersucht. Alle Durchmesser zeigten eine Apoptose-férdernde Wirkung. Dummy-
Gehause konnten ebenfalls erfolgreich mit Nanorohren modifiziert und carbonisiert
werden. Im in-vivo Versuch erfolgte Gewebeanlagerung an den mit Nanordhren
modifizierten Dummies, was ursachlich auf Anlagerung von Serumproteinen
zuruckzufiihren ist. Daher wurden verschiedene Methoden zur proteinabweisenden
Beschichtung der TiO,-Struktur untersucht, phosphonische Sauren mit
Oligoethylenglykolfunktionalitaten zeigten die vielversprechendsten Ergebnisse.

Stutzgitter wurden fur den Testplatz sowie den Sensoraufbau konzipiert und
hergestellt (Durchmesser der Bohrungen 20 pum, Lochmittenabstand 60 pm) und das
durch die Laserbohrungen entstandene thermische Oxid konnte durch

nasschemisches Atzen erfolgreich entfernt werden.
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Die Herstellung von TiO,-Nanorohrenmembranen wurde im Verlauf des Projekts zur
Erhohung der Stabilitat optimiert. Dazu wurden mittels Photolack Gitterstege in die
Membran integriert und das Wachstum wurde durch Temperaturregelung kontrolliert.
Ein Vergleich mehrerer Anséatze zur Herstellung stabiler Nanoréhrenmembranen
ergab die Offnung der Rohrenbdoden mit einem lon-Milling System als

vielversprechendste Methode.
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