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Kurzzusammenfassung

Ertaubung bedeutet nicht nur den Verlust eines Sinnesorgans, es fiihrt in vielen
Féllen zur gesellschaftlichen Isolation. Die Anzahl der Gehorgeschéadigten steigt jedes
Jahr an, weshalb die Weiterentwicklung von Horhilfen eine wachsende gesellschaftliche
Rolle spielt. Eine Mafinahme zur Wiedererlangung der auditiven Wahrnehmung ist das
Einsetzen des Cochlea-Implantats, wodurch jedoch nicht der optimale biologische
Zustand wiederhergestellt werden kann. Daher widmet sich der erste Teil der
vorliegenden Arbeit der Etablierung eines implantatassoziierten Wirkstoff-
freisetzungssystems, im zweiten Teil der Arbeit werden Ansitze zur biochemischen
Modifizierung zur Verbesserung der Elektroden-Nerven-Interaktion untersucht.

Die Kontakte neuronaler Elektroden bestehen iiblicherweise aufgrund seiner chemi-
schen Inertheit, der sehr guten Leitfihigkeit und der guten Biokompatibilitit aus
dichtem Platin. Um eine Wirkstofffreisetzung von den Platin-Kontakten zu erreichen,
werden diese in der vorliegenden Arbeit mit einer Beschichtung aus nanopordsem Platin
versehen und charakterisiert. Poren mit unterschiedlichen Durchmessern koénnen als
Reservoir fiir Wirkstoffe variierender Grofie genutzt werden. Durch die Kombination
einer elektrochemischen Abscheidung und einer templatbasierten Synthese sollen die
Vorteile einer kontrollierten Beschichtungsmethode zur Generierung von Poren genutzt
werden. Durch die Schichtdickenvariation der nanopordsen Beschichtung sowie durch
chemische Modifizierung soll ein einstellbares Wirkstofffreisetzungssystem erzeugt
werden. Freisetzungsversuche zeigen, dass die chemische Modifizierung keinen Einfluss
auf das Freisetzungsverhalten aufweist. Durch Variation der Beschichtungsdicke wird
ein einstellbares Freisetzungssystem aus der nanopordsen Platinbeschichtung erzeugt.
Die elektrochemischen Eigenschaften konnen durch die Beschichtung mit nanopordsem
Platin verbessert werden, dies wird auf die erhohte spezifische Oberfliche
zuriickgefithrt.  Zellkulturuntersuchungen zeigen eine gute Cytokompatibilitat.
Abschlieflend werden reale Elektrodenkontakte eines Cochlea-Implantats mit der ent-
wickelten nanopordsen Platinbeschichtung versehen, um die Ubertragbarkeit der
entwickelten Beschichtung in die Anwendung nachzuweisen.

In einem zweiten Ansatz wird zur Verbesserung der Elektroden-Nerven-Interaktion
die Modifizierung von Edelmetalloberflichen mit dem neuronalen Adhéasionsmolekiil
L1CAM untersucht. Qualitative Aussagen iiber die aufgebrachte immunologisch aktive
L1CAM-Menge konnen unter Verwendung eines antikorperbasierten Nach-
weisverfahrens getroffen werden. Zur Evaluierung der Ergebnisse wird dieser zum
einen direkt auf der Substratoberfliche durchgefiihrt, zum anderen wird die Konzen-
tration indirekt durch elektrochemische L1ICAM-Ablosung ermittelt.

Stichworte neuronale Elektrode, Cochlea-Implantat, nanoporose Platinbeschich-
tung, elektrochemische Abscheidung, Templat, Wirkstofffreisetzung, Rolipram,
L1CAM, Zellkulturuntersuchungen
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Abstract

Deafness not only means the loss of a sensory organ, it also leads to social
isolation in many cases. The number of people with hearing loss is increasing every
year, which is why the development of hearing aids is playing a growing role in
society. One method to regain auditory perception is the insertion of a cochlear
implant, which, however, does not restore the optimal biological state. Therefore, the
first part of the present work is devoted to the establishment of an implant-associated
drug delivery system, and the second part of the work investigates approaches to
biochemical modification to improve electrode-nerve interaction.

The contacts of neuronal electrodes are usually made of dense platinum due to its
chemical inertness, excellent conductivity, and good biocompatibility. To achieve
drug delivery from the platinum contacts, they are coated with a nanoporous
platinum coating and characterized in the present work. Pores with different
diameters can be used as reservoirs for active agents of varying size. The combination
of an electrochemical deposition process and a template-based synthesis intends to
exploit the advantages of a controlled coating method for the generation of pores. By
variation of the thickness of the nanoporous coating as well as by chemical
modification, an adjustable drug delivery system is generated. Release experiments
show that chemical modification has no influence on the release behaviour. By
varying the coating thickness, an adjustable delivery system is obtained from the
nanoporous platinum coating. The electrochemical properties can be improved by
coating with nanoporous platinum, which is attributed to the increased specific
surface area. Cell culture investigations show good cytocompatibility. Finally, real
electrode contacts of a cochlear implant are coated with the developed nanoporous
platinum coating to demonstrate the transferability of the developed coating to
applications.

In a second approach, the modification of precious metal surfaces with the
neuronal adhesion molecule LICAM is investigated to improve electrode-nerve
interaction. Qualitative statements about the amount of the immunologically active
L1CAM attached can be made using an enzyme-linked immunosorbent assay. To
evaluate the results, this is performed on the one hand directly on the substrate
surface, and on the other hand the concentration is determined indirectly by
electrochemical LICAM detachment.

Keywords neuronal electrode, cochlear implant, nanoporous platinum
coating, electrochemical deposition, template, drug delivery, Rolipram, LICAM, cell

culture investigations
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1 Einleitung

1 Einleitung

»... mit einem feurigen lebhaften Temperament geboren [...] musste ich frith mich
absondern, einsam mein Leben zubringen [...]. Wie hart wurde ich durch die verdoppelte
traurige Erfahrung meines schlechten Gehors dann zuriickgestofSen. [...] Drum verzeiht,
wenn ihr mich da zuriickweichen sehen werdet, wo ich mich gerne unter euch mischte
[...] fiir mich darf Erholung in menschlicher Gesellschaft, feine Unterredungen,
wechselseitige ErgiefSungen nicht statthaben, [...] wie ein Verbannter muss ich leben. !

Ludwig van Beethoven, Heiligenstadter Testament, 1802

Ertaubung stellt seit Jahrhunderten fir die Betroffenen nicht nur den Verlust eines
Sinnesorgans dar, sondern vermittelt das Gefithl der Einsamkeit und gesell-
schaftlicher Isolation und kann laut aktuellen Studien sogar eine Demenz
begiinstigen.?? Mit zunehmendem menschlichen Altersdurchschnitt und erhéhten
Larmbelastungen im Alltag steigt die Anzahl der Gehorgeschéadigten jedes Jahr
weiter an. 466 Millionen Menschen waren laut der World Health Organization 2019
weltweit von einem Gehorverlust betroffen, fiir 2050 werden etwa 900 Millionen
Menschen mit einer Einschriankung des Horsinns prognostiziert.* Daher spielt die
Weiterentwicklung von Horhilfen eine immer bedeutendere gesellschaftliche Rolle.
Bei einer Schadigung des Innenohrs und einer daraus resultierenden Ertaubung kann
durch das Einsetzen eines Cochlea-Implantats die Taubheit von iiber 300 Millionen
Menschen wirksam behandelt werden.®> Seit den 70er Jahren wird das Cochlea-
Implantat in der klinischen Anwendung im Patienten eingesetzt und zur
Verbesserung des Horempfindens stetig weiterentwickelt.® Ein Hauptfaktor fir die
Funktionsqualitat des Cochlea-Implantats ist die Schnittstelle zwischen den Cochlea-
Elektroden und den Innenohrnerven, die fiir die Ubertragung der Horsignale vom
Implantat zum Hornerv entscheidend ist.”

Im Fokus dieser Dissertation steht die Modifizierung der Cochlea-Elektrode zur
Verbesserung der Funktionsweise sowie der Elektroden-Nerven-Interaktion. Hierfir
sollen sowohl implantatassoziierte Wirkstofffreisetzungssysteme entwickelt werden,
als auch die Elektrodenoberfliche mit einer biochemischen Modifizierung mit
neuronalen Zelladhiasionsmolekiilen (cell adhesion molecule, CAM) versehen werden.
Durch die lokale Freisetzung konnen Wirkstoffe gezielt im bendtigten Bereich des
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Innenohrs ihren Effekt entfalten und belasten keine anderen Bereiche im
menschlichen Korper.

Zur Verbesserung der Elektroden-Nerven-Interaktion ist es von Vorteil, wenn ein
Nervenwachstum von den Nervenzellen hin zur Elektrode hervorgerufen werden
kann, wodurch die Signaliibertragung von der Elektrode zu den Innenohrnerven
selektiver stattfinden kann. Als geeignete Wirkstoffe gelten die derzeit in der
Forschung intensiv betrachteten Proteine, welche der Gruppe der neurotrophen
Faktoren angehoren. Diese konnen unter anderem das neuronale Uberleben und
Wachstum verbessern, sowie die Differenzierung von Nervenzellen beeinflussen.3-10
Durch die Kombination dieser neurotrophen Faktoren mit Molekiilen, die eine
zusatzliche neuroprotektive Wirkung hervorrufen, kann das Nervenwachstum
weiter erhoht werden.!! Fir die Wirkstofffreisetzung im Innenohr sind unter-
schiedliche Systeme wie Hydrogel-basierte oder nanopartikulare Systeme sowie
pordse Beschichtungen moglich, welche jedoch aktuell weiterhin ihre jeweiligen
Probleme im Hinblick auf den klinischen Einsatz aufweisen.'? Folglich liegt noch
immer ein grofles Potential in der Weiterentwicklung des Designs und der
Materialien von lokalen Wirkstofffreisetzungssystemen zur Verbesserung der
Funktionsweise des Cochlea-Implantats.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen implantatassoziierte Wirkstofffreisetzungssysteme
auf Basis der Elektrodenkontakte der Cochlea-Elektrode entwickelt werden. Die
Elektrodenkontakte der Cochlea-Elektrode bestehen in den kommerziellen
Implantaten aus Platin, da es neben der chemischen Inertheit sowohl eine gute
Biokompatibilitat als auch eine hohe elektrische Leitfahigkeit aufweist.!® Folglich
bietet sich die Entwicklung eines Wirkstoftfreisetzungssystems aus nanopordsen
Platinbeschichtungen zur Modifizierung der Elektrodenkontakte an, um weiterhin
auf die guten Eigenschaften des Platins zuriickzugreifen und die Poren als
Wirkstoffreservoir nutzen zu konnen. Als geeignete Wirkstoffe wurden der
neurotrophe Wachstumsfaktor BDNF (brain-derived neurotrophic factor) und das
neuroprotektive Agens Rolipram identifiziert, da fiir diese Wirkstoftkombination ein
stark verbessertes Wachstum der im Innenohr liegenden Spiralganglienneuronen
(SGN) nachgewiesen werden konnte.!! Fiir Rolipram soll aufgrund seiner kleinen
Molekiilgrofle die Herstellung einer nanopordsen Platinbeschichtung mit
Porengroflien im unteren Nanometerbereich (small pore nanoporous platinum, sp-
NPPT) untersucht werden. Die Herstellung kleinporiger Metallsysteme konnte
bereits durch den Einsatz von weichen Templaten durch elektrochemische
Abscheidung realisiert werden, daher wird sich die vorliegende Arbeit dieser
Syntheseroute widmen.'* Fir die deutlich grofleren Proteinmolekiile des
neurotrophen Wachstumsfaktors BDNF hingegen soll ein Freisetzungssystem aus
Platin mit grofleren Nanoporen (large pore nanoporous platinum, lp-NPPT)

entwickelt werden, weshalb hierfiir der Einsatz eines kolloidalen, harten Templats
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untersucht werden soll.!* Durch eine anschlieSende Oberflichenmodifizierung der
nanopordsen Platinbeschichtung soll eine gesteuerte Wirkstofffreisetzung
ermoglicht werden. Hierfir soll ein konzeptionelles Verstandnis iber den Einfluss
der Wechselwirkungen zwischen der modifizierten Platinoberfliche und dem
Wirkstoff und der daraus resultierenden Wirkstofffreisetzung aufgebaut werden.
Neben Untersuchungen der Oberflichenbeschaffenheit und elektrochemischer
Charakterisierung sowie der Langzeitstabilitit der nanopordsen Platinbeschich-
tungen stehen, im Hinblick auf die Anwendung als Implantatmaterial, Unter-
suchungen der Cytokompatibilitat im Fokus dieser Arbeit. Hierfiir sollen in vitro-
Experimente mit aus dem Innenohr stammenden Spiralganglienzellen durchgefiihrt
werden, um die Eignung des Beschichtungsmaterials speziell fiir das Cochlea-
Implantat zu evaluieren. Schlussendlich wird der Transfer der erfolgver-
sprechendsten nanopordsen Platinbeschichtung von den im Labor verwendeten
Platinsubstraten auf reale Elektrodenkontakte eines Cochlea-Implantats durch-
gefithrt und beurteilt.

Das Ziel des ersten Abschnitts dieser Arbeit liegt somit in der Entwicklung und
Charakterisierung von implantatassoziierten Wirkstofffreisetzungssystemen aus
nanopordsen Platinbeschichtungen mit unterschiedlichen Porengréfien und dem
Transfer in die Anwendung auf Cochlea-Elektrodenkontakten.

Des Weiteren soll zur Fixierung von méglicherweise bis an die Elektrodenoberflache
gewachsenen Nerven eine Modifizierung mit neuronalen Zelladhdsionsmolekiilen
entwickelt und auf der Elektrodenoberfliche aufgebracht werden. L1ICAM wird
beispielhaft aufgrund seines bereits nachgewiesenen positiven Einflusses auf das
neuronale Uberleben und das Nervenwachstum auf metallischen Mikroelektroden
ausgewahlt.!> Exemplarisch soll die Modifizierung von Goldoberflichen mit LICAM
untersucht werden. Hierfiir wird die Anbindung mittels eines Verbindungsmolekiils
beurteilt, indem L1CAM durch einen fluoreszierenden Farbstoff markiert und die
Verteilung sowie Flachenbedeckung bestimmt wird. Zur Evaluierung der
angebundenen immunologisch aktiven L1ICAM-Menge werden anschlieffend sowohl
direkte als auch indirekte Nachweismethoden entwickelt. Als direkte Nachweis-
methode soll ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren (enzyme-linked immuno-
sorbent assay, ELISA) auf den modifizierten Goldoberflichen angewendet werden.
Hierfiir wird der Messautbau und die Durchfithrung des ELISAs auf die verwendeten
Goldsubstrate individuell angepasst. Eine Kombination aus Cyclovoltammetrie und
ELISA dient als indirekte Nachweismethode. Durch eine vollstindige elektro-
chemische L1CAM-Entfernung von der Goldoberfliche und dem anschlieenden
Nachweis in einem standardisierten ELISA sollen Vergleichsbestimmungen der
immunologisch aktiven LICAM-Menge durchgefiihrt werden. Die elektrochemische
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L1CAM-Entfernung beruht hierbei auf der Oxidation bzw. Reduktion des

Verbindungsmolekiils.

Das Ziel des zweiten Abschnitts dieser Arbeit ist somit die biochemische
Modifizierung von Goldoberflichen mit LICAM und die anschlieffende Evaluation
verschiedener qualitativer und quantitativer Nachweismethoden.
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2 Allgemeine Grundlagen

Im folgenden Kapitel werden die fiir diese Arbeit relevanten Grundlagen
vorgestellt. Im ersten Abschnitt werden zunéchst die Materialien sowie Funktions-
weisen neuronaler Elektroden erldutert, hierbei wird der Schwerpunkt auf das
Cochlea-Implantat gelegt. Der zweite Abschnitt widmet sich den nanopordsen
Platinbeschichtungen, insbesondere den Vor- bzw. Nachteilen der verschiedenen
Herstellungsmethoden.

2.1 Materialien und Funktionsweisen von neuronalen
Elektroden

Die ersten wissenschaftlichen Studien iiber elektrische Stimulation an Tieren
wurden bereits 1791 von Luigi Galvani an Froschbeinen durchgefiihrt.!® Daraufthin
versuchte Alessandro Volta einige Jahre spater mit zwei Dréhten im &ufleren
Gehorgang ein elektrisches Horen auszulésen.® Uber 100 Jahre spiter im Jahr 1939
folgten Veroffentlichungen von Hodgkin und Huxley, in denen es ihnen durch die
Minimierung der Elektrodengrofie gelang, elektrische Signale einzelner Nerven-
fasern zu untersuchen.!” Seitdem herrscht ein grofles Interesse an der Weiter-
entwicklung neuronaler Elektroden, wodurch heutzutage unterschiedlichste neuro-
nale Erkrankungen durch elektrisch stimulierende und aufzeichnende Elektroden
behandelt werden konnen.!®-2! Neben der Tiefen-Hirn-Stimulation (deep brain
stimulation, DBS) zur Behandlung von Parkinson oder dhnlichen motorischen Syn-
dromen??=% und der Vagusnervstimulation (VNS) gegen Epilepsie und Depres-
sionen?*~28 konnen bei ertaubten Personen zur Erzeugung von Hoéreindriicken das
Cochlea-Implantat (CI) und bei geschadigtem Hornerv das Hirnstamm-Implantat
(auditory brainstem implant, ABI) eingesetzt werden.?’

Im Allgemeinen bestehen bei neuronalen Elektroden unabhingig von ihrem
spezifischen Anwendungsgebiet (DBS, VNS, CI, etc.) ahnliche Anforderungen und
Herausforderungen beziiglich der elektrochemischen Eigenschaften wund
Biokompatibilitat.>* Die primiren Anforderungen an diese Elektroden sind die
Kommunikation mit vielen einzelnen Neuronen unter Beibehaltung eines hohen
Signal-Rausch-Verhéltnis wihrend eines moglichst langen Zeitraums.?! Alle dem
Korper ausgesetzten Materialien miissen biokompatibel und biostabil sein, sie diirfen
keine schadlichen Reaktionen in der biologischen Umgebung hervorrufen.3? Im
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genauen diirfen die Materialien vom Immunsystem des Korpers nicht abgelehnt oder
aufgelost werden. Auch eine mechanische Belastung der Nerven oder des
umliegenden Gewebes durch das Elektrodenmaterial kann eine Schutzreaktion des
Koérpers hervorrufen, was letztendlich zu einer Zerstérung der Zellen durch das
Implant fithrt.>3 Aulerdem miissen Materialien fiir neuronale Elektroden neben den
chemisch und biologisch inerten Charaktereigenschaften eine hohe elektro-
chemische Stabilitdit wahrend der elektrischen Belastung aufweisen, damit keine
irreversiblen elektrischen Korrosionsreaktionen auftreten. Auch hohe Ladungs-
speicherkapazititen und geeignete mechanischen Eigenschaften miissen beriick-
sichtig werden. Fiir eine zerstorungsfreie Insertion der Cochlea-Elektrode in das
Innenohr sollte die gesamte Elektrode moglichst weiche mechanischen Eigen-
schaften aufweisen. Die Diskrepanz zwischen den mechanischen Eigenschaften des
weichen Gewebes und der steifen Implantate fithrt zu wiederkehrenden Elektroden-
bewegungen, welche durch die natiirlichen Kérperbewegungen hervorgerufen wird.
Dies kann langerfristig zu Gewebeveranderungen an dem Implantat und in der Folge
zu neuronaler Degradation und Narbenbildung fithren.? Folglich werden Elektroden
aus Materialien mit moglichst weichen mechanischen Eigenschaften bevorzugt,
weshalb die leitfadhigen Elektrodenkontakte haufig in weiche Tragermaterialien
integriert werden. Geeignete Materialien fiir die Elektrodenkontakte mit den
aufgefithrten Eigenschaften sind die Edelmetalle Platin und Gold, sowie Platin-
Iridium-Legierungen und Iridiumoxid.3*% Das am h&ufigsten verwendete Elek-
trodenmaterial ist trotz seines vergleichbar hohen Preises Platin3®, weshalb auf dieses
in Abschnitt 2.2.1 (vgl. S. 12) ndher eingegangen wird.

Da im Rahmen dieser Dissertation die Verbesserung der Funktionsweise des
Cochlea-Implantats im Mittelpunkt steht, wird dieses im Folgenden genauer
betrachtet.

2.1.1 Das Cochlea-Implantat

Bereits am Ende des 18. Jahrhunderts versuchte Alessandro Volta mit zwei
Drahten im &ufleren Gehorgang elektrisches Horen zu erzeugen. Da er diese
Versuche jedoch an sich selbst und somit an einem voll funktionsfdhigen Gehor
durchfithrte, wurde zu diesem Zeitpunkt kein verbesserter Horeindruck durch
elektrische Stimulation der Nerven erzeugt. Erst im Jahr 1957 wurden die ersten
Versuche zur Stimulierung des Hornervs und die erste Implantation einer Elektrode
an den Hornerv durchgefiihrt, klinische Anwendungen des Cochlea-Implantats
folgten ab Anfang der 70er Jahre.

Fiir ein besseres Verstindnis der Funktionsweise des Cochlea-Implantat wird
zunichst kurz der Horvorgang eines vollstindig intakten menschlichen Hororgans
anhand der Abbildung 2.1 erlautert.
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Abbildung 2.1: Schematische Anatomie eines gesunden menschlichen Hoérorgans.3’

Die Schallwellen aus der Umgebung gelangen durch den dufieren Gehdrgang zum
Trommelfell und versetzen dieses in Schwingung. Durch die Gehorknochelchen
bestehend aus Amboss, Hammer und Steigbiigel, wird die Bewegung des Trommel-
fells auf die Fliissigkeit in der Horschnecke (Perilymphe in der Cochlea) tibertragen.
Die hierdurch verursachte Volumenverschiebung der Perilymphe sorgt fiir eine
Auslenkung der Basilarmembran, welche letztendlich eine ortsabhéngige Ablenkung
der Haarzellen durch das Amplitudenmaximum der Wanderwelle verursacht
(Abbildung 2.2).° Das menschliche Gehor kann Schallwellen mit Frequenzen im
Bereich zwischen 20 bis 20.000 Hz wahrnehmen. Je nach Frequenz der eintreffenden
Schallwelle, werden die Haarzellen in bestimmten Bereichen der Cochlea ausgelenkt.
Hohe Frequenzen werden an der Basis der Cochlea, niederfrequente Frequenzen
werden am Scheitel der Cochlea detektiert.®
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a) b) Gesundes Corti-Organ
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Abbildung 2.2: Schematischer Querschnitt der Horschnecke und Vergrofierung des
Corti-Organs (a), sowie der Vergleich zwischen gesundem Corti-Organ
mit intakten Haarzellen (b) und ertaubtem Cori-Organ (c) nach Health
Life Media Team and Shibata et al..3**

Im Querschnitt der Cochlea (Abbildung 2.2a) sind die zwei mit Perilymphe
gefillten Gange, Scala tympani und Scala Vestibuli erkennbar. Diese sind durch den
Ductus cochlearis, in welchem sich das Corti-Organ befindet, voneinander getrennt.
In der Vergréfierung des Corti-Organ sind die dort vorhandenen drei Reihen der
aufleren Haarzellen und eine Reihe der inneren Haarzellen zu sehen. Durch die
Ablenkung der Haarzellen wird die mechanische Energie der Wanderwelle durch ein
chemisches Signal in elektrische Energie umgewandelt, indem ein Aktionspotential
in den zugeordneten Nervenfasern bzw. Neuriten ausgelost wird. Dies geschieht
durch Offnen von Ionenkanilen und einer anschlieBenden Kaskade verschiedenster
Ionen-Diffusionsprozesse. Die akustischen Informationen werden durch die Aktions-
potentiale der einzelnen Nervenfasern an den Hoérnerv und schlussendlich an das
Gehirn weitergeleitet.*!

Sind die Haarzellen von Geburt an nicht vorhanden oder wurden durch
beispielsweise Infektionen, Uberbeanspruchung durch laute Gerdusche, Medi-
kamente oder altersbedingt zerstort (Abbildung 2.2c), konnen die auditorischen
Informationen der Umgebung nicht mehr an das Gehirn weitergeleitet werden, der
oder die Betroffene ertaubt.*? Vorausgesetzt der Hornerv ist intakt, kann ein
Cochlea-Implantat die ausgefallene Innenohrfunktion ersetzen, indem durch direkte
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elektrische Reizung der Spiralganglienneuronen (SGN) ein Hoéreindruck erzeugt
wird.*3 Der genaue Aufbau des Cochlea-Implantats ist in Abbildung 2.3 dargestellt.

Sendespule

\

| ‘ N\ : 7
i ‘
Soundprozessor\. -~ A e
‘ e\ Elektrode

\\ \\

Scala vestibuli R,

Ductus
cochlearis

Abbildung 2.3: Schematische Anatomie eines menschlichen Hoérorgans mit ein-
gesetztem Cochlea-Implantat sowie Vergréfierungen der intracochleéren
Lage der Elektrode nach der Cochlea Deutschland GmbH & Co. KG.*

Der externe Soundprozessor hinter dem Ohr nimmt mit einem Mikrofon die
Schallwellen aus der Umgebung auf und wandelt die auditorischen Informationen in
elektrische Impulse um. Diese werden an die Sendespule iibermittelt und in Form
von Radiowellen transkutan auf das Implantat Gibertragen. Das Implantat dekodiert
die elektrischen Impulse und sendet diese an den Elektrodenkontakt in der Hor-
schnecke. Je nach Frequenz des Umgebungsgerduschs wird der entsprechende
Elektrodenkontakt angesteuert. Bei niedriger Frequenz befindet sich der ange-
steuerte Elektrodenkontakt im oberen Bereich der Horschnecke, bei hoher Frequenz
wird der elektrische Impuls an einen Kontakt im unteren Bereich der Horschnecke
gesendet. Die in der Scala tympani liegenden Elektrodenkontakte regen durch
elektrische Impulse die Neuriten der Spiralganglienzellen an. Durch die Weiter-
leitung der Nervenreizung an den Hornerv entsteht ein Horeindruck im Gehirn.*3
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Der generierte Horeindruck durch das heutzutage verwendete Cochlea-Implantat
wird durch verschiedene Faktoren limitiert. Neben dem Zelliiberleben der fiir den
Horeindruck notwenigen Spiralganglienneuronen im Innenohr® spielt der techno-
logische Aspekt des Implantats, im speziellen die Anzahl der aktiven
Flektrodenkontakte, eine entscheidende Rolle.#¢ Zwischen der Cochlea-Elektrode
und den Neuriten der Spiralganglienzellen miissen haufig bei der elektrischen
Stimulation grofle Distanzen iiberwunden werden. Hierfiir werden hohe Ladungen
an die Elektrodenkontakte angelegt, wodurch zum einen einige hundert bis tausend
Neuriten pro Elektrodenkontakt stimuliert werden und es zum anderen zu
Uberlappungen der elektrischen Felder benachbarter Elektrodenkontakte kommen
kann (Abbildung 2.4a).24748 Infolgedessen kann nicht jeder der typischerweise
22 Kontakte auf der Cochlea-Elektrode zur Nervenstimulation genutzt werden,
einige Kontakte miissen nach der Implantation deaktiviert werden. Entsprechend ist
die Selektivitat der Nervenstimulation im Vergleich zum normalen Hérvorgang, bei
welchem etwa 3400 Haarzellen und tiber 35 000 Spiralganglienneuronen spezifisch
angeregt werden, sehr gering.#*->! Daher ist das Horen von Musik fiir Implantat-
Triager nur schwer moglich.>?> Das Verfolgen von Gespriachen mit Hintergrund-
gerduschen wird durch eine erschwerte Detektion der temporalen binauralen
Differenz eingeschrankt.”® Ein weiterer Aspekt ist eine durch zu hohe Stromdichten
hervorgerufene Zellschadigung der Spiralganglienneuronen, welche wiederum zu
einem Verlust des Restgehors fithren kann.>* Die maximale sichere Ladungsdichte
betrdgt in derzeit genutzten Implantaten etwa 0.15 mC-cm™2. Unter bestimmten
Umsténden kann diese Ladungsdichte aber auch zu niedrig sein, um eine ausreichend
gute Anregung in den Nerven zu erzeugen.>

10
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der elektrischen Nervenstimulation von
blanken Platin-Elektrodenkontakten (a), mit Wirkstoffen beladenen
nanoporosen Platinbeschichtungen auf Elektrodenkontakten (b), von
den aus Elektrodenkontakten freigesetzten Wirkstoffe (c) und elektrische
Stimulation der in Richtung Elektrodenkontakte gewachsenen Neuriten

(d).

Ein wichtiges Ziel des Elektrodendesigns ist es daher, die Anzahl der stimulierten
Neurite unter Vermeidung einer Signaliiberlappung zu maximieren. Durch
Verringerung des Abstands zwischen Elektrode und Nerven kann eine selektivere
Nervenanregung unter Verwendung geringerer Stromdichten erzeugt werden.>%>7
Durch eine Modifizierung der Elektrodenoberfliche, beispielsweise durch
Integration eines implantatassoziierten Wirkstofffreisetzungssystems, konnte das
Neuritenwachstum in Richtung der Elektrodenoberfliche angeregt und somit die
Elektroden-Nerven-Interaktion optimiert werden.’8-%2 Auch das Zelliberleben der
Spiralganglienneuronen kann durch die Freisetzung von neuroprotektiven Faktoren
verbessert werden.>!1:63 Hierfir eignen sich vor allem porése Materialien, aus denen
raumlich und zeitlich kontrolliert Wirkstoffe freigesetzt werden kénnen. Zum einen
kann die Siliconmatrix der Cochlea-Elektrode durch Beschichtung oder Einbettung
von nanopordser Silica-Nanopartikel als Wirkstoffreservoir genutzt werden.®* Zum
anderen konnen die Elektrodenkontakte mit einer nanopordsen Beschichtung
ausgestattet werden, wodurch gezielt im Innenohr neuronale Wachstumsfaktoren
und neuroprotektive Substanzen eingebracht werden kénnen (Abbildung 2.4b,c).
Durch den verminderten Elektroden-Neuriten-Abstand ldsst sich die Nerven-
anregung mit deutlich kleineren Stromdichten realisieren, was zu einer hoheren
Selektivitat und letztendlich zu einem verbesserten Horeindruck fithrt (Abbildung
2.4d). Hierdurch lieflen sich nicht nur alle Elektrodenkontakte der aktuellen

11
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Implantate nutzen, eine deutliche Verkleinerung der metallischen Bereiche ohne
Erhohung der Impedanz wire denkbar.%>¢¢ Zukiinftig konnte infolgedessen die
Anzahl der Kontakte stark erhoht werden, was wiederum in einer erheblichen
Selektivitatserhohung der Nervenanregung resultiert.?42

Die im Cochlea-Implantat kommerziell verwendeten Elektrodenkontakte
bestehen aus Platin, daher liegt die Modifizierung zur Etablierung eines implantat-
assoziierten Wirkstoftfreisetzungssystems mit nanopordsen Platinbeschichtungen
nahe.

2.2 Nanoporose Platinbeschichtungen

Nanopordse Platinbeschichtungen spielen seit vielen Jahren in den Forschungs-
bereichen der biomedizinischen Elektrodenmaterialien eine grofle Rolle. Daher
werden im ersten Abschnitt die Eigenschaften von Platin als biomedizinisches Elek-
trodenmaterial erlautert, sowie die Vorteile und Risiken von pordsem Platin als
Implantatbeschichtung diskutiert. Der zweite Abschnitt widmet sich anschlieflend
der Etablierung eines implantatassoziierten Wirkstofffreisetzungssystems in porésen
Platinbeschichtungen. Zu guter Letzt folgen im dritten Abschnitt die
unterschiedlichen Herstellungsmethoden und moglichen Modifizierungen von
nanopordsem Platin.

2.2.1 Platin als biomedizinisches Elektrodenmaterial

Wie bereits im Abschnitt iiber neuronale Elektroden (vgl. S. 5f) erlautert, bestehen
an biomedizinische Elektrodenmaterialen die Anforderungen einer guten
Biokompatibilitdt und -stabilitdt, um keine Reaktion des korpereigenen Immun-
systems auszulosen.®23%67 Zur Vermeidung von irreversiblen elektrischen Korro-
sionsreaktionen sollten die Materialien auflerdem wéahrend der elektrischen
Belastung eine hohe elektrochemische Stabilitdt aufweisen.®®®® Hohe Ladungs-
speicherkapazitaten fihren zusitzlich zu einer besseren Nervenstimulation,
geeignete mechanische Eigenschaften erlauben eine vorteilhafte Gestaltung der
Elektrode und ein angepasstes Verhalten wihrend der Insertion.!8

Bereits 1829 konnte H.S. Levert et al. in in vivo Experimenten an Hunden eine sehr
gute Biokompatibilitat von Platin nachweisen.!®> Auch konnte in einer aktuelleren
Studie aus 2013 durch Schlie-Wolter eine verbesserte Neuritenanhaftung auf
strukturierten Platinoberflichen beobachtet werden.”

Trotzdem wird bis heute eine mogliche Freisetzung von elementarem Platin,
Platin-Ionen oder Platin-Verbindungen aus Kontakten von neuronalen Elektroden
unter elektrischen Stimulationsbedingungen und eine daraus resultierende Cytotoxi-
zitat kritisch diskutiert.”!=7>
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Daher wird im Folgenden auf Studien iiber die Biokompatibilitdt von Platin im
Genauen eingegangen.

Verschiedenste Studien tiber die Cytokompatibilitit von Platinspezies liefern
Hinweise auf langfristige toxische Auswirkungen auf Gewebe, Zellen und DNA.76
Allerdings sollte bei der Betrachtung der Cytokompatibilitat zwischen verschiedenen
Platinspezies differenziert werden.”’ So zeigt die Betrachtung der Cytokompatibilitat
von Platin-Nanopartikeln (PtNP) bereits, dass diese von Partikelgrofle und -
konzentration beeinflusst wird. Hashimoto et al. zeigten 2016 in vitro, dass PtNP mit
einem mittleren Partikeldurchmesser von 10nm wund 250nm ab einer
Partikelkonzentration von 100 pg-mL™! die Zellviabilitat (L929 Fibroblasten,
RAW?264-Makrophagen) verringern. Bei niedrigeren Konzentrationen konnte kein
Einfluss der PtNP auf die Cytokompatibilitit festgestellt werden.’®7° In einer Studie
von Horie et. al. zeigten PtNP mit einem Partikeldurchmesser zwischen 82 nm im
Konzentrationsbereich zwischen 3 - 17 pug-mL™! in Zellkulturuntersuchungen (A549
und HaCaT Zellen) keinen Einfluss auf das Zellverhalten. Obwohl diese von den
Zellen aufgenommen wurden, wurde kein oxidativer Stress induziert und kein
Zelltod beobachtet. Auch wurden keine Platin-Ionen in das Zellmedium freigesetzt.8
PtNP mit deutlichen kleineren Partikeldurchmessern von 5-8 nm verursachten ab
einer Konzentration von 80 pg-mL~! eine Verdnderung der Zellmorphologie und eine
Cytotoxizitatserhohung.3! Die haufig diskutierten DNA-schadigenden Eigenschaften
von Platin werden von Gehrke et al. auf die Platin-Ionen-Freisetzung und der daraus
resultierenden Pt-DNA-Komplexbildung zuriickgefithrt.8? Frithere Studien bezogen
die Veranderung der DNA durch PtNP auf Partikelgrofle oder -konzentration.
Allerdings wurde damals keine Betrachtung der Platin-lIonenkonzentrationen
durchgefithrt,®® und festgestellte Befunde moglicherweise auf unterschiedliche
Mengen an freigesetzten Platin-Ionen zuriickzufithren sind. Die Verwendung von
ionischem Platin, hauptsiachlich Cisplatin, in der Krebstherapie zeigt unmiss-
verstandlich, dass dieser Platinkomplex hoch cytotoxisch ist.3* Eine beobachtete
Nebenwirkung des Chemotherapie-Medikaments Cisplatins ist die Verursachung
einer Innenohrschwerhorigkeit. Dies ist auf einen hervorgerufenen oxidativen Stress
im Innenohr mit daraus folgender Schadigung der dufleren Haarzellen bis hin zum
Zelltod zurtckzufithren.®> Verstandlicherweise wird die Cytokompatibilitit von
Platin im Hinblick auf die Anwendung im Innenohr daher stark diskutiert und sollte
bei der Entwicklung neuer Elektrodenmaterialien beriicksichtigt werden. Robblee et
al. betrachtete bereits 1983 die Auflosung einer neuronalen Platinelektrode wahrend
der elektrischen Stimulation in der Grof$hirnrinde von Katzen. Hierfiir wurde mit
einer Platinscheibe (Durchmesser=1.1 mm) fir 4.5 h, 9 h und 36 h mit biphasigen
Impulsen (20 uC-cm? oder 100 uC-cm pro Phase, 50 Hz) stimuliert. Anschlielend
wurde das um die Platinscheibe liegende Gewebe (0-2 mm) entfernt und auf Platin
analysiert. Es zeigte sich ein zeitabhéngiger Platin-Konzentrationsanstieg zwischen
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4-20 ng nach 4.5 h und 50-339 ng nach 9 h (100 pC-cm). Nach einer Stimulations-
zeit von 36 h hingegen sank die Platinkonzentration auf 43-175ng. Da eine
prozentuale Abnahme des Platinanteils im Kapselgewebe an der Elektroden-
oberfliche und eine damit einhergehende Zunahme der Platinkonzentration im
Hirngewebe unmittelbar unter der Elektrode beobachtet wurde, deutete dies auf eine
gewisse Mobilitéat der gelosten Platin-Ionen im Gewebe hin. Diese Beobachtung kann
mit einer moglichen Diffusion oder einem Fliissigkeitsaustausch begriindet werden.
Wiren die Platin-lonen zu festen Gewebekomponenten komplexiert worden,
wiirden sich diese wihrend der Stimulationszeit immer weiter im Kapselgewebe
ansammeln. Ein Unterschied in der Platinkonzentration zwischen einer glatten oder
angerauten Platinoberfliche konnte nicht festgestellt werden. Bei einer Stimulation
mit einer geringeren Ladungsdichte von 20 pC-cm™ wurde unabhingig von der
Stimulationszeit sehr wenig bis kein Platin in dem umliegenden Gewebe
nachgewiesen.®® In einer Untersuchung an der Universitat Melbourne aus dem Jahr
2014 wurden von Clark et al. sowohl das Schlafenbein, welches das Mittel- und
Innenohr beinhaltet, sowie das Cochlea-Implantat eines verstorbenen Patienten
analysiert. Dem Patienten wurde bereits 1978 ein Prototyp-Mehrkanal-Implantat
eingesetzt, welches 1983 sowie 1998 ersetzt wurde. Durch rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen konnte eine erhéhte Oberflaichenrauigkeit der
Elektrodenkontakte festgestellt werden. Die pathologischen Untersuchungen des um
die Elektroden liegenden Gewebes zeigten dunkle Partikel in den Makrophagen,
welche mittels Rontgenfluoreszenz als Platin identifiziert werden konnten.8” Beide
Beobachtungen wurden auf eine mogliche Korrosion des Platins zuriickgefiihrt.
Durch die Analyse der Platinkontakte mittels Sekundarionenmassenspektrometrie
(ToF-SIMS) wurden neben den zu erwartenden Platinsignalen deutlich intensivere
Signale von Natrium, Calcium und Kalium sowie PtO~- und PtO? -Ionen detektiert.
Auch wurden Bereiche mit einem hohen Gehalt an Platin und organischen
Verbindungen gefunden, welche auf eine méglich Komplexbildung zwischen Platin
und Proteinen hinweisen kann?® Fiir eine reprisentativere Beurteilung der
Platinfreisetzung aus Elektrodenkontakten im menschlichen Kérper wurde durch
O’Malley et al. im Jahr 2017 an insgesamt 44 Schlafenbeinproben von 36 Patienten
eine deutlich groflere Studie durchgefiithrt. Es wurden sowohl in extrazelluldren
sowie intrazellularen Lokalisationen Untersuchungen vorgenommen. Dabei wurden
in allen 44 Proben Platin nachgewiesen, sowohl in der Cochlea als auch im
Mittelohr.?* Die resultierenden Fremdkorperreaktionen zeigten Adsorption von
Plasmaproteinen auf der Elektrodenoberfliche, Adhédsion von Makrophagen und
deren Vorlauferzellen, den Monozyten, sowie Makrophagenfusion zur Bildung von
Fremdkorper-Riesenzellen.”® Diese auftretenden Reaktionen weisen auf eine
chronische Entziindung hin, welche eine pH-Wert-Minimierung des umliegenden

Milieus und damit auch an der Implantatoberflache, verursachen kénnen. Durch die

14



2.2 Nanoporése Platinbeschichtungen

entstehenden sauren Bedingungen wiederum wird die Korrosion des Elektroden-
materials erhoht.?” In einer aktuellen in vitro Studie aus 2018 beschiftigt sich Wissel
et al. mit dem Einfluss von Platin-Ionen und -Verbindungen auf den menschlichen
Zellstoffwechsel.”! Die durch Korrosion der Elektrodenkontakte freigesetzten
Platinspezies stehen im Verdacht, Schiadigungen im menschlichen Gewebe
hervorzurufen. Daher wird insbesondere die Bildung von Platin-Korrosions-
produkten an der Schnittstelle zwischen Elektrode und Gewebe betrachtet, um deren
Verteilung in der Cochlea sowie die Wechselwirkungen mit neuronalen Zellen
nachzuvollziehen. Hierfiir wurden die Elektrodenkontakte einer menschlichen
Cochlea-Implantat-Elektrode vier Wochen lang in einer wiassrigen Natriumchlorid-
Losung elektrisch stimuliert. Der Uberstand wurde in unterschiedlichen Konzentra-
tionen in vitro mit zwei unterschiedlichen Zelllinien (NIH 3T3 Fibroblasten, SH-SY5Y
Zellen) auf seine potenzielle Cytotoxizitiat untersucht. Zusitzlich wurden Platin-
Nanopartikel mit einem Durchmesser von 3 nm mit einer analogen Versuchs-
durchfithrung begutachtet. Die Zellkulturuntersuchungen zeigten einen vernach-
lassigbaren oxidativen Stress bei einer Platin-Nanopartikelkonzentration bis
50 pg-mL~1, wobei keine Diffusion der Platin-Nanopartikel in die Zellen beobachtet
wurde. Bei den Uberstinden aus der elektrischen Stimulation hingegen trat bei
beiden Zelllinien in dem Platin-Konzentrationsbereich von 1.64 pg-mL™! bis
8.2 ug-mL! Zellsterben auf. Trotzdem wurde die Korrosion der Platinkontakte als
unbedenklich eingestuft, da in vorangegangen in vivo Studien geringere Platin-
Konzentrationen zwischen 5 ng-mL™! bis 1pugmL™! in dem um die Elektrode
liegenden Gewebe nachgewiesen wurden.’+??2 Dennoch miissen weitere Studien
beziiglich einer langfristigen Cytotoxizitit iiber einen Zeitraum von mehreren Jahren
durchgefithrt werden. Auch die Wechselwirkungen der Korrosionsprodukte mit dem
Gewebe des Hornervs sollten im Hinblick auf eine mogliche Cytotoxizitdt der Platin-
Spezies untersucht werden.’! Die Korrosion der Platinelektroden und die daraus
resultierende Platinauflésung ist nicht nur von der elektrischen Stimulation und
mechanischen Beanspruchung abhéngig. Bereits 1980 wurde durch Robblee et al. und
1984 durch Shepherd et al. ein Zusammenhang zwischen der Platinauflsung und der
Anwesenheit von Proteinen in vivo festgestellt.”>** Hibbert et al. bestatigte die
Hemmwirkung der Platinauflosung durch eine beobachtete Aminosdureadsorption
auf der Platinoberflache. Insbesondere die Anwesenheit der Aminosdure Cystein,
welche eine Thiol-Gruppe besitzt und somit starke Wechselwirkungen zu
Edelmetallen ausbilden kann, zeigte diesen Effekt.”? Infolgedessen konnte durch eine
Modifizierung der Platinoberflache, mit beispielsweise organischen Molekiilen unter
Ausbildung einer selbstorganisierende Monoschicht (self-assembled monolayer,
SAM), die Platinauflésung reduziert und die Biokompatibilitdt der Platinkontakte
erhoht werden.
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Zusammenfassend kann somit festgehalten werden, dass bereits seit Jahrzehnten
der toxischen Effekt von Platin und Platinspezies erforscht wird. Eine konkrete
Aussage Uber die Auswirkungen im menschlichen Korper konnte jedoch bis heute
nicht getroffen werden. Somit wird der Einsatz von strukturiertem elementarem
Platin nicht kategorisch ausgeschlossen. Die Biokompatibilitit und mogliche
toxische Effekte sollten bei der Materialentwicklung fiir neuronale Elektroden aber
stets betrachtet und ausgiebig untersucht werden.

Uber ihre Biokompatibilitit hinaus erfordern Materialien fir neuronale
Elektroden eine sorgfaltige Abstimmung von Leitfahigkeit, Stabilitat und Ladungs-
speicherkapazitiat, um irreversible Faraday’sche Reaktionen zu vermeiden. Im
Allgemeinen spielen die Ladungsbilanz der fiir die Stimulierung verwendeten
kathodischen und anodischen Phasen und das resultierende Elektrodenpotential eine
wichtige Rolle, da diese die Beschadigung sowohl der Elektrode als auch des
umgebenden Gewebes beeinflussen.”>* Liegt das Elektrodenpotential auflerhalb des
geeigneten Bereichs, konnen irreversible Oxidationsreaktionen unter Bildung von
wasserloslichen Metallkomplexen die Elektrode zersetzen. Auflerdem kann die
Elektrolyse von Wasser hervorgerufen werden, was zu einer pH-Anderung und
Gasentwicklung fihren kann.”” Zur Bestimmung der elektrochemischen Eigen-
schaften des Elektrodenmaterials eignen sich insbesondere die elektrochemische
Impedanzspektroskopie (EIS) und die Cyclovoltammetrie (CV), weshalb in den im
Folgenden vorgestellten Studien auf diese Messmethoden ndher eingegangen
wird.”?8

In einer Studie von 2013 verglich Howlader et al. die elektrochemischen Eigen-
schaften von Platin, Gold und Titan. Hierfiir wurden entsprechende Elektroden-
kontakte auf flexiblem Fliissigkristallpolymer hergestellt und durch elektroche-
mische Impedanzspektroskopie, Cyclovoltammetrie und Rasterkraftmikroskopie
(AFM) untersucht. Die EIS wurde fir verschiedene Eintauchzeiten in phosphat-
gepufferte Salzlosung (PBS) im Frequenzbereich von 107! Hz bis 10° Hz bestimmt. In
Kurzzeitstudien zeigte Platin im ausgewihlten Frequenzbereich die niedrigste
elektrochemische Impedanz, gefolgt von Titan und Gold. Erklart wurde diese
Beobachtung mit den unterschiedlichen Oberflichenrauigkeiten, da durch Ver-
groflerung der spezifischen Oberflache eine Erh6hung der Reaktivitat und Kapazitat
einhergeht. Durch Verlangerung der Eintauchzeit verschlechterte sich die Impedanz
von Platin und Titan jedoch deutlich, die Impedanz von Gold hingegen wies keine
nennenswerte Erhohung auf. Die Impedanz-Erhéhung von Platin und Titan lasst auf
eine geringere Langzeitstabilitit der beiden Metalle vermuten, da die Erh6hung mit
einer Oberflichendanderung der Elektroden erklart werden kann. In cyclovoltam-
metrischen Messungen konnte fiir Platin vor Gold und Platin die hochste Ladungs-
abgabekapazitit (CDC) ermittelt werden. Da fiir die Auswahl des geeigneten Elektro-

denmaterials sowohl eine hohe Ladungsiibertragungsrate als auch eine gute
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2.2 Nanoporose Platinbeschichtungen

Langzeitstabilitdt eine wichtige Rolle spielt, gilt Platin fiir Kurzzeitanwendungen als
das optimale Elektrodenmaterial. Fiir Langzeitanwendungen muss die Stabilitdt der
Platinkontakte genauer untersucht und die Platinoberfliche gegebenenfalls modi-
fiziert werden.”® Daher gibt es ein Vielzahl verschiedener Ansitze, in denen
Platinoberflichen physikalisch oder chemisch modifiziert werden.!4100

Die Veroffentlichung von Boehler et al. aus dem Jahr 2015 beschaftigte sich mit
einer nanostrukturierten Platinbeschichtung auf neuronalen Mikroelektroden
(Abbildung 2.5).101
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Abbildung 2.5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der von Boehler et al.

hergestellten Platingras-Beschichtung auf neuronalen Elektroden.''

Durch die templatfreie elektrochemische Platinabscheidung wurde eine Gras-
ahnliche Struktur mit einer Stabchenlédnge von etwa 3 um und einem Durchmesser
von wenigen Nanometern erzeugt, welche eine hohe Oberflaichenrauigkeit aufweist
(Abbildung 2.5a, b). Messungen der Impedanz und Cyclovoltammetrie in PBS zeigten
eine deutliche Veranderung durch die Beschichtung mit nanostrukturiertem Platin.
Die erhohte Oberflache fiihrte im Frequenzbereich von 0.1-10% Hz zu einer deutlich
niedrigeren Impedanz im Vergleich zu blanken Platinoberflichen, in den
Cyclovoltammogrammen konnte eine deutliche Erhéhung der Ladungsabgabe-
kapazitat beobachtet werden. Zellkulturuntersuchungen mit SH-SY5Y-Zellen zeigten
keinen Unterschied zwischen der Platinbeschichtung und den blanken
Platinoberflichen. Dies deutet darauf hin, dass keine toxischen Substanzen aus dem
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Pt-Nanogras freigesetzt wurden.!°! Vergleichbare Ergebnisse konnten durch Marton
et al. durch die Herstellung rauer Platinoberflichen auf neuronalen Elektroden
gezeigt werden.!%2 Auch Xue et al. analysierte 2018 die Eigenschaften von Platin
sowie Gold und zog zusitzlich auch poroses Platinum, sogenanntes platinum black,
als neuronales Elektrodenmaterial in Betracht. Die pordse Platinbeschichtung wurde
elektrochemisch via einer wissrigen H2PtCls-Losung unter Zugabe von Pb(NOs3)2
abgeschieden. Auf rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde eine porose
Beschichtung mit Porendurchmessern im Nanometerbereich gezeigt, welche ein
dendritisches Wachstum aufweist. Die elektrochemische Impedanz wurde in PBS im
Frequenzbereich von 0.5 Hz bis 5-10° Hz gemessen, cyclovoltammetrische Mes-
sungen wurden im Potentialbereich von -0.6 V bis 0.6 V durchgefiihrt. Wie zu
erwarten zeigte sich auch hier fir Platin im Vergleich zu Gold eine niedrigere Impe-
danz. Die Erhohung der spezifischen Oberfliche durch die Beschichtung mit
platinum black resultierte in einer deutlich niedrigeren Impedanz im betrachteten
Frequenzbereich. Auch die Ladungsabgabekapazitit wurde durch die porose
Beschichtung signifikant erhoht. In vitro Zellviabilitdtsuntersuchungen der platinum
black-Beschichtung zeigten eine gute Biokompatibilitat. Durch in vivo Kurzzeit-
untersuchungen am Hirnnerv Nervus vagus konnte eine erfolgreiche Stimulation
durch platinum black nachgewiesen werden.!3 Zwei Jahre zuvor wurden durch Lee
et al. in wvivo Langzeit-Stimulationsversuche am Hiftnerv Nervus ischiadicus
veroffentlicht, in denen durch die Verwendung von platinum black die
Nervenschiden minimierte werden konnten. Aufgrund der auch in dieser Studie
nachgewiesenen Impedanzminimierung, hohen Ladungsabgabekapazitit, positiven
Biokompatibilitaitsuntersuchungen sowie der Abwesenheit offensichtlicher
Auflosungserscheinungen wurde platinum black als biokompatibles Elektroden-
material mit einer guten Stabilitat unter Stimulationsbedingungen eingestuft.!%4 In
einer aktuellen Studie von 2018 beschéftigte sich Zatonyi et al. hauptsachlich mit den
Eigenschaften von platinum black, um die Stabilitit der elektrochemisch
abgeschiedenen Beschichtung nach in vivo Experimenten zu beurteilen. Die
nanoporose Platinbeschichtung wurde in einer wassrigen HaPtCls-Losung mit einem
Drei-Elektroden-Aufbau durchgefiihrt. Als Gegenelektrode wurde ein Platinblech
eingesetzt, als Referenzelektrode diente eine Silber/Silberchlorid-Elektrode. Fir eine
bessere Benetzbarkeit des zu beschichteten Platinsubstrats wurde Polyvinyl-
pyrrolidon (PVP) als Additiv verwendet. Es wurde mit einem konstanten Strom fiir
etwa 150 s beschichtet. Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen ist
keine offensichtliche Porenstruktur, sondern viel mehr eine Strukturierung der
Beschichtung erkennbar (Abbildung 2.6).
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Abbildung 2.6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer von Zatonyi et al
hergestellten platinum black Beschichtung.'%

Es zeigte sich, dass durch vorherige Lagerung der platinum black-Beschichtung in
wassrigem Medium eine deutliche Erh6hung der mechanischen Stabilitat wahrend
der Implantation erzeugt werden konnte. Zur weiteren Beurteilung der Beschich-
tungsstabilitdt wurden elektrochemischen Messungen sowohl in vivo als auch vor
und nach den in vivo Experimenten durchgefiihrt (Abbildung 2.7).
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Abbildung 2.7: Elektrochemische Impedanz (in vivo) bei 1kHz von dichten
Platinoberflachen und von Zatonyi et al. hergestellten platinum black
Beschichtung (links), sowie die Impedanzidnderung durch eine akute
bzw. chronische Implantation (rechts).'%

Die in vivo-Messungen zeigen, dass die strukturierte Platinoberfliche im
Vergleich zu der dichten Platinoberflache eine deutlich geringere elektrochemische
Impedanz aufweist. Die Messwerte der drei jeweils identischen Elektroden liegen
innerhalb der Standardabweichung. Die durch die Implantation hervorgerufenen
Impedanzerhohung tritt sowohl bei akuten als auch chronischen Aufzeichnungen
auf. Allerdings konnte die Impedanzerhohung durch die Oberflaichenmodifizierung
mit platinum black um zwei Drittel verringert werden. Die nach der Implantation
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aufgenommenen rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten keine
Veranderungen in den Oberflichenmorphologien und lassen folglich auf eine
ausreichende Beschichtungsstabilitdt schlieflen. Infolgedessen kommen Zatonyi et
al. zu dem Entschluss, dass platinum black eine stabile Schnittstelle zwischen Gewebe
und Implantat bietet. ' Auch Kelly et al. wies im Jahr 2020 verbessere
elektrochemische Eigenschaften physikalisch modifizierter Elektroden mit
laserinduzierten periodischen Oberflaichenstrukturen nach. Es konnten auflerdem
positive Effekte auf die Zellausrichtung und die Expression von Ionenkanilen, die an
neuronalen Schliisselfunktionen beteiligt sind, beobachtet werden.!0¢

In vivo durchgefihrte elektrochemische Impedanzmessungen konnen nicht nur
zur Charakterisierung des Elektrodenmaterials dienen. Viel mehr bietet diese Mess-
methode eine Moglichkeit zur Beurteilung des an das Implantat angrenzenden
Gewebes. Im Allgemeinen kann die Verdnderung der elektrochemischen Impedanz
neuronaler Elektroden Riickschliisse auf die Bakterienadhision und das Biofilm-
wachstum liefern.197-1% In einer Studie von 2011 analysierte Kim et al. die Verdnde-
rung der elektrochemischen Impedanz neuronaler Platinelektroden durch bakterielle
Adhision und Biofilmreifung in vitro. Uber die Erstellung eines Ersatzschaltbildes
(vgl. Abbildung 3.5, S.50) konnten Riickschliisse auf die Doppelschichtkapazitit
geschlossen und der zeitliche Verlauf wahrend der Bakterienadhésion und der
Biofilmbildung beobachtet werden.!1?

Demnach wire als eine weitere Entwicklungsstufe des Cochlea-Implantats die
Verwendung der Elektrodenkontakte nicht nur fir die Stimulierung und als
implantatassoziiertes =~ Wirkstoftfreisetzungssystem, sondern auch fir die
Charakterisierung der Schnittstelle zwischen Elektrode und Gewebe denkbar. Eine
Bindegewebseinkapselung  konnte  durch Impedanzmessungen  frithzeitig
diagnostiziert werden.

2.2.2 Etablierung eines implantatassoziierten
Wirkstofffreisetzungssystems

Eine systematische Behandlung des Innenohrs ist aufgrund der Blut-Labyrinth-
Barriere nicht moglich. Durch das Einsetzen eines mit einem implantatassoziierten
Wirkstofffreisetzungssystems ausgestatteten Implantats kann das Innenohr wirksam
entlang der gesamten Cochlea behandelt werden.!!!

Es gibt unterschiedlichste Moglichkeiten, Wirkstoffe lokal im Innenohr frei-
zusetzen. Einen ausfiihrlichen Uberblick iiber die grof3e Bandbreite an Freisetzungs-
vorrichtungen, von Mikrokathetern, osmotischen Pumpen, tiber Hydrogel-basierte
oder nanopartikuldre Systeme bis zu Beschichtungen des Cochlea-Implantats, geben
Kechai et al. in ihrem Review von 2015.12 Auch Freisetzungssysteme mit variablen
Wirkstoffarten und -konzentrationen von der basalen hin zur apikalen Cochlea fiir
eine Ortliche anforderungsangepasste Wirkstoftfreisetzung sind denkbar.
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Durch eine gezielte lokale implantatassoziierte Wirkstofffreisetzung kann das
Zelluberleben und Neuritenwachstum verbessert werden (vgl. S. 11). Eine
entscheidende Rolle spielt die Auswahl der Wirkstoffe. Je nach Anwendungsfall und
-ort missen die Einflisse der Wirkstoffe auf die entsprechenden Zellen untersucht
und evaluiert werden.!!?

Daher soll im Rahmen dieser Arbeit ein implantatassoziiertes Wirkstofffrei-
setzungssystem durch Modifizierung der Cochlea-Implantat-Materialien entwickelt
werden. Zunichst muss ein geeigneter Wirkstoftf identifiziert werden, um die
Entwicklung des Freisetzungssystems auf diesen abzustimmen.

Eine vielversprechende Wirkstoffgruppe zur Steigerung der Lebensfahigkeit von
SGN sind Wachstumsfaktoren, insbesondere die des Zentralnervensystems, soge-
nannte neurotrophe Faktoren (NTF).3-1© Vorangegangene Studien an Meer-
schweinchen zeigten bereits, dass die neurotrophische Wirkung der NTF-
Behandlung durch die Kombination mit elektrischer Stimulation verstarkt werden
kann.!37115 Daher bietet sich die Anwendung von NFT insbesondere in Wirk-
stofffreisetzungssystemen neuronaler Elektroden an. Auch die Kombination von
Wachstumsfaktoren mit anderen Substanzen, sowie die Behandlung mit mensch-
lichem Plasma, scheint einen erhéhten Einfluss auf die Férderung des SGN-Uber-
lebens hervorzurufen.!1®

Ein hiufig untersuchter vom Gehirn stammender neurotropher Faktor (brain-
derived neurotrophic factor, BDNF)''7 ist bekannt fiir seinen positiven Effekt auf die
im Innenohr liegenden Spiralganglienneuronen.!’®-121 Die Arbeitsgruppe um
Warnecke et al. beschiftigt sich mit der Erhohung des BDNF-Einflusses durch die
Kombination mit unterschiedlichsten Substanzen, beispielsweise dem Protein
Artemin!?2, dem Regulator Aktivin A!?3, einem weiteren neurotrophen Faktor CNTF
(ciliary neurotrophic factor)®® sowie dem neuroprotektiven Wirkstoff Rolipram.

Der Einfluss von Rolipram, ein Phosphodiesterase-4-Inhibitor, auf das SGN-
Uberleben wurde in unterschiedlichsten Studien untersucht. Meyer et al. wies 2012
in vitro eine neuroprotektive Wirkung von Rolipram auf SGN nach, indem Rolipram
aus lipidischen Nanokapseln in das Spiralganglienzellen-Plasma freigesetzt wurde.1?4
Weder reines Rolipram noch reine lipidische Nanokapseln zeigten diese signifikante
Erhohung des neuronalen Uberlebens, vermutlich ist der beobachtete Effekt auf die
Kombination dieser beider Substanzen zuriickzufithren.'?* Auch Warnecke et al. wies
in einer Studie nach, dass eine Rolipramzugabe eine positive Wirkung auf das
neuronale Zelliiberleben hat. Durch die Kombination von BDNF und Rolipram
konnte das Zelliiberleben im Vergleich zu den unbehandelten sowie nur mit BDNF
behandelten Zellen nochmals signifikant verbessert werden (Abbildung 2.8).!
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Abbildung 2.8: Beeinflussung des  prozentualen  Zelliiberlebens  durch eine
konzentrationsabhangige Rolipramzugabe sowie durch die Kombination
mit BDNF."

Unbehandelte Spiralganglienneuronen weisen nach einer Kultivierungszeit von
48 h in Bezug auf die Einsaat ein Zelliiberleben von unter 5% auf. Durch die Zugabe
von BDNF konnte das Zelliiberleben um mehr als das Dreifache gesteigert werden
Eine reine Rolipramzugabe mit einer Konzentration von 0.1 nmol-L! fithrte zu einem
verbesserten Zelliiberleben von tber 20%. Bei hoheren Rolipramkonzentrationen
sank das neuronale Zelliiberleben allerdings. Durch die Kombination von Rolipram
und BDNF mit einer Rolipramkonzentration von 1-3 nmol-L-! konnte das Zelluiber-
leben sogar auf iiber 30% erh6ht werden.

Basierend auf diesen Studien wurde die Kombination aus BDNF und Rolipram als
eine sehr attraktive SGN-Behandlung eingestuft. Schmitt et al. konnten bereits ein
Wirkstofffreisetzungssystem fiir BDNF aus Silica-Partikeln etablieren.®* Durch die
Einarbeitung der Silica-Partikel auf die Oberfliche der Siliconmatrix oder in eine
pordse Beschichtung auf den Elektrodenkontakten des Cochlea-Implantats konnte
BDNF lokal und intracochlear verabreicht werden. Eine weitere Moglichkeit zur
Etablierung eines implantatassoziierten Wirkstoftfreisetzungssystem im Cochlea-
Implantat ist die Modifizierung der Cochlea-Elektrodenkontakte zur direkten
Wirkstoffeinlagerung. Folglich soll im Rahmen dieser Arbeit ein Freisetzungssystem
aus nanopordsem Platin zur Modifizierung der Elektrodenkontakte des Cochlea-
Implantats entwickelt werden.

Die Wirkstofffreisetzung wird in den meisten Systemen durch die Diffusion von
Wasser in das Freisetzungssystem und die Wirkstoffdiffusion aus dem Freisetzungs-
system gesteuert. Hierbei wird zwischen Systemen mit einem Wirkstoffreservoir im
Partikelkern und der Wirkstoffspeicherung in einer Partikelmatrix, beispielsweise
bei porosen Materialien, unterschieden. Zuséatzlich spielt das Design des
Freisetzungssystems eine entscheidende Rolle.1?>12¢ Die Diffusion des Wasser als
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auch des Wirkstoffs kann auflerdem durch eine chemische Oberflichenmodi-
fizierung des Freisetzungssystems beeinflusst werden.'?” Daher wird der folgende
Abschnitt nicht nur der Herstellung des nanopordsen Platins als Freisetzungsmatrix
gewidmet, es werden auflerdem unterschiedliche Moglichkeiten einer chemischen
Oberflachenmodifizierung erldutert.

2.2.3 Herstellung und Modifizierung

Die Herstellung oberflachenstrukturierter sowie pordser Platinmaterialien weist
aufgrund ihrer vielfiltigen Anwendungsbereiche in der Katalyse, Sensorik, und in
Brennstoffzellen eine hohe technologische Bedeutung auf.!?® Daher wurden unter-
schiedlichste Synthesestrategien sowohl nach dem Bottom-Up- als auch dem Top-
Down-Ansatz entwickelt. Beim Bottom-Up-Verfahren kénnen leitfahige Elektroden-
strukturen entweder durch zuvor synthetisierte Platin-Nanopartikel (PtNP) oder
durch die Verwendung von Platinsalz-Losungen und anschlieender Reduktion
aufgebaut werden. Im Gegensatz hierzu geht der Top-Down-Ansatz von einer
zusammenhingenden Substratstruktur aus, bei welchem beispielsweise durch Laser-
strukturierung oder Dealloying-Prozesse Strukturen selektiv abgebaut werden.'?°
Bevor in den folgenden Abschnitten die Synthesen unterschiedlicher pordser
Systeme erldutert werden, miissen die Unterschiede zwischen strukturierten und
porésen Materialien definiert werden. Porése Materialien konnen in Abhéngigkeit
ihrer Porengrofle in unterschiedliche Kategorien unterteilt werden. Liegen die
Porendurchmesser unter 2 nm wird das Material als mikropords beschrieben.
Materialien mit Porendurchmesser zwischen 2-50 nm gelten als mesopords. Weist
das Material Porendurchmesser grofler 50 nm auf, so wird von Makropordsitat
gesprochen.!3 Nanopordse Materialien umfassen Porengrofien der drei genannten
Kategorien, weisen aber eine maximale Porengréfie von 100 nm auf.!3!

Fir einen Uberblick der Vor- und Nachteile der méglichen Herstellungsverfahren
fir porose Platinbeschichtungen werden im Folgenden einige Synthesestrategien
naher beschrieben.

Porose Platin-Nanopartikel (pPtNP)

Generell basiert die Platin-Nanopartikelsynthese auf der Reduktion einer Platin-
Vorlauferverbindung, haufig aus den Platinsalzen H2PtCls oder PtCls, welche in
Wasser gelost werden. Die Zugabe eines Reduktionsmittels ruft die Bildung eines
Kristallkerns hervor, an welchem das Partikelwachstum beginnt.!* Durch die
Verwendung von Templaten kann eine porése Morphologie der Platin-Nanopartikel
bewirkt und gesteuert werden. Die Templat-basierte Partikelsynthese kann grund-
satzlich in drei Schritte gegliedert werden: (1) Ausbildung der originalen Templat-
struktur, (2) Fillen der Templat-Hohlraume mit der Platin-Vorlduferverbindung mit
anschlieBender Platinreduktion sowie (3) die Templat-Entfernung.'®? Die erhaltenen
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2 Allgemeine Grundlagen

pordsen Platinstrukturen bilden das Negativ der eingesetzten Templatstruktur ab. Im
Allgemeinen konnen die zur Synthese pPtNP hauptsachlich verwendeten Template
in zwei Kategorien eingeteilt werden: harte und weiche Template (Abbildung 2.9).133

Y -X .
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,‘\y\““:::::;;‘\‘\““‘ .
* 0 000
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Lyotropic liquid crystals Mesostructured materials Mesoporous materials
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Abbildung 2.9: Synthese poréser Nanopartikel unter Verwendung von harten (a) und
weichen (b) Templaten.'3

Harte Template sind beispielsweise pordse Silicasphiaren, welche durch ihre
Synthese eine pordse und strukturierte Morphologie aufweisen. Weiche Template
ordnen sich in geeigneten Losungsmitteln abhangig von Konzentration und funktio-
nellen Gruppen zu Mizellen oder lyotropischen Fliissigkristallen an und konnen
somit die Struktur der Platinpartikel steuern.

Durch die Verwendung des mesopordsen Silicas KIT-6 und Ascorbinsaure als
Reduktionsmittel wurden durch Wang et al. die in Abbildung 2.10 gezeigten pPtNP
synthetisiert.134

D e S f=
Abbildung 2.10:  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der von Wang et al. unter
Verwendung des mesoporosen Silica KIT-6 synthetisierten pPtNP.134
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2.2 Nanoporése Platinbeschichtungen

Die mesopordsen Platinpartikel liegen isoliert voneinander vor und weisen eine
enge Partikelgroflenverteilung sowie ein geordnetes Porensystem auf. Fast alle
pPtNP zeigen eine rhombische dodekaedrische Morphologie. Durch Kleinwinkel-
Rontgenbeugungsmessungen konnten grofitenteils die gleichen Signale wie bei dem
eingesetzten Templat KIT-6 aufgenommen werden, was auf eine Beibehaltung der
urspriinglichen Symmetrie des KIT-6 im Platin-Replikat schliefen l4sst.13* Durch
ahnliche Syntheseverfahren konnen Replikate aus mesopordsen Silica SBA-15 sowie
sogenannte Platin-Nanodendriten hergestellt werden.!3%13¢ Zhuang et al. verwendete
als Templat sogenannte pordse Silber-mesoflowers, bei welchen das Silber durch die
Penetration mit einem Platinsalz teilweise ersetzt wurde. Als Zwischenprodukt
entstand zunidchst eine Silber-Platin-Legierung aus der elektrochemisch der
Silberrestgehalt entfernt wurde. Die Morphologie der entstandenen Platin-
mesoflowers entsprach auch hier dem Replikat des eingesetzten Templats.!3” Eine
weitere Moglichkeit, nanoporése Platinstrukturen zu erzeugen, wird durch Sree et.
al. beschrieben. Zunachst wurde das Silica-Templat Zeotile-4 synthetisiert, in
welches durch Atomlagenabscheidung (atomic layer deposition, ALD) unter
Verwendung einer Platinsalz-Vorlauferverbindung elementares Platin abgeschieden
wurde. Anschlieflend wurde tiber die Behandlung mit Flusssaure das Silica-Templat
entfernt, sodass ein aus Platin bestehendes Zeotile-4 Replikat mit einer 3-
dimensionalen Porenstruktur hergestellt werden konnte. Die anschlieflende
Elektrodenbeschichtung erfolgte durch Auftropfen einer Pt-Zeotile-4-Suspension
auf die erhitze Elektrodenoberfliche und anschlieBendes Tempern bei 250-575 °C.138
Werden Kohlenstoffnanorohren als hartes Templat eingesetzt, so konnen mittels
ALD-Verfahren 3-dimensionale Platin-Nanodréhte hergestellt werden.!

Unter Verwendung des weichen Templats Octaethylenglykol Monohexadecyl-
ether (C1s(EO)s; Abbildung 2.11a), welches eine hexagonale Mesophase ausbildet,
konnten durch Attard et al. mesoporose Platinpartikel mit einer hexagonalen Nano-
struktur synthetisiert werden (Abbildung 2.11b).140

a) b)

CH3(CH2)MCH2{OA,}OH
8

:—g gnm

Abbildung 2.11: Strukturformel der verwendeten Fliissigkristall-Template Octa-
ethylenglycol Monohexadecylether (a) sowie eine TEM-Aufnahme
der resultierenden pPtNP.™0
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Auch der Einsatz von Cetryltrimethylammoniumbromid (CTAB) fithrte zu mono-
dispersen Nanopartikeln, hier wurde Natriumborhydrid als Reduktionsmittel
eingesetzt wurde.!*! Durch die Verwendung von Polyvinylpyrrolidon (PVP) konnten
mesoporosen Nanoschwimmen erzeugt werden.!#? Ein Gemisch aus Nonaethylen-
glykol Monododecylether und Polysorbat 60 (Tween® 60) und dem Reduktionsmittel
Hydrazin fithrte zu Platin-Nanoréhren.!43

Auch eine templatfreie Herstellung von porésen Makroréhren durch eine Platin-
salzkombination aus [Pt(NHj3)4][PtCls]'** sowie von sphirischen porésen Nano-
partikeln unter Verwendung von Ascorbinsaure!® ist moglich.

Nach der pPtNP-Synthese konnen aus diesen Platinbeschichtungen erzeugt
werden. So konnen die pPtNP beispielsweise mittels eines Binders durch Elektro-
sprithen durch ein starkes elektrisches Feld zwischen Diise und Substrat aus einer
kolloidalen Losung aufgebracht werden.14%147 Weitere Moglichkeiten umfassen den
Injektdruck, das Gieflen oder einen Sprithprozess ohne elektrisches Feld.!4
Bindemittelfreie Bottom-up-Strategien konnen durch die kolloidale Selbst-
organisation!®14° sowie chemische Vernetzung durch Oberflichenfunktional-
sierungen®? oder Sintern der Platinpartikel>! umgesetzt werden.

Fiir die Anwendung als neuronales Elektrodenmaterial sind diese Beschichtungen
aufgrund ihrer geringen Langzeitstabilitdt oder hohen Synthesetemperaturen nicht
geeignet.'* Folglich missen die pordsen Platinbeschichtungen iiber andere Her-
stellungsverfahren direkt erzeugt werden.

Porose Platinbeschichtungen

Zur direkten Herstellung pordser Platinbeschichtungen eignen sich unter-
schiedlichste Strategien. Die Syntheseverfahren kénnen in 5 Kategorien unterteilt
werden: Stromlose Abscheidung, galvanischer Austausch, thermische Zersetzung,
chemische Gasphasenabscheidung und elektrochemische Abscheidung.!* Des
Weiteren konnen strukturierte Platinoberflichen durch Laserstrukturierungs-
verfahren und Dealloying-Prozesse erzeugt werden, indem von einem Platinsubstrat
kontrolliert Bereiche der Beschichtung entfernt werden.5>7%152 Da im Rahmen dieser
Arbeit jedoch ein 3-dimensionales Porensystem hergestellt werden soll, wird auf
diese Strukturierungsverfahren nicht weiter eingegangen.

Die stromlose Abscheidung pordser Platinbeschichtungen erfolgt entweder auf
dichten oder aber auf bereits pordsen Substraten. Beispielsweise kann durch das
Eintauchen der bereits porésen Struktur in eine Platinsalzlésung und anschlieender
Zugabe eines Reduktionsmittels eine Replikatstruktur aus Platin erzeugt werden.!4
Eine pordse Platinbeschichtung auf dichten Substraten wurde von Cho et. al. durch
das Aufbringen einer Platinsalz-Losung und anschliefender Reduktion in Ethylen-
glykoldampf hergestellt.'>® FEine alternative Abscheidungstechnik stellt die
Hydrothermalsynthese dar.!?® Unter erhohter Temperatur und Druck wird das
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2.2 Nanoporése Platinbeschichtungen

Substrat in einer Platinsalzlosung mit einem Reduktionsmittel fiir mehrere Stunden
in einem Autoklaven gelagert, wodurch Elektrodenbeschichtungen mit einem
erhohten Rauheitsfaktor entstehen.!>415 Die Benetzung einer porosen Membran mit
einer Platinsalzlosung und eine anschlieBende Reduktion sowie Templatentfernung
durch Erwéarmen fithrt auflerdem zu einer pordsen Platinbeschichtung. Je nach
Membranstruktur kénnen unterschiedlichste Morphologien, beispielsweise Platin-
Nanorohren, erzeugt werden. Zur Erhohung der Wanddicken der Platin-Nanoréhren
kann der Benetzungsreduktionszyklus wiederholt werden.!® Der galvanische
Austausch von unedleren Metallen in einer bereits bestehenden pordsen Struktur
durch den Kontakt mit einer Platinsalzlosung ist eine weitere Methode, um porose
Platinbeschichtungen zu erzeugen. Durch die elektrochemische Abscheidung von
Nickel auf porosem Aluminiumoxid, die anschliefende Entfernung des
Aluminiumoxids in konzentrierter Natronlauge und das galvanische Ersetzen von
Nickel durch Platin kénnen so Platinstdbchen mit einem Durchmesser von 260 nm
gebildet werden.!>” Ein dhnliches Verfahren wurde durch Kloke et. al., Boretius et. al.
und Eickenscheidt et al. angewendet. Hier wurde zunichst eine Platin-Kupfer-
Legierung aus einer Platin- und Kupfersalzlosung elektrochemisch abgeschieden, um
anschlieffend das weniger edle Kupfer selektiv aufzulosen. Abhidngig von der
eingesetzten Kupferkonzentration wurden unterschiedlichste Oberflichenmorpho-
logien mit hohen spezifischen Oberflichen erzeugt. Allerdings wiesen die Beschich-
tungen entweder Risse in der Beschichtung auf bzw. es wurden eher Oberflachen mit
erhohter Rauigkeit und keine Porensystem erzeugt. Zusitzlich wurde in den
Beschichtungen ein Restgehalt an Kupfer nachgewiesen.!%215815  Rissfreie
Platinbeschichtungen mit Porendurchmessern von etwa 3 nm konnten von Pugh et.
al. durch eine Entfernung von Kupfer aus Platin-Kupfer-Legierungen erzeugt
werden. Jedoch wurden bei dem Herstellungsprozess Temperaturen von tiber 1000 °C
eingesetzt, weshalb auch diese Syntheseroute fiir die Anwendung als neuronales
Elektrodenmaterial nicht optimal ist.1®* Die thermische Zersetzung von Platinsalz-
Loésungen bei hohen Temperaturen kann generell als weitere Syntheseroute von
strukturierten Platinbeschichtungen genutzt werden. Durch Erwirmen der
Platinsalzlosung auf dem Substrat oder durch Besprithen eines erhitzen Substrat
konnen unter Anwesenheit eines Reduktionsmittels stark haftende raue Platin-
beschichtungen erzeugt werden.!61:192 Doch wie auch bei der Syntheseroute von
Pugh et. al. kommt dieses Verfahren aufgrund der hohen Synthesetemperaturen fiir
die Modifizierung der Cochlea-Elektrode nicht infrage. Durch die metallorganische
chemische Gasphasenabscheidung (chemical vapour deposition, CVD) konnen Platin-
Nanostibchen ohne die Verwendung von Templaten hergestellt werden.1¢3

Alle zuvor vorgestellten Syntheseverfahren fiir die direkte Herstellung von
pordsen Platinbeschichtungen benétigen raue Reaktionsbedingungen, wie beispiels-
weise hohe Temperaturen, starke Reduktionsmittel oder Sauren bzw. Laugen zur
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Templatentfernung. Auch die teilweise langen Reaktionszeiten sowie viele
Syntheseschritte verbunden mit einem hohen manuellen Arbeitsaufwand sprechen
gegen diese Syntheseverfahren.

Die elektrochemische Platinabscheidung hingegen weist die Vorteile einer hohen
Kontrolle wahrend des Beschichtungsprozess unter milden Synthesebedingungen
auf. In diesem Prozess werden Platin-lonen elektrochemisch zu festem Platin
reduziert und an der Arbeitselektrode, der Kathode, abgeschieden.!¢4

PtCls*~(aq) + 4e~ — Pt(s) + 6Cl~(aq) E° =0.744V

Die fiir die Platinreduktion benétigten Elektronen werden von einer externen
Stromquelle iiber die Arbeitselektrode auf die Platin-lonen bertragen. Eine
Platinabscheidung tritt dann auf, wenn das Kathodenpotential negativer als das
Redoxpotential der jeweiligen Redoxreaktion ist. Daher koénnen sowohl die
Prozessparameter als auch die Prozessdauer tiber eine externe Stromquelle gesteuert
werden. Ein weiteres Merkmal ist die Beschrankung der Beschichtung auf leitfahige
Bereiche, wodurch die Herstellung strukturierter Elektroden ermoéglicht wird. So
kénnen am Beispiel des Cochlea-Implantats ausschliefilich die Platinelektroden-
kontakte ohne eine Beeinflussung der Siliconmatrix beschichtet werden. Da das
Substrat als Stromabnehmer fungiert, ist die Platinbeschichtung kovalent an dieses
gebunden, wodurch eine stabile Beschichtung mit einem geringen elektrischen
Widerstand erzeugt werden kann.!* Die ublichen elektrochemischen Verfahren
werden galvanostatisch bei konstantem Strom oder potentiostatisch bei konstantem
Potential durchgefiihrt. Unter Verwendung der galvanostatischen Abscheidung wird
der Abscheidungsstrom kontrolliert, wodurch ein lineares Verhéltnis zwischen Ab-
scheidungszeit und abgeschiedener Platinmenge vorliegt. Allerdings kénnen durch
Schwankungen des Abscheidungspotentials Verdnderungen in dem Reaktions-
mechanismus der Platinabscheidung auftreten. Die potentiostatische Abscheidung
wird in einem Dreielektrodenaufbau durchgefiihrt, um mithilfe einer Referenz-
elektrode das Kathodenpotential zu steuern. Platin kann aufgrund seines sehr hohen
Uberpotentials im Gegensatz zu anderen Metallen nicht aus einer elementaren
Platingegenelektrode abgeschieden werden, sondern muss in der Elektrolytlosung
ionisch vorliegen. Da Platin-Ionen in wissriger Losung komplexieren, erfolgt die
elektrochemische Platinreduktion in drei Schritten. Zunichst werden die
komplexierten Platin-Ionen tber diffuse und, falls vorhanden, konvektive Krafte zur
Kathodengrenzflache transportiert. Anschlieffend werden die Liganden vom kom-
plexierten Platin-lon im elektrischen Feld entfernt, sodass eine elektroaktive
Platinspezies vorliegt. Abschlieend findet die Elektroneniibertragung von der
Arbeitselektrode auf das Platin-Ion statt. Hierbei findet eine Adsorption des Platin-
Ions an der Kathodenoberfliche und eine Integration in die Elektrodenstruktur
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statt.!1®* Zur Minimierung der Oberflichenenergie des Festkorpers diffundiert das
adsorbierte Platin-Ionen an eine Fehlstelle moglichst geringer Energie und wird dort
im Rahmen des Kristallwachstums reduziert.'*4#19 Um eine raue Platinoberfliche zu
erzeugen, missen Cluster aus adsorbierten Platin-Ionen bei hohen Geschwindig-
keiten erzeugt werden. Generell findet die Bildung solcher Cluster nach den Regeln
der Thermodynamik aufgrund der erhohten Oberflichenenergie nicht statt. Ist
jedoch eine kritische Clustergrofie erreicht, kann der mit dem Clusterwachstum
verbundene freie Energiegewinn den Anstieg der Oberflichenenergie ausgleichen.
Sobald die Aktivierungsenergiebarriere zur Bildung von Kernen mit stabiler Grofie
uberwunden ist, findet das anschlieflende Kristallwachstum nach der klassischen
Nukleationstheorie  statt. Nach diesem Mechanismus koénnen durch
elektrochemische Abscheidung raue Platinoberflichen gebildet werden. Die Anzahl
der fiir ein Cluster mit kritischer Grofie bendtigten Molekiille Nc kann wie folgt
definiert werden:
Ne = 32mvé o’
3|Aul?

wobei vim das Volumen pro Molekil, o die Oberflachenspannung und Ay die Differenz
der elektrochemischen Potentiale des geldsten und festen Zustands des Molekiils
beschreibt.

Welcher dieser drei Vorgéange der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, hdngt
von den jeweiligen Bedingungen und ablaufenden Reaktionen ab. So kann
beispielsweise ein langsamer Massetransport oder eine starke Wechselwirkung
zwischen Liganden und Platin-Ion zu einer reduzierten Konzentration der aktiven
Platin-Spezies an der Kathodenoberfliche fithren, woraus wiederum eine
verlangsamte Platinabscheidung resultiert. Die Differenz des elektrochemischen
Potentials durch das angelegte Uberpotential  wird als

Ap = zFn
definiert. Die Anzahl der iibertragenden Elektronen wird mit z, die Faraday-
Konstante mit Fbeschrieben. Daher kann die Keimbildung erleichtert werden, indem
die kritische Clustergrofie durch die Verwendung hoher Uberpotentiale verringert
wird. Ist die Keimbildungsrate im Vergleich zur Kristallwachstumsrate erhoht,

werden pordse Strukturen in den abgeschiedenen Beschichtungen erzeugt

(Abbildung 2.12).
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Abbildung 2.12:  Schematische Darstellung der Einflussfaktoren auf die resultierende
Beschichtungsmorphologie der elektrochemischen Abscheidung nach
Paunovic et al.’®

Auflerdem beeinflusst die Wahl der Depositionsstromdichte die Oberflaichen-
morphologie der abgeschiedenen Beschichtung. Bei der sogenannten Grenz-
stromdichte wird die maximale Geschwindigkeit der Platinreduktion an der
Elektrodenoberflache hervorgerufen. Diese ist als
, NFDCpyk
Jim =~
Nernst
definiert und ist von der Anzahl der iibertragenden Elektronen pro Ion n, der
Diffusionskonstante D, der Faraday-Konstante F, der Konzentration des Platin-Ions
in der Elektrolytlosung cpuik und der Dicke der Nernst-Diffusionsschicht Jnernst
abhangig. Ist also die Depositionsstromdichte im Groflenbereich der Grenzstrom-
dichte, werden die Platin-Ionen sofort beim Erreichen der Elektrodenoberfliche
reduziert, sodass keine Oberflichendiffusion des adsorbierten Platin-Ions zu einer
niederenergetischen Stelle stattfinden kann. Ein weiterer einflussnehmender
Parameter sind Oberflachenfehler auf der Arbeitselektrode. Sie stellen zum einen
bevorzugte Stellen der Keimbildung dar, zum anderen fithren hervorstehende Punkte
oder Kanten zu einer Konzentration des elektrischen Felds und resultierend daraus
zu einem lokal erhéhten Abscheidestrom.!*

Neben den iiblichen potentiostatischen und galvanostatischen Verfahren kénnen
die Abscheidungsprozesse durch Modifikationen dieser Methoden verbessert
werden. Beispielsweise kann durch eine gepulste elektrochemische Abscheidung der
Konzentrationsgradient der Platin-lonen and der Arbeitselektrode verringert
werden. Wie beispielhaft in Abbildung 2.13 gezeigt, wird zunéchst ein definierter
Puls mit einem Potential von -0.2V und einer Pulsdauer von 0.1s an die
Arbeitselektrode (Abbildung 2.13, blau) angelegt, um eine elektrochemische
Abscheidung hervorzurufen.
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Abbildung 2.13:  Darstellung eines Zyklus der gepulsten elektrochemischen Abscheidung,
bestehend aus einem Puls mit -0.2 V und einer Dauer von 0.1s sowie
einer Pulspause von 0.3 s.

Durch die Reduktion der Platin-Ionen an der Elektrodenoberfliche verarmt die
Platin-ITonenkonzentration der Elektrolyselosung, ein Konzentrationsgradient der
Platin-Ionen wird hervorgerufen. Um diesem entgegenzuwirken folgt eine Pulspause
von 0.3 s (Abbildung 2.13, griin), in welchem sich durch Diffusionsprozesse eine
moglichst homogene Platin-Ionenkonzentration an der Elektrodenoberflache ein-
stellen kann. Ein Potentialpuls gefolgt von einer Pulspause wird als ein Zyklus
bezeichnet (Abbildung 2.13, grau), welcher mit beliebiger Anzahl wiederholt werden
kann. Wahrend der Pulspause konnen auflerdem sich ausbildende Sperrschichten,
wie bspw. Hydrathiillen, um die Platin-Ionenpartikel reduziert werden. Entsprech-
end konnen hohere Stromdichten und folglich hohere Uberspannungen erzeugt
werden, wodurch feinere Kristallkeime und daraus resultierend hohere spezifische
Oberflaichen gebildet werden konnen. Durch Kim et al wurden die
Pulsabscheidungsparameter, wie Spitzenstromdichte, Gesamtladungsdichte und
Dauer der Pulspause, genauer untersucht. Durch die Spitzenstromdichte und den
Pulszyklus konnte die Keimbildung kontrolliert und das dendritische Wachstum
reduziert werden. Wie zu erwarten war, konnte auflerdem der Zusammenhang
zwischen der abgeschiedenen Platinmasse und der Gesamtladungsdichte nach-
gewiesen werden. 166

Durch die Doppelpulsstrategie kann eine enge Partikelgroflenverteilung erreicht
werden. Die Keimbildung wird zunachst durch einen kurzen Impuls mit einem hohen
Uberpotential initiiert, auf den anschlieSend eine Wachstumszeit mit niedrigerem
Uberpotential folgt.'¢”

Durch eine templatfreie elektrochemische Behandlung unter Variation des
Abscheidungspotentials, der Elektrolyttemperatur und der Platinsalzkonzentration
konnten unter anderem durch Ponrouch et al. und Boehler et al. unterschiedlichste
Platinstrukturen sowohl mit hochgeordneter als auch polykristalliner Struktur sowie
hohen Rauheitsfaktoren hergestellt werden. Allerdings wiesen keiner der gezeigten
Platinbeschichtungen ein 3D-Porensystem auf.1%8-170 Auch das elektrochemische
Aufrauen der Platinoberfliche und die elektrochemische Abscheidung von
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Platinnanopartikeln auf der Elektrodenoberfliche fithrte zwar zu einer erhéhten
spezifischen Oberflache, jedoch konnte kein Porensystem erzeugt werden.!’1-173 Die
von Elyahoodayan et al. elektrolytisch abgeschiedenen Platin-Iridium Beschich-
tungen fiithrten zu einem verbesserten Signal-Rausch-Verhéltnis und niedrigeren
erzeugten Spannungen fir einen gegebenen Stimulus, sodass ein geringerer
Energieverbrauch und eine elektrochemisch sicherere Stimulation erreicht werden
konnte.'7”# Doch auch durch dieses Verfahren wurden keine porésen Beschichtungen
erzeugt. Desai et. al. fihrte eine Studie zur Beschichtung eines Mehrelektroden-
Arrays fiir die Anwendung als neuronale Elektrode durch. Es wurde gezeigt, dass
durch die Behandlung mit Ultraschall wéhrend der -elektrochemischen
Platinabscheidung eine erhohte Stabilitdt der pordsen Platinbeschichtung erzeugt
werden konnte. Die Verbesserungen der elektrischen Eigenschaften durch porose
Platinbeschichtung lasst zwar auf eine erhohte spezifische Oberflache schlielen,
jedoch wurden keine weiteren Untersuchungen hinsichtlich des Porensystems
durchgefithrt.'’> Auch durch die Verwendung eines organischen Losungsmittels
sowie durch die Zugabe von Bleiacetat konnte keine homogene Porenstruktur
hervorgerufen werden.!’%1”7 Im Hinblick auf die Anwendung als neuronales
Elektrodenmaterial, im speziellen im Innenohr, sollten toxische Zusitze wie bspw.
Bleiverbindungen generell vermieden werden.

Fir die Herstellung pordser Platinbeschichtungen bietet sich daher die templat-
basierte elektrochemische Abscheidung an. Wie bereits bei der Herstellung pordser
Platinpartikel erlautert (vgl. S.24 ff), konnen die erzeugten 3D-Platinstrukturen
anhand des eingesetzten Templats bestimmt werden. Fiir die Herstellung pordser
Platinbeschichtungen eignen sich sowohl harte, weiche als auch kolloidale Template.

Unter der Verwendung von harten Templaten wird Platin innerhalb einer bereits
auf der Arbeitselektrode vorhandenen pordsen Struktur elektrochemisch abge-
schieden. Nach der Platinabscheidung wird das Templat entfernt und eine pordse
Platinstruktur, welche der Hohlraumstruktur des Templats entspricht, bleibt auf der
Arbeitselektrode zuriick. Durch dieses Verfahren lassen sich aufgrund der Vielfalt an
Templaten unterschiedlichste porose Platinsysteme synthetisieren. Die am
haufigsten verwendeten harten Template bestehen aus eloxierten Aluminiumoxid-
membranen oder spurgeitzten Polycarbonatmembranen.!’® Diese sind nicht nur in
Porendichte und Porendurchmesser einstellbar, sondern auch kommerziell
erhéltlich.'* Yuan et al. konnte durch die Verwendung von 3-Aminopropyltri-
methoxysilan-modifizierten eloxierte Aluminiumoxidmembranen Platin-Nano-
rohren mit einem Innendurchmesser von 70+10 nm, einem Auflendurchmesser von
150+£10 nm und einer Lange von 3 pm erzeugen (Abbildung 2.14a). Die Modifizierung
diente als sogenannter molekularer Anker, durch welchen die Platinabscheidung
entlang der Templat-Porenwénde besser kontrolliert werden konnte.!7?
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Abbildung 2.14:

welche unter Verwendung von harten Templaten von Yuan et al. und Cui
et al. synthetisiert wurden.!7%:180

Auch Cui et. al. synthetisierte Platin-Nanorohren mit Auflendurchmessern von
300 nm (Abbildung 2.14b). Als Losungsmittel wurde hier Dimethylsulfoxid (DMSO)
verwendet, welches eine erhohte Wechselwirkung mit Edelmetalloberflichen auf-
weist. Durch die deutlich hohere Viskositat von DMSO im Vergleich zu Wasser wird
die Platin-Ionen-Diffusion zur Elektrodenoberfliche verlangsamt, wodurch die
elektrochemische Platinabscheidung auf der Templatoberfliche kontrollierter
ablaufen kann. Daher ist keine Zugabe von weiteren Additiven zur Steuerung der
elektrochemischen Abscheidung notig.180

Zur Erzeugung grofierer Nanoporen unter Verwendung harter Template eignen
sich kolloidale Template, welche regelmaflige und periodisch angeordnete Struk-
turen bilden und aufgrund der dichtesten Kugelpackung haufig eine kubisch
flachenzentrierte Ordnung aufweisen. Die eingesetzten kolloidalen Template weisen
tiblicherweise eine spharische Form auf und bestehen meistens aus Silica oder
Polymeren.!”® Beide Materialien lassen sich gut modifizieren, wodurch deren
Oberflaichenchemie recht einfach angepasst werden kann. Auflerdem liegen beide
Materialien als monodisperse Suspensionen vor.!3! Zusitzlich lassen sich beide
Template mit unterschiedlichen Partikeldurchmessern zwischen wenigen
Nanometern bis zu einigen Mikrometern gut synthetisieren und sind teilweise
kommerziell erhéltlich.!82-184 Dje Sedimentation der kolloidalen Template basiert auf
der Selbstanordnung durch die Gravitationskraft und kann bspw. durch das Anlegen
von Ultraschall oder vertikale Deposition beeinflusst werden.'#3185 Die Bildung der
Partikelbeschichtung wird zunichst durch die Verdampfung des Losungsmittels
gesteuert, welche einen konvektiven Partikelfluss von der kolloidalen Suspension
zur Substratoberfldche hervorruft. Anschlieffend erfolgt die Selbstanordnung durch
Wechselwirkungen zwischen den Partikeln, wie attraktiver seitlicher Kapillarkrafte
und elektrostatische Abstoflung, und fithrt zu einer hexagonal dichtesten
Anordnung.'® Durch das Eintauchen des mit den Templatpartikeln beschichteten
Substrats in die Metallprakursor-Losung werden die Zwischenraume der Partikel mit
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dieser gefilllt. Das Anlegen eines Potentials fithrt schlieflich zu einer
elektrochemischen Metallabscheidung. Im Vergleich zu anderen Reduktions-
verfahren sorgt die elektrochemische Abscheidung innerhalb der Templat-
zwischenrdume fiir eine hohe Dichte des Platins. Daher findet die anschlieBende
Templatentfernung, durch beispielsweise Extraktion oder Calcination, ohne
Schrumpfen des Platins statt. Dies fithrt folglich zu einer porésen Platin-
beschichtung, bei welcher die Porendurchmesser direkt durch die Grofle der
Templatpartikel bestimmt werden.!®” Hierbei ist der Grad der Porenvernetzung
abhéngig von der Qualitét der kolloidalen Anordnung, da diese an den Berithrungs-
punkten benachbarter Partikel entstehen. Durch diese Syntheseroute koénnen
beispielsweise porose Edelmetalle, wie Platin und Gold, aber auch einige Ubergangs-
metalle sowie leitfahige Polymere erzeugt werden.!88

Die in dieser Arbeit verwendete Synthese zur Herstellung von pordsen
Platinbeschichtungen mit Porendurchmessern ab 50 nm (large pore nanoporous
platinum, Ip-NPPt) wurde anhand der Durchfithrung von Bartlett et al. entwickelt.!®
Bartlett et al. verwendete als kolloidales Templat Polystyrollatex-Kugeln (polystyrene
latex beads, PLBs) in wassrigem Medium mit unterschiedlichen Partikeldurch-
messern. Diese wurden durch Verdampfen innerhalb von zwei Tagen auf einem
Goldsubstrat  aufgebracht. AnschlieBend wurde aus einer wissrigen
Hexachloroplatinsdure-Losung Platin elektrochemisch in die Zwischenraume der
PLBs abgeschieden. Die Templatentfernung erfolgte durch Extraktion mit Toluol.
Durch diese Synthese konnten hochgeordnete dreidimensionale makroporose
Platinbeschichtungen mit der Struktur einer hexagonal dichtesten Kugelpackung

N Tani
Abbildung 2.15:  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der von Bartlett et al
elektrochemisch abgeschiedenen makropordsen Platinbeschichtungen.
Als Templat wurden PLBs mit einem Durchmesser von 70 um (a) oder
40 pm (b-d) verwendet. Durch Variation der Abscheidungsladungsdichte
konnten sowohl Monolagen spharischer Poren (a, b), als auch Multilagen

(c, d) erzeugt werden.'®

Diese weisen Porendurchmesser entsprechend den verwendeten PLB-
Durchmessern auf. Durch eine geringe Abscheidungsladungsdichte von -1 C-cm™
wurde durch eine geringere Platinabscheidung eine Porenmonolage gebildet
(Abbildung 2.15a). Auf der Querschnittsaufnahme in Abbildung 2.15b ist deutlich
erkennbar, dass mit etwa 50 pm eine minimal dickere Platinschicht im Vergleich zu
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den PLB-Durchmessern abgeschieden wurde. Bei einer héheren Abscheidungsdichte
von —2 C-cm™2 (Abbildung 2.15c¢) ist unter der oberen Porenlage eine weitere pordse
Schicht zu sehen. Auch die Querschnittsaufnahme (Abbildung 2.15d) zeigt zwei
tibereinander liegende makropordse Beschichtungen. In Abbildung 2.16 ist der
gesamte Syntheseprozess einer Ip-NPPt-Beschichtung schematisch dargestellt.

Platinsubstrat

\ Templatabscheidung > | :;.:-:‘.-,\_-,;, e
% Polystyrollatex-Kugel- Pt
4 SUSpenSion B2 30390330

Elektrochemische
Polystyrollatex-Kugeln Platinabscheidung
H,PtClg

P Templatentfernung AR ETAT TR Ay
Toluol, 2 d I J L
ia
Abbildung 2.16:  Schematische Darstellung der elektrochemischen Abscheidung von Ip-

NPPt unter Verwendung von Polystyrollatex-Kugeln auf einem
Platinsubstrat.

Durch den Einsatz von weichen Templaten kénnen definierte Porenstrukturen
durch elektrochemische Abscheidung aus wéssrigen Metallsalzlosungen unter
Anwesenheit von Mizellen bzw. Flussigkristallen erzeugt werden. Die Mizellen bzw.
Flussigkristalle werden konzentrationsabhangig durch die Zugabe von Tensiden, wie
Natriumdodecylsulfat (SDS), Octaethylenglykol-Monohexadecylether (C1sEOs) oder
Pluronic® F127, unter Selbstanordnung der Tensidmolekiile gebildet. Wahrend der
elektrochemischen Platinabscheidung werden die Tensidmolekiile simultan in der
Edelmetallschicht eingelagert. Nach Beenden des Beschichtens konnen die Tenside
entfernt werden, wodurch ein pordses Platinnetzwerk entsteht. Die daraus
resultierenden Porensysteme weisen Durchmesser im unteren Nanometerbereich
auf. Choi et. al beschreibt ein Verfahren zur Synthese diinner leitfahiger
mesopordser Beschichtungen, welche unter Verwendung von SDS elektrochemisch
abgeschieden wurden. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen
ein geordnetes hexagonales poroses Netzwerk.!” Durch den Einsatz von CisEOs
konnten durch Attard et. al. sowie Park et. al. dhnliche Beschichtungen bestehend
aus einem geordneten hexagonalen Porensystem mit Porendurchmessern von
2.5nm hergestellt werden. Wurden Tenside mit kiirzeren Kohlenstoffketten
eingesetzt (C12EQOs) resultierten kleinere Porendurchmesser mit etwa 1.7 nm. Durch
die Zugabe eines hydrophoben Additivs, bspw. n-Heptan, hingegen, konnten die
Porendurchmesser vergrofiert werden. Diese Beobachtungen deuteten darauf hin,
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dass durch Anderung der Tensid- und resultierend daraus der Mizellengré8e, sowie
durch Anderung der Mizellenbildung durch Zugabe hydrophober Losungsmittel die
Porendurchmesser direkt beeinflusst werden kénnen.191-193

Im Rahmen dieser Arbeit wurden basierend auf den beschriebenen Synthese-
moglichkeiten sowohl nicht gepulste, wie auch gepulste elektrochemische
Abscheidungen im Potentialbereich zwischen —0.5 V bis +0.2 V unter Verwendung
der weichen Templaten SDS, CisEOs sowie Cetyltrimethylammoniumbromid
(CTAB) durchgefithrt. Diese Abscheidungen fithrten jedoch zu keinen porésen
Strukturen, sondern riefen allerhochstens eine erhdhte Oberflaichenrauigkeit hervor.
Daher wird auf diese Synthesen und die entsprechenden Ergebnisse nicht weiter
eingegangen.

Durch den Einsatz von Pluronic® F127 hingegen konnte eine porose
Platinstruktur erzeugt werden, weshalb die Syntheseroute im Folgenden ndher
erlautert wird.

Pluronic® F127 findet, neben seiner Funktion als weiches Templat, unter anderem
industrielle Anwendung als Stabilisator in Suspensionen und Emulsionen in
Kosmetika sowie Arzneimitteln.!%4-1% Es ist ein nicht-ionisches Triblock-Copolymer
und besteht aus einem zentralen hydrophoben Polypropylenoxid (PPO)-Block sowie
zwei lateralen hydrophilen Polyethylenoxid (PEO)-Blocken (Abbildung 2.17a).

a.) b.)
H (@) OH
(0] O
65
100 100

Abbildung 2.17:  Struktur von Pluronic® F127, b aus einem zentralen hydrophoben Poly-
propylenoxid-Block (griin) sowie zwei lateralen hydrophilen Poly-
ethylenoxid-Blocken (blau).

Aufgrund seines amphiphilen Charakters weist Pluronic® F127 Tensideigen-
schaften auf und bildet in wissrigen Losungen oberhalb einer kritischen
Konzentration Mizellen aus. Hierbei bildet der zentrale hydrophobe PPO-Block den
Kern der Mizelle, welcher durch die aus den lateralen hydrophilen PEO-Blocken
gebildete Hydrathiille von dem wissrigen Medium getrennt ist (Abbildung 2.17b).1%7

Zur Herstellung der Elektrolyselosung wurde Pluronic® F127 in einer wissrigen
Platinsalzlosung unter Erwdrmen und Rithren geldst. Das gereinigte Platinsubstrat
wurde als Arbeitselektrode in die Elektrolyselosung gehangt. Durch eine gepulste
elektrochemische Abscheidung mit einem Potential von -0.,2 V (vgl. Abbildung 2.13,
S. 31) wurde das Platinsalz zu elementarem Platin reduziert und simultan die
Mizellen des Pluronic® F127 auf der Arbeitselektrode abgeschieden (Abbildung 2.18).
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Platinsubstrat

Elektrochemische Abscheidung
Y/ PtCl,, Pluronic® F127

Platin

Pluronic® F127
Mizelle

Calcmatlon
350 °C,4h

Pore

Abbildung 2.18:  Schematische Darstellung der elektrochemischen Abscheidung von sp-
NPPt unter Verwendung von Pluronic® F127 auf einem Platinsubstrat.

Durch die anschlielende Calcination bei 350 °C fiir 4 h wurde Pluronic® F127 aus
der Platinbeschichtung entfernt, wodurch sich eine pordse Platinstruktur mit
Porendurchmessern von etwa 10 nm ausbildete. Diese Beschichtung wird im
Folgenden als small pore nanoporous platinum (sp-NNPt) bezeichnet. Die
Templatentfernung durch Calcination konnte bei der Beschichtung der Cochlea-
Implantat-Elektroden nicht durchgefiihrt werden, da sich die Polytetrafluor-
ethylen (PTFE)-Ummantelung des an dem Elektrodenkontakt angeschweif3ten
Platindrahts ab etwa 300 °C zersetzt.!® Daher widmet sich ein gesamter Abschnitt
unterschiedlicher denkbarer Templatentfernungen (vgl. Abschnitt 4.1.1.7, S. 119), bei
welchen die Calcinationstemperatur verringert sowie ein Extraktionsverfahren
angewendet wurde. Die Extraktion erfolgte in einer angesduerten Hexan / Iso-
propanol-Losung, wobei das Losungsmittel taglich ausgetauscht wurde, um die
diffusionskontrollierte Auflosungsreaktion zu beschleunigen.

Fir die Anwendung als biomedizinisches Beschichtungsmaterial ist kein
geordnetes Porensystem notwendig, weshalb bei der Entwicklung der Synthese-
methode hierauf kein Schwerpunkt gelegt wurde.

Nach den erfolgreichen Platinbeschichtung wurden die Proben zur Etablierung
eines implantatassoziierten Wirkstofffreisetzungssystems mit unterschiedlichsten
Thiolen modifiziert. Durch verschiedene endstindige funktionelle Gruppen sollten
Wechselwirkungen zwischen den funktionellen Gruppen und dem eingelagerten
Wirkstoff hervorgerufen werden, wodurch die Freisetzungseigenschaften gesteuert
werden sollen. In Abbildung 2.19 ist die gesamte Herstellungsroute beginnend mit
der elektrochemischen Abscheidung bis hin zur Rolipramfreisetzung dargestellt.
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Platinsubstrat

Elektrochemische Abscheidung

/ PtCly, Pluronic® F127
/
Platin
Pluronic® F127
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HO, 0. OH
c=0 \S‘\O Pore
§ Dlg é
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Abbildung 2.19:  Schematische Darstellung der elektrochemischen sp-NPPt-Abscheidung
unter Verwendung des weichen Templats Pluronic F127® mit
anschlieflender Thiol-Modifizierung, sowie Roliprameinlagerung und
Freisetzung.

Bereits 1987 wurde durch Nuzzo et al. die spontane Selbstanordnung von
Alkanthiolen auf Edelmetalloberflichen beobachtet. Hierfiir wurden Edelmetall-
substrate in einer millimolaren ethanolischen Losung eines Alkanthiols gelagert,
wodurch sich kristallin dhnliche selbstorganisierende Monoschichten (self-
assembled monolayer, SAM) bildeten.!”® Seitdem wurde die Selbstanordnung der
Alkanthiole beziiglich ihrer Struktur und des Winkels auf der Edelmetalloberflache
genauer untersucht. Es wurde gezeigt, dass der Aufbau der Monoschicht von den
Funktionalititen des Thiols abhangt. Der Prozess der Selbstanordnung wird durch
inter- und intramolekulare Krafte gesteuert, welche Wasserstoftbriickenbindungen,
elektrostatische Wechselwirkungen und van der Waals-Krafte beinhalteten
konnen.?? Die stiarkste Triebkraft fiir die Selbstanordnung von Thiolen ist die
Affinitdt von Schwefel zu Edelmetalloberflichen.?’! Beispielsweise herrschen
zwischen Gold und Schwefel Wechselwirkungen in der Groflenordnung von
44 kcal/mol, was einer stabilen, halbkovalenten Bindung entspricht.?2 Auch
hydrophobe van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Methylgruppen der
Alkanketten treiben die Selbstmontage der SAMs an. Bei Alkanthiolen wird
hierdurch eine Verkippung der Alkanthiolketten bewirkt, um die Wechselwirkungen
zwischen den Ketten zu maximieren und dadurch die Gesamtoberflichenenergie zu
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senken. Ab einer Kohlenstoffkette mit 10 Methylgruppen kann von einer
hochgeordneten Monolage ausgegangen werden, da die hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen den Kohlenstoffketten dieser Lange grofler als die Kraft
der Rotationsfreiheitsgrade sind.!*?

Durch unterschiedliche funktionelle Gruppen der Alkanthiole konnen verschiedene
Oberflacheneigenschaften erzeugt werden, um die Haftung anderer Verbindungen
an den modifizierten Oberflichen auf Grundlage von elektrostatischen Wechsel-
wirkungen zu erhéhen oder zu vermeiden.?%3 Folglich bieten SAMs ein geeignetes
und flexibles System, mit dem die Grenzflicheneigenschaften von Metallen
angepasst werden konnen.?0

Auch wenn die Selbstanordnung vieler verschiedener Alkanthiole hauptsédchlich auf
Gold erforscht wurde, sollten im Rahmen dieser Arbeit die elektrostatischen
Wechselwirkungen von Thiolen auf Platinoberflichen untersucht werden.204.205

Fir die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen dem eingesetzten Wirkstoff
Rolipram (vgl. Abschnitt 2.2.2, S.20) und der Modifizierung wurden finf
verschiedene Thiole mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen ausgewahlt
(Abbildung 2.20).

a.) b.) c.) d.) e.)
/OH HO\
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Abbildung 2.20:  Strukturen der zur Modifizierung der sp-NPPt-Beschichtung
verwendeten Thiole a.) 1-Propanthiol, b.) Cysteamin, c¢.) 2-
Phenylethanthiol, d.) Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat und e.) 11-
Mercaptoundecansaure.

Es wurde 1-Propanthiol mit einer verhaltnisméafiig kurzen Kohlenstoftkette von
zwei CH2-Gruppen und einer unpolaren endstandigen Methylgruppe eingesetzt, um
die Wechselwirkungen zu dem unpolaren Kohlenstoffgeriist des Roliprams
(Abbildung 2.21) zu untersuchen.

o]
.
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Abbildung 2.21:  Struktur des neuroprotektiven Wirkstoffs Rolipram.
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Durch die Verwendung von Cysteamin konnte unter Beibehaltung der
Kohlenstoftkettenldnge der Einfluss einer basischen Aminogruppe auf die Wechsel-
wirkungen betrachtet werden. Die Phenylgruppe des 2-Phenylethanthiol sollte
Aufschluss iiber mégliche m-n-Wechselwirkungen zu dem Phenylring des Roliprams
geben.?% Da Rolipram eine basische Aminogruppe aufweist, sollte aulerdem der
Einfluss einer Sauregruppe bestimmt werden. Hierfiir wurde Natrium-3-mercapto-
1-propansulfonat mit einer kurzen Kohlenstoftkette und einer Sulfonatgruppe und
11-Mercaptoundecansdure mit einer deutlich lingeren Kohlenstoftkette von zehn
CHaz-Gruppen und einer Carbonsauregruppe ausgewéhlt.
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3 Materialien und Methoden

Dieses Kapitel unterteilt sich in einen Teil iber pordses Platin und in einen
Abschnitt iiber L1ICAM Beschichtungen. Es werden die Praparationen sowie die
Analysemethoden fiir die Untersuchung der Beschichtungen fiir die Anwendungen
als biomedizinisches Elektrodenmaterial beschrieben.

3.1 Nanopordose Platinbeschichtungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Herstellungswege zur Praparation pordser
Platinbeschichtungen verwendet, welche sich in der resultierenden Porengréfie von
ca. 10 nm und ca. 50 nm unterscheiden. Im Folgenden werden die Préparations-
schritte zur Herstellung dieser pordsen Platinbeschichtungen néher erlautert und die
anschlieende Modifizierung sowie die Wirkstoffbeladung und -freisetzung
vorgestellt. Abschlieflend werden die verwendeten Analyseverfahren und Parameter
beschrieben.

3.1.1 Substratherstellung und -reinigung

Die Platinsubstrate wurden am Institut fiir Mikroproduktionstechnik (IMPT) der
Leibniz Universitit Hannover durch Besputtern eines Siliciumwafers hergestellt.
Dabei diente eine 50 nm dicke Titanbeschichtung auf dem Silicium als Haftschicht,
bevor eine 100 nm dicke Platinschicht aufgebracht wurden. Um die Platin-
beschichtung im anschliefenden mechanischen Schneideprozess zu schiitzen, wurde
eine Schutzlackschicht aufgetragen.

Die Reinigung der gold-beschichteten Siliciumwafer und der durch das IMPT
hergestellten Platinsubstrate erfolgte unmittelbar vor dem Beschichtungsvorgang.
Die Substrate wurden mit Aceton gespiilt, um grobe Verunreinigungen sowie den
Schutzlack zu entfernen, und anschlieflend fiir 15 min in Aceton gertihrt. Durch die
aufrechte Lagerung der Substrate in einer Teflonhalterung konnten die an der
Substratoberflache entstandenen Gasblaschen ungehindert aufsteigen. Anschlieffend
wurden die Substrate zunachst mit Aceton, dann mit Isopropanol gespiilt und im
Stickstoffstrom getrocknet. Die darauffolgende 25-miniitige Behandlung mit
Piranhasiure, welche zu 70% aus konzentrierter H2SO4 und 30% aus H202 (35%)
bestand, diente der oxidativen Entfernung von Oberflichenverunreinigungen. Die
Piranhasdure wurde unmittelbar vor jeder Reinigung frisch hergestellt. Nach der
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anschlieBenden Substratlagerung in Reinstwasser fiir 5 min, Abspiilen mit Iso-
propanol und Trocknung im Stickstoffstrom wurden die Substrate unverziiglich
weiterverwendet. Zu Beginn dieser Arbeit wurde die elektrolytische Abscheidung in
der in Abbildung 3.1 dargestellten Elektrolysezelle (EZ 1) durchgefiihrt.

Referenzelektrode

Arbeitselektrode k- Gegsnelekirode

Arbeitselektrode Referenzelektrode Gegenelektrode
Platinsubstrat Ag /AgCl fr Platindraht

L
S
L —

I\

a R G %7’% % |
Mizelle < z‘?]% R R

g f% k- g ®
¥///

Abbildung 3.1: Fotografischer und schematischer Aufbau der ersten Elektrolyse- bzw.
Messzelle (EZ 1).

Fir die Verwendung der EZ1 wurde, wie in Abbildung 3.2 schematisch
dargestellt, ein Kupferdraht zur Kontaktierung mithilfe eines Silberleitlacks an den

Substraten befestigt.

— ] VR Ag-Leitlack — . j Tesafilm ——
L RS * v — £V
15 mm 5mm

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Kontaktierung des Substrats mit einem
Kupferdraht unter Verwendung von Silberleitlack.

Die Trocknung des Leitlacks erfolgte tber Nacht, anschlieBend wurde der
Kontaktbereich mit Tesafilm® abgeklebt, um diesen vor der Elektrolyselosung zu
schiitzen.

Im Laufe dieser Arbeit wurde die in Abbildung 3.3 dargestellte zweite
Elektrolysezelle (EZ 2) entwickelt, bei welcher die Substrate unmittelbar nach der
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Reinigung eingespannt und beschichtet werden konnten. So konnte eine optimale
Benetzbarkeit der Substrate mit dem Elektrolyten durch eine deutlich kiirzere
Lagerung der Substrate an Luft erreicht werden.

Referenzelektrode
Gegenelektrode

Arbeitselektrode

- | Referenzelektrode
Platinsubstrat

Ag /AgCI

.— Gegenelektrode
& Platinnetz

Abbildung 3.3: Fotografischer und schematischer Aufbau der zweiten Elektrolyse- bzw.
Messzelle (EZ 2).

Die Offnung des Elektrolyselosungsbeckens fiir die Beschichtung des
Platinsubstrat (Arbeitselektrode) weist einen Durchmesser von 9.5 mm auf. Das
Becken fasst ein Volumen von 60 mL der Elektrolyselosung. Durch Verwendung des
Deckels wird ein definierter Abstand zwischen Arbeitselektrode, Gegenelektrode
(Platinnetz) und Referenzelektrode (Silber/Silberchlorid) sichergestellt.

3.1.2 Praparation poroser Platinbeschichtungen mit kleinen Nanoporen

Zur Herstellung einer nanopordsen Platinbeschichtung mit Porendurchmessern
von etwa 10 nm (small pore nanoporous platinum, sp-NPPt) wurden, wie in Kapitel
2.2.3 beschrieben, verschiedene weiche Template verwendet. Der Beschichtungs-
vorgang erfolgte iUber ein zweistufiges Verfahren, der elektrochemischen
Platinabscheidung und der Templatentfernung.

3.1.2.1 Elektrochemische Platinabscheidung

Die elektrochemische Platinabscheidung wurde in 60 mL einer 0.05 mol-L™! PtCly-
Losung durchgefithrt. Die unterschiedlichen weichen Template wurden mit einer

Konzentration von 0.004 mol-L™! in der Platinsalz-Losung unter Rithren iiber Nacht
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bei 50 °C gelost. Die elektrochemische Abscheidung wurde zunéchst in einer zum
Potentiostaten zugehorigen Elektrolysezelle (EZ 1) von Ametek durchgefiihrt,
welche in Abbildung 3.1 dargestellt ist. Im Verlauf dieser Arbeit wurde diese durch
eine optimierte in Abbildung 3.3 gezeigte Teflonzelle (EZ 2) zur Minimierung der
Wartezeiten zwischen Reinigung und Abscheidung ersetzt. In beiden
Elektrolysezellen wurde die elektrochemische Platinabscheidung in einem Drei-
Elektroden-Aufbau durchgefiihrt. Als Referenzelektrode wurde eine Silber/Silber-
chlorid-Elektrode und als Gegenelektrode ein ebenes Platinnetz mit einer Grofie von
2.54 x 2.54 cm? verwendet. Das gereinigte Substrat diente als Arbeitselektrode. Unter
Verwendung der EZ 1 wurde eine Flache von 10 x 15 mm? beschichtet. Die runde
Offnung der EZ 2 zur Arbeitselektrode, welche die Fliche der nanopordsen Platin-
beschichtung definierte, wies einen Durchmesser von 9.5 mm auf. Um Konzen-
trationsgradienten an der Arbeitselektrodenoberfliche zu verringern, wurde eine
gepulste elektrochemische Platinabscheidung mit einer Pulsdauer von 0.1 s und
einem Potential von —0.2 V sowie einer Pulspause von 0.3 s angewendet.!*° Die Folge
eines Pulses und der anschlieBenden Pulspause wird als ein Zyklus bezeichnet.
Unterschiedliche Beschichtungsdicken wurden durch Variation der Zyklenzahl
erreicht. Nach der elektrochemischen Abscheidung wurde das beschichtete Substrat
mit Reinstwasser abgespult. Bei Verwendung der EZ 1 wurde der Tesafilm®
abgezogen und der Silberleitlack durch Spiilen mit Aceton entfernt. Anschlieend
wurde die Probe mit Isopropanol abgespiilt und im Stickstoffstrom getrocknet.

Sofern nicht anders angegeben wurde diese Abscheidungsprozedur als Standard-
methode verwendet.

3.1.2.2 Templatentfernung

Zur Entfernung des Templats Pluronic® F127 wurde die Probe fiir 4 h bei 350 °C
mit einer Aufheizrate von 1°C-min~! calciniert. Die verwendete Calcinations-
temperatur entspricht der Zersetzungstemperatur von Pluronic® F127, die mittels
Thermogravimetrie bestimmt wurde (vgl. Abbildung 7.8, S. 214). Die Calcination
wurde standardmafig zur Templatentfernung verwendet.

In weiteren Versuchen wurden niedrigere Calcinationstemperaturen von 120 °C
und 270 °C und Extraktionsverfahren mit organischen Losungsmitteln zur Templat-
entfernung evaluiert, um hohe Prozesstemperaturen im Hinblick auf die hitze-
empfindliche Siliconmatrix im Cochlea-Implantat zu umgehen.

In dem vierstufigen Extraktionsprozess wurden die Proben in verschiedenen
organischen Losungsmitteln zur Entfernung des Pluronic® F127 aus der Platin-
beschichtung gelagert. Die Losungsmittel wurden taglich ausgetauscht, um mogliche
Auflésungs- und Diffusionsreaktionen zu beschleunigen. Zunéchst wurden die
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Proben fiir 3d bei 70°C in einer Losung von Hexan / konzentrierter Salz-
saure / Isopropanol im Verhaltnis von 25:1:1 eingelegt, gefolgt von einer zweitagigen
Lagerung in Isopropanol bei 37 °C. Durch die anschlieffende viertagige Behandlung
bei 37 °C in Ethanol sollten die vorherig verwendeten Losungsmittel entfernt werden.
Die Proben wurden fiir einen Tag in Reinstwasser bei 37 °C gelagert und
abschlieffend im Stickstoffstrom getrocknet. Zur Verkiirzung der Extraktionszeit
wurden die Proben in weiteren Versuchen fiir nur 1 d in der Hexan / konzentrierte
Salzsaure / Isopropanol-Losung gelagert; die Lagerung in Isopropanol fiir 2 d wurde
beibehalten, die anschlieBende Behandlung in Ethanol auf 2 d verkiirzt. Auf die
Lagerung in Reinstwasser wurde vollstindig verzichtet. In anschlieenden
Zellkulturuntersuchungen sollte der Einfluss méglicher Pluronic® F127-Reste auf das
Zelluberleben bestimmt werden.

3.1.3 Praparation poroser Platinbeschichtungen mit grofien Nanoporen
Zur Herstellung einer nanopordsen Platinbeschichtung mit Porendurchmessern
von grofler 50 nm (large pore nanoporous platinum, Ip-NPPt) wurden, wie in Kapitel
2.2.3 beschrieben, Polystyrollatex-Kugeln (polystyrene latex beads, PLBs) als Templat
verwendet. Der Beschichtungsvorgang erfolgte iiber ein dreistufiges Verfahren,
welches sich in die Beschichtung des Substrats mit dem Templat, die
elektrochemische Platinabscheidung und die Templatentfernung gliedert.

3.1.3.1 Templatbeschichtung

Zur Beschichtung des gereinigten Gold- oder Platinsubstrats mit PLBs wurde das
Substrat unmittelbar nach der Reinigung in eine eigens konstruierte Trocknungszelle
in Abbildung 3.4 eingespannt.

-
-

Abbildung 3.4: Fotografische Aufnahme der eigens konstruierten Trocknungszelle zur
Aufbringung  der  Polystyrollatex-Kugel-Beschichtung auf dem
Platinsubstrat.

Eine wassrige PLBs-Suspension (2.5 Gew.-%) wurde mit Reinstwasser auf

0.0625 — 0.5 Gew.-% verdinnt und 100 uL—300pL in die Offnung der
Trocknungszelle mit einem Durchmesser von 9.5 mm gegeben. Um mdoglichst dicht
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gepackte PLBs zu erhalten, wurde die Trocknungszelle zunéchst fir 3 d in einer
Klimakammer bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 87% gelagert. Der
anschliefende Trocknungsvorgang verlief tiber 4 d durch Offnen der Klimakammer
und einer dadurch resultierenden langsamen Reduzierung der Luftfeuchtigkeit auf
51%, bevor die elektrochemische Platinabscheidung durchgefithrt wurde.

3.1.3.2 Elektrochemische Platinabscheidung

Die elektrochemische Platinabscheidung in die Zwischenrdume der PLBs wurde
in 60 mL einer wissrigen 0.05 mol-L™! H2PtClg-Losung durchgefithrt, welche durch
Losen des Platinsalzes in Reinstwasser unter Rithren tiber Nacht bei 50 °C hergestellt
wurde. Das PLBs-beschichtete Substrat wurde unmittelbar nach der Templat-
beschichtung in die Elektrolysezelle (vgl. S. 43) eingespannt und als Arbeitselektrode
in einem Drei-Elektroden-Aufbau kontaktiert. Die Abscheidungsfliche entsprach der
Grofle der Templatbeschichtung und wies entsprechend einen Durchmesser von
9.5mm auf. Als Gegenelektrode wurde ein Platinnetz mit einer Gréfle von
2.54 x 2.54 cm? und einer Maschendicke von 3 pm verwendet, als Referenzelektrode
wurde eine Silber/Silberchlorid-Elektrode eingesetzt. Die elektrochemische Platin-
abscheidung wurde gepulst durchgefiithrt, um Konzentrationsgradienten an der
Arbeitselektrodenoberfliche zu verringern. Die Pulsdauer von 0.1s wies ein
Potential von —0.2'V, 0.1 V oder 2 V auf, die anschliefende Pulspause betrug 0.3 s.
Die Folge eines Pulses und der anschlieBenden Pulspause entspricht einem Zyklus,
die Zyklenzahl wurde im Rahmen dieser Arbeit zur Beeinflussung der
Beschichtungsdicke variiert. Zur Entfernung der Elektrolytreste wurde die Probe
anschlieffend mit Reinstwasser abgespiilt. Die Trocknung erfolgte durch Spiilen mit
Isopropanol und eine kurze Behandlung im Stickstoffstrom.

3.1.3.3 Templatentfernung

Die in den elektrochemisch abgeschiedenen Platinbeschichtungen -einge-
schlossenen PLBs wurden durch eine zweitdgige Lagerung in Toluol bei Raum-
temperatur entfernt. AnschlieBend wurde die Probe mit Aceton und Isopropanol
gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet.

3.1.4 Chemische Modifizierung

Die sp-NPPt beschichteten Substrate wurden zur chemischen Modifizierung in
einer 0.005 mol-L™! ethanolische Thiollosung fiir 48 h bei Raumtemperatur gelagert.
Um ein einstellbares Wirkstofffreisetzungssystem zu erzeugen, wurden, wie in
Kapitel 2.2.3 erldutert (vgl. S.39), funf verschiedene Thiole mit unterschiedlichen
funktionellen Gruppen verwendet. Zur Entfernung der nicht angebundenen Thiole
wurden die Proben anschlieffend in Ethanol fiir eine Minute im Ultraschallbad
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behandelt. Weiterfithrende Versuche oder Analysen wurden umgehend nach der
Modifizierung durchgefiihrt. Die Proben wurden hierfiir nicht getrocknet.

Um die Ergebnisse der modifizierten Proben mit den unmodifizierten Proben
vergleichen zu konnen, wurden diese moglichst gleichen Synthesebedingungen
ausgesetzt. Daher wurden sp-NPPt-beschichtete Substrate als Blindprobe in Ethanol
gelagert und im Ultraschallbad behandelt.

3.1.5 Einlagerungs- und Freisetzungsexperimente mit Rolipram

In diesem Abschnitt wird sowohl die Vorgehensweise der Rolipram-Einlagerung
und -Freisetzung unter nicht sterilen wie auch unter sterilen Bedingungen erlautert.

Rolipram wurde sowohl aus modifizierten wie auch unmodifizierten sp-NPPt-
Beschichtungen freigesetzt. Die sp-NPPt-Beschichtungen wurden nach der
Standardmethode mit 2000 Abscheidungszyklen hergestellt.

Zur Evaluierung der freigesetzten Rolipram-Konzentrationen in Abhangigkeit der
chemischen Modifizierung und Beschichtungsdicke wurde unter nicht sterilen
Bedingungen gearbeitet. Zur Herstellung einer 0.001 mol-L™! Rolipram-Losung
wurden 27.54 mg Rolipram in 100 mL Reinstwasser durch Behandlung fiir 6 h bei
40 °C im Ultraschallbad gelost. Die modifizierten und unmodifizierten sp-NPPt-
Proben wurden nach der Modifizierung mit Reinstwasser abgespiilt und in 2 mL der
0.001 mol-L™! Rolipram-Losung gelegt. Die Rolipram-Einlagerung erfolgte fiir 48 h
bei 37 °C im Trockenschrank. Auf die Rolipram-Einlagerung folgte ein Waschschritt
in 2 mL einer 0.01 mol-L™! phosphatgepufferten Salzlosung (phosphate buffered saline,
PBS) fiir 3 s. Fur die Rolipram-Freisetzung in simulierter Korperflissigkeit wurden
die Proben in 2 mL PBS gelegt und unter dynamischen Bedingungen in einem
Schiittelbad bei 37 °C mit 1 cm-s™! bewegt. Die Rolipram-Konzentration im Uberstand
wurde am 1., 4., 10. und 17. Tag bestimmt, weshalb die Proben an diesen Tagen in
2 mL frisches PBS umgesetzt wurden. Bis zur Vermessung der Uberstinde wurden
diese in 4 Aliquoten eingefroren.

Um den Einfluss des freigesetzten Roliprams auf Spiralganglienzellen (SGZ) zu
bestimmen, wurde die Einlagerung sowie die Freisetzung unter sterilen Bedingungen
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Proben nach der Modifizierung durch Waschen
mit Ethanol sterilisiert und in die Sterilbank eingeschleust. Zur Entfernung des
Ethanols von der Probenoberfliche wurden die Proben fiir 3 s in steriles Wasser
gelegt. Die Rolipram-Einlagerung fand anschliefend in 2 mL einer 0.001 mol-L™!
sterilen Rolipram-Losung fiir 48 h bei 37 °C im Trockenschrank statt. Die Proben-
gefafle wurden nach der Einlagerung von auflen durch Besprithen mit 70%
Isopropanol sterilisiert und in die Sterilbank eingeschleust. Die Freisetzung fiir
Zellkulturuntersuchungen wurde sowohl in PBS als auch in Panserin, dem in den
Zellkulturuntersuchungen verwendeten Medium, durchgefiihrt. Daher wurden die
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Proben in der Sterilbank entsprechend entweder fiir 3 s in sterilem PBS oder in
Panserin gewaschen, um Ethanolreste von der Probenoberfliche zu entfernen. Die
Freisetzung wurde in 2mL des jeweiligen Mediums im Schiittelbad unter
dynamischen Bedingungen bei 37 °C durchgefiihrt. Am 1., 4., 10. und 17. Tag wurden
die Proben in frisches Medium umgesetzt, um die Rolipram-Konzentration im
Uberstand zu bestimmen und die Zelliiberlebensrate in den Uberstinden zu
untersuchen.

3.1.6 Charakterisierungsmethoden

In diesem Abschnitt werden die verwendeten analytischen Methoden zur
Charakterisierung der nanopordsen Platinbeschichtungen erlautert. Bei den
allgemein bekannten Standardanalysemethoden wird der Schwerpunkt auf die
gewihlten Messparameter beziehungsweise den verwendeten Messaufbau gelegt.

Zunachst werden die Methoden zur Oberflichenanalyse betrachtet, worauf die
elektrische Charakterisierung sowie Untersuchungen zur Zellkompatibilitat folgen.
Weiterfithrend werden die Nachweismethoden der chemischen Modifizierung
erlautert, bevor die Analysemethoden der Freisetzungsiiberstinde vorgestellt
werden.

Durch die potenzielle Anwendung der nanopordsen Platinbeschichtungen als
neuronales Elektrodenmaterial spielen die elektrischen Charakterisierungen eine
entscheidende Rolle. Daher wird ein besonderer Schwerpunkt auf die elektro-
chemische Impedanzspektroskopie sowie die Cyclovoltammetrie gelegt.

3.1.6.1 Oberflachen- und Schichtdickencharakterisierung

Von den nanopordsen Platinbeschichtungen wurden sowohl rasterelektronen-
mikroskopische (REM) Aufnahmen in der Aufsicht als auch im Querschnitt von
Dennes Nettelroth und Karen Besecke angefertigt. Hierfiir wurde ein Feldemissions-
rasterelektronenmikroskop vom Typ JSM-6700F der Firma Jeol mit einer
Beschleunigungsspannung von 2 kV verwendet. Fiir Ubersichtsaufnahmen wurde
ein LEI-Detektor (low energy image) mit einem Arbeitsabstand von 8 mm eingesetzt.
Hoéhere Vergrofierungen wurden mit einem SEI-Detektor (secondary electron image)
mit einem Arbeitsabstand von 3 mm angefertigt. Fiir die Messung wurden die
beschichteten Siliciumwafer mithilfe eines Diamantstifts angeritzt, gebrochen und
mit einem Graphit-Klebepad auf einen Metalltrager aufgebracht. Die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit der Software Image] 1.50i des
National Institutes of Health (Bethesda, USA) grafisch ausgewertet.

Zur Schichtdickenbestimmung der sp-NPPt-Beschichtungen wurden mikros-
kopische Aufnahmen an einem Konfokalmikroskop vom Typ DCM 3D der Firma
Leica angefertigt. Hierfiir wurde eine Ecke des zu beschichteten Platinsubstrats mit

Tesafilm® abgeklebt, um eine scharfe Kante der elektrochemisch abgeschiedenen sp-
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NPPt-Beschichtung zu erhalten und diese im Hohenprofil am Konfokalmikroskop
vermessen zu konnen. Vor der Messung wurde der Tesafilm® entfernt. Die
Auswertung erfolgte mit der Software LeicaScan DCM3D 3.2.3.5 der Firma Sensofar.

Zur Bestimmung der spezifischen Oberflache und des Porenvolumens der sp-NPPt
wurden Physisorptionsmessungen an einer Autosorb1 des Herstellers
Quantachrome Instruments von Mandy Jahns und Alexander Mohmeyer
durchgefithrt. Aufgrund der diinnen sp-NPPT-Beschichtungen wund der
resultierenden geringen Probenmenge wurden die Beschichtungen mit Krypton als
Adsorptiv bei 87 K charakterisiert. Fiir die Messungen wurden Proben aus EZ 1 mit
einer beschichteten Oberflache von insgesamt 12 cm?, sowie Proben aus EZ 2 mit
einer beschichteten Oberflache von 22 cm? im Vakuum bei 100 °C fiir 24 h aktiviert.
Die spezifische Oberfliche wurde mit der Brunauer-Emmett-Teller-Methode?°” (BET)
im Relativdruckbereich von 0.05-0.3 mit der Software ASiQwin von Quantachrome
berechnet. Die Bestimmung der Porenvolumina erfolgte bei einem Relativdruck
p/ po von 0.97 (1000 Abscheidungszyklen) und 0.99 (2000 Abscheidungszyklen). Da
fiir eine Physisorptionsmessung eine hohe Anzahl an beschichteten Platinsubstraten
hergestellt werden musste, erfolgte diese Analysemethode nur an ausgewdihlten
Proben.

3.1.6.2 Bestimmung der elektrischen Eigenschaften

Im Hinblick auf die potenzielle Anwendung der nanopordsen Platin-
beschichtungen als neuronales Elektrodenmaterial wurde bei den Proben-
charakterisierungen die elektrochemische Impedanzspektroskopie (EIS) und die
Cyclovoltammetrie (CV) angewendet. Da diese beiden Charakterisierungsmethoden
eine entscheidende Rolle spielen, werden diese im Folgendem ausfiihrlich erlautert.

In der elektrochemischen Impedanzspektroskopie (EIS) wird der frequenz-
abhéngige Wechselstromwiderstand, welcher auch als Impedanz bezeichnet wird,
eines zu untersuchenden elektrochemischen Systems bestimmt. Dies kann an
Oberflachenbeschichtungen oder im Elektrolyten geldsten Substanzen erfolgen.
Analog zum Ohmschen Widerstand R, welcher mit

_ U-— UGleichgewicht
I

aus dem Quotienten der Differenz aus Spannung U und Ruhespannung Ugleichgewicht

und dem angelegten Gleichstrom I definiert ist, kann die Impedanz gemessen
werden. Zur Bestimmung der Impedanz wird ein Potential definierter Frequenz und
Amplitude an der Arbeitselektrode angelegt. Die resultierende Stromantwort mit
entsprechender Phasenverschiebung ¢ und Amplitude wird aufgenommen.
Entsprechend ergibt sich fiir die zeitlich verdnderten Amplituden des Spannungs-
u(t) bzw. Stromsignals i(t)

u(t) = Upsin (wt + @)
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i(t) = I,sin (wt + @;)
wobei Un und Iy die maximalen Amplituden und o die Kreisfrequenz sind. Somit
ergibt sich fiir die Impedanz

A

Un . .
Z(iw) = I—m etPu=9) = |7| . el% = 7' + i7"
m

Fiir den Betrag der Impedanz folgt
1Z| =V (Z2")% + (iZ")?
bei welchem fiir den Realteil Z' und den Imaginérteil Z" folgende Zusammenhéange
gelten:
Z'=|Z|cose  (Realteil)
Z" =|Z|singp  (Imaginarteil)

Die zu untersuchenden elektrochemischen Systeme kénnen durch Erstellen von
Ersatzschaltbildern ausgewertet werden. Dabei handelt es sich um Reihen- und
Parallelschaltungen von beispielsweise Ohmschen Widerstinden und Konden-
satoren. Zeigt das erstellte Ersatzschaltbild das gleiche frequenzabhiangige Impe-
danzverhalten wie das untersuchte elektrochemische System, so konnen den
einzelnen Bestandteilen des Ersatzschaltbildes physikalische Eigenschaften zuge-
ordnet werden. Anhand eines klassischen Ersatzschaltbildes in Abbildung 3.5

werden zunichst die grundlegenden Bestandteile erlautert.

Doppel- Diffusions-  Elektrolyt-

schicht schicht inneres
I I
I I
i |
Elektrode : :
I I
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L
= Ry ek
— -
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]
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Abbildung 3.5: Wechselstrom-Ersatzschaltbild einer Halbzelle (Arbeitselektrode), bei
welchem die Kapazitit Cp der Doppelschicht (griin), der
Durchtrittswiderstand Rp des Elektronenaustausch zwischen Elektrode
(grau) und lonen der Doppelschicht (griin), die Warburg-Impedanz Zw
(orange) sowie der Elektrolytwiderstand Re (blau) beriicksichtig wurden.

Durch Anlegen einer Wechselspannung an ein System im chemischen
Gleichgewicht reichern sich durch elektrostatische Anziehung Ionen aus der Losung
an der Elektrodenoberflache an. Das elektrochemisches Verhalten der Elektrode und
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der Doppelschicht kann durch einen Plattenkondensator mit der Doppelschicht-
kapazitdit Cp beschrieben werden und wird auch als Helmholtz-Doppelschicht
bezeichnet. Strom und Spannung sind in diesem Fall bei hohen Frequenzen nicht in
Phase sondern um 90° phasenversetzt.

Die fiir den Elektronenaustausch zwischen Elektrode und Ionen erforderliche
Aktivierungsenergie wird durch den Durchtrittswiderstand Rp dargestellt. Durch die
angelegte Wechselspannung ergibt sich wiahrend der positiven Sinuswelle an der
Arbeitselektrode eine erhohte Konzentration der oxidierten Spezies. Um einen
Konzentrationsausgleich zu erreichen, diffundieren die Ionen der oxidierten Spezies
von der Elektrode weg in den Elektrolyten hinein. Wéhrend der negativen
Sinuswelle hingegen stellt sich eine Konzentrationserhdhung der reduzierten Spezies
vor der Elektrodenoberfliche ein, was entsprechend eine Diffusion der reduzierten
Spezies in die Losung verursacht. Somit treten an der Elektrodenoberfliche
Konzentrationsschwankungen auf, welche sich als gedampfte Welle bis zu einer
gewissen Eindringtiefe in den Elektrolyten fortsetzt und diffusionskontrolliert
stattfindet. Da das elektrochemische Verhalten dieser Diffusionsvorgénge auf kein
Element aus der Elektrodynamik zutrifft, wird im Ersatzschaltbild die Warburg-
Impedanz Zw eingefiihrt. Diese besteht aus einer Reihenschaltung eines
frequenzabhidngigen Konzentrationswiderstands Rk und eines kapazitativen
Widerstands mit ebenfalls frequenzabhingiger Kapazitit Cx und ist entsprechend
definiert als:

Zw =R
w K+iOJCK

Auflerdem muss der Elektrolytwiderstand Rg beriicksichtigt werden. Ohmsche
Widerstande, wie beispielsweise der Elektrolyt oder elektrische Leiter, sind
unabhéngig von der Stromform bzw. dessen Frequenz und verhalten sich konstant.
Infolgedessen weisen diese bei Anlegen einer sinusformigen Wechselspannung
keine Phasenverschiebung auf, Strom und Spannung sind in Phase.

Die impedanzspektroskopischen Messungen werden in einem Drei-Elektroden-
Aufbau durchgefiithrt. Daher ergibt sich genaugenommen sowohl fiir die Arbeits- als
auch fiir die Gegenelektrode das in Abbildung 3.5 gezeigte Ersatzschaltbild, welche
tiber den Elektrolytwiderstand miteinander verbunden sind. Durch Verwendung
einer grofflachigen Gegenelektrode kann jedoch dieser Impedanzanteil vernach-
lassigt werden, weshalb das in Abbildung 3.5 gezeigte vereinfachte Ersatzschaltbild
fir das gesamte System verwendet werden kann 208209
Wihrend der impedanzspektroskopischen Messung wird eine sinusformige
Wechselspannung mit definierter Frequenz im Bereich von tiblicherweise 10° Hz bis
1073 Hz und einer Amplitude zwischen 2 mV bis 10 mV an der Messzelle angelegt.
Gemessen wird die Stromantwort mit deren Phasenverschiebung und zeitlich
veranderte Amplitude.
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Da in den meisten Fillen das zu untersuchende elektrochemische System
komplexer als in Abbildung 3.5 dargestellt ist und unterschiedliche Ersatzschaltbilder
dasselbe frequenzabhingige Impedanzverhalten zeigen konnen, muss die Zuordnung
der Impedanzelemente gut durchdacht sein. Dabei spielen nicht nur physikalische,
sondern auch mikroskopische Eigenschaften, wie Oberflaichenrauigkeit und
Porositdt, eine entscheidende Rolle. Das beschriebene Modell geht von einer flachen
Elektrodenoberfliche aus wund beriicksichtig daher keine anderen Ober-
flachenmorphologien.?!® Das durch porose oder raue Oberflachen verursachte nicht
ideale kapazitive Verhalten wird hiufig anstelle eines Kondensators als ein Element
mit konstanter Phase beschrieben.?!! Beim Anlegen hoher Frequenzen nimmt die
innere Porenoberfliche kaum an der Reaktion teil, wodurch die Umladung der
Doppelschicht hauptsiachlich an der &aufleren Oberfliche stattfindet. Im
Umbkehrschluss findet die Reaktion bei niedrigen Frequenzen auch an der Oberflache
von tieferliegenden Poren statt. Folglich konnen durch Anlegen von Wechsel-
spannung unterschiedlicher Frequenzen die jeweilige Oberflache erfasst und durch
den Vergleich mit elektrischen Modellen Riickschliisse auf die Porositat geschlossen
werden. Durch die Annahme, dass nur die Doppelschichtkapazitat an den Poren-
winden und der Elektrolytwiderstand in den Poren fiir den Stromfluss eine Rolle
spielen, kann sowohl die Kapazitdt C’, als auch der Widerstand R’ in Abhangigkeit
des Porenradius a(x) gesetzt werden

C'(x)dx = 2nCpha(x)dx
1
R'(x)dx = TR () dx
wobei Cp die Doppelschichtkapazitat des glatten Porenmaterials und « die Leitfahig-
keit des Elektrolyten ist.

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der zur Berechnung der Kapazitat C'und dem
Widerstand R’ verwendeten zylindrischen Pore mit dem Durchmesser a
(rot) und der Lange x.

Entsprechend ist die Impedanz sowohl von der Porenform als auch von der
Porengrofle abhéngig. Die Impedanz der pordsen Elektrode setzt sich aus den
Impedanzen der Einzelporen zusammen, welche wiederum im Ersatzschaltbild in
einer Parallelschaltung angeordnet werden. Somit diirfen sich sowohl die Porenform,

als auch der Porendurchmesser iiber die gesamte Elektrodenoberflache nicht stark
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unterscheiden und sollten méglichst in einem geordneten Porensystem vorliegen,
um ein geeignetes Ersatzschaltbild erstellen zu konnen.?'? Auflerdem fiithrt eine
Quervernetzung der Poren zu weiteren Abweichungen zwischen der realen und der
fur dieses Modell berechneten Impedanz.2!3 Auch die Diffusion der elektroaktiven
Spezies muss berticksichtig werden.?!? Folglich stellen pordse Beschichtungen eine
tiberaus komplexe Elektrodenoberfliche beziiglich der Auswertung impedanz-
spektroskopischer Messungen dar, weshalb bereits seit den sechziger Jahren Systeme
mit unterschiedlichsten Oberflichenmorphologien untersucht werden.208214.215

Das in dieser Arbeit untersuchte elektrochemische System ist in Abbildung 3.7
schematisch dargestellt und besteht zum einen aus der elektrochemisch abge-
schiedenen nanopordsen Platinbeschichtung (NPPt), welche ein ungeordnetes
Porensystem mit einer zum Teil relativ breiten Porenweitenverteilung aufweist.

EELRTPEHNF 2 nanoporéses Platin

e Titan-Haftschicht

Silicium

Abbildung 3.7:  Schematische Darstellung der mittels Impedanzspektroskopie
untersuchten  Arbeitselektrode, welche aus der nanoporosen
Platinbeschichtung (grau), dichtem Platin (blau), einer Titan-Haftschicht
(griin) und dem Siliciumwafer (orange) besteht.

Unter der elektrochemisch abgeschiedenen NPPt-Beschichtung befindet sich eine
dichte Platinbeschichtung (100 nm), welche unter Verwendung einer Titanhaft-
schicht (50 nm) auf den Siliciumwafer aufgebracht wurde. Aufgrund der zusétzlichen
Grenzflaiche zwischen pordser und dichter Platinschicht und dem ungeordneten
Porensystem mit zum Teil stark unterschiedlichen Porendurchmessern innerhalb
einer Beschichtung ist das Erstellen eines Ersatzschaltbildes des im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten elektrochemischen Systems nicht sinnvoll. Auch eine
quantitative Auswertung von beispielsweise Systemwiderstand und Phasenwinkel
mithilfe der Nyquist-Auftragung (vgl. S. 208) ist nicht moglich, weshalb die aufge-
nommenen frequenzabhingigen Impedanzen der unterschiedlichen Probenarten
ausschlief$lich qualitativ miteinander verglichen werden.216
Elektrochemische impedanzspektroskopische Messungen wurden an einem
Versastat 4 von Princeton Applied Research in einem Drei-Elektroden-Aufbau
durchgefiihrt. Als Arbeitselektrode diente die zu charakterisierende Probe, als
Gegenelektrode wurde ein Platinnetz mit einer Gréfie von 2.54 x 2.54 cm? und einer
Maschendicke von 3 pm eingesetzt. Zwischen diesen beiden Elektroden flieft
wihrend der Messung der Strom. Die Referenzelektrode war ein Silber/Silberchlorid
System mit gesattigter Kaliumchlorid-Silberchlorid-Losung, welche das Potential
kontrolliert und aufnimmt. Die Gegen- und Referenzelektrode wurden in einer
eigens konstruierten Messzelle (vgl. S. 43) bei jeder Messung mit dem gleichen
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Abstand zur Arbeitselektrode in den Elektrolyten gehédngt. Als Elektrolyt wurde eine
isotonische Natriumchlorid-Lésung (0.85%) verwendet, um die Korperbedingungen
zu simulieren und infolgedessen anwendungsbezogene Messwerte zu erhalten.
Bevor die EIS gestartet wurde, erfolgte die Messung des Leerlaufpotential (open
circuit potential, OCP). Sobald das OCP fiir 120 s konstante Werte aufwies und sich
folglich ein Gleichgewicht in der Messzelle eingestellt hatte, wurde die Messung
gestartet. Die Impedanz wurde im Frequenzbereich von 107! Hz bis 10° Hz mit 10
Frequenzen pro Dekade und alternierendem Strom mit einer Amplitude von
10 rms-mV gemessen.

Bei der Cyclovoltammetrie, oder auch Dreiecksspannungsmethode, wird ein
dreieckformiger Potential-Zeit-Verlauf an der Arbeitselektrode, hier an dem
beschichteten Platinsubstrat, vorgegeben und durch Registrierung des resul-
tierenden Strom-Potential-Diagramms charakterisiert. Diese Messmethode zeichnet
sich durch ausgezeichnete Reproduzierbarkeiten an Platin als Elektrodenmaterial aus
und hangt von der Reinheit des Elektrolyten, der Art des Elektrodenmaterials, der
Wahl der Umkehrpotentiale sowie der Geschwindigkeit der Potentialanderung ab.2!”
Der verwendete Potentialbereich sollte dabei immer zwischen den Zersetzungs-
potentialen des Losungsmittels liegen, hier der Wasserstoff- bzw. Sauerstoft-
entwicklung, an der Messelektrode.?’® Sind wihrend der cyclovoltammetrischen
Messung keine elektrochemisch reaktiven Stoffe in dem System vorhanden, so
konnen die gemessenen Strome dem Auf- und Abbau von Wasserstoff- und
Sauerstoffchemisorptionsschichten zugeordnet werden.

Fiir ein generelles Verstandnis werden im Folgenden zunéchst allgemeine Mecha-
nismen an Platinoberflichen wihrend der Cyclovoltammetrie erklart. In Abbildung
3.8 ist ein Cyclovoltammogramm einer blanken Platinoberfliche gezeigt, welches in
1 molarer Kaliumhydroxid-Losung mit einer Potentialinderung von 0.1 V-s!
aufgenommen wurde.

54



3.1 Nanoporose Platinbeschichtungen

Wasserstoff — Doppelschicht = Sauerstoffbereich
Y A A A

o,t
02
:
z 0
S 15 V RHE
o
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Pt-H-
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-04
-06L- «— Potential ¥ —»
Abbildung 3.8: Cyclovoltammogramm von Platin in 1 molarer KOH unter Verwendung

einer Potentialanderung von 0.1 V-s™' nach Hamann & Vielstich.?"

Mit einer positiven Potentialdnderung findet zwischen dem Potential von 0.45 V
und 0.55 V die Aufladung der elektrolytischen Doppelschicht statt (hellblau), woran
die Bildung einer Sauerstoffchemisorptionsschicht anschlief3t. Zunachst findet bis zu
einem Potential von 0.8 V die Anbindung von Hydroxid-Gruppen an der Platinober-
flache statt (gelb)

Pt+ OH™ - Pt—OH + e~
bevor anschlieffend bis zu einem Potential von 1.6 V eine Sauerstoffdeckschicht
ausgebildet wird (grau).

2Pt — OH - Pt — 0 + H,0
Ab 1.6 V beginnt die Entwicklung von elementarem Sauerstoff (orange).

Beim Potentialriicklauf folgt mit einer Uberspannung von mehreren 0.1V die
Reduktion der Sauerstoffbelegung in dem Potentialbereich von etwa 1.5 V bis 0.45 V
(violett). Nach einem schmalen Doppelschichtbereich (hellblau) folgt ab 0.35 V die
Bildung einer Wasserstoffdeckschicht (dunkelblau).

Pt+ H,0+ e~ - Pt—H + OH™

Bei etwa 0.1 V steigt der kathodische Strom stark an, es wird elementarer Wasser-
stoff entwickelt. Durch den anschlieenden Spannungshinlauf findet die Oxidation
des gebildeten Wasserstoffs sowie der atomaren Belegung auf der Platinoberflache
statt (grin).

Durch die in einem definierten Potentialbereich d¢ an der Elektrodenoberfliche
umgesetzten Ladungsmenge Q kann auf die differentielle Deckschichtkapazitit ¢4

geschlossen werden,
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dQ _jdt _jce)
dp do v
wobei v die Potentialinderung und j die Stromdichte ist. Bei niedrigen Potential-

Ct=C%e) =

anderungen (<0.5 V-s71) verhalten sich die Deckschichtstrome proportional zur
Potentialainderung. Mit diesen Zusammenhéngen ist es moglich, die fir den Auf-
bzw. Abbau der Oberflichenbelegung nétige integrale Ladungsmenge Qp durch
graphische Auswertungen des Cyclovoltammogramms zu bestimmen, wodurch
wiederum Riickschliisse auf die zugéngliche Oberfliche der aufgerauten Elektrode
gezogen werden konnen.?!”

Im Hinblick auf die Anwendung als biomedizinisches Elektrodenmaterial wurden
die cyclovoltammetrischen Messungen in isotonischer Natriumchlorid-Losung
durchgefiihrt. Entsprechend kann ein anwendungsbezogener Vergleich zwischen
blanken Platinoberflichen, welche heutzutage als Elektrodenmaterial eingesetzt
werden, und den unterschiedlichen nanopordsen Platinbeschichtungen gezogen
werden.?! Hierfiir wurde in Anlehnung an Boehler et al., welcher nanostrukturierte
Platinbeschichtungen fiir neuronale Elektroden hergestellt und charakterisiert hat,
die gesamte Fliche des Cyclovoltammogramms iiber Integration bestimmt.!0!

Cyclovoltammetrische Messungen wurden, wie auch die EIS, an einem
Versastat 4 von Princeton Applied Research in dem gleichen Drei-Elektroden-
Aufbau durchgefithrt. Auch hier diente die zu untersuchende Oberfldache als Arbeits-
elektrode, als Gegenelektrode wurde ein Platinnetz mit einer Grofle von
2.54 x 2.54 cm? und einer Maschendicke von 3 pm verwendet. Ein Silber/Silber-
chlorid System mit gesattigter Kaliumchlorid-Silberchlorid-Lésung wurde als
Referenzelektrode eingesetzt. Ehe die Messungen der CV gestartet wurden, erfolgte
analog zur EIS eine Messung des OCPs, bis dieses fiir 120 s konstant blieb. Die

cyclovoltammetrischen Messungen wurden im Potentialbereich zwischen —0.6 V bis

0.9V mit einer Geschwindigkeit der Potentialanderung von 0.1 V:s7! in einer
Natriumchlorid-Lésung (0.85%) durchgefithrt. Durch die Reduktion bzw. Oxidation
wihrend der ersten Zyklen jeder cyclovoltammetrischen Messung werden
adsorbierte Verunreinigungen entfernt, wodurch Blockierungen der aktiven Ober-
flichenzentren und resultierende  Storungen von  Elektrodenprozessen
ausgeschlossen werden konnen.?” Infolgedessen wurden bei jeder Messung
mindestens 10 Zyklen durchgefithrt und zur Auswertung ausschlieBlich Cyclo-
voltammogramme ausgewéhlt, welche konstante Signale aufwiesen.

3.1.6.3 Cytokompatibilitatsuntersuchungen

Zur Bestimmung der Cytokompatibilitdt der nanopordsen Platinbeschichtungen
wurden unterschiedliche Zellarten verwendet. Zunachst wurden Zellkultur-
untersuchungen mit NIH3T3-Fibroblasten aufgrund ihrer Robustheit durchgefiihrt.
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Zeigten die Probenoberflichen eine positive Fibroblasten-Kompatibilitat folgten
weiterfilhrende Untersuchungen mit den sensibleren Spiralganglienzellen, welche
die fir den Horprozess entscheidenden Zellen im Innenohr sind. Abschlieffend
wurde an ausgewihlten Proben das Uberleben und Differenzieren von mesen-
chymalen Stammzellen analysiert. Alle Zellkulturuntersuchungen wurden durch
Jennifer Harre aus der Arbeitsgruppe von Dr. Athanasia Warnecke an der Klinik fir
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde (Leitung Prof. Dr. Thomas Lenarz) der Medizinischen
Hochschule Hannover durchgefithrt und gemeinsam ausgewertet.

Fir die grundlegenden Zellkulturuntersuchungen der nanopordsen Platin-
beschichtungen wurden murine NIH3T3-Fibroblasten verwendet, welche das griin
fluoreszierende Protein (green fluorescent protein, GFP) exprimieren. Zunichst
wurden die NIH3T3-Fibroblasten unter Standardbedingungen bei 37 °C und 5% CO:
in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), angereichert mit 10% fetalem
Kéalberserum (FCS) und 1% Penicillin und Streptomycin, kultiviert. Verwendet
wurden die Zellpassagen drei bis acht. Pro Probe wurden die Fibroblasten mit einer
Zellendichte von 1.4-10 Zellen in einer 6-Well-Mikrotiterplatte eingesit, damit diese
fir 24 h an der Probenoberfliche adhirieren konnten. AnschlieBend wurden die
Proben in eine neue 6-Well-Mikrotiterplatte umgesetzt, um nur die auf der Proben-
oberfliche adhirierten Fibroblasten zu untersuchen. Mithilfe eines Auflicht-
mikroskops des Typs BX51 des Herstellers Olympus wurde taglich die
Zellmorphologie wie auch die Proliferation untersucht. Nach vier Tagen wurden die
Zellen mit einer Trypsin / Ethylendiamintetraessigsdure-Losung von der Proben-
oberfliche abgelost und die Anzahl der lebenden Zellen in einer Neubauer-
Zahlkammer unter Verwendung des  Trypan-Blau-Ausschlussverfahren
(Verdinnung 2:1) bestimmt.

Im Hinblick auf die Anwendung als Elektrodenmaterial des Cochlea-Implantats
im Innenohr wurden weiterfithrende Zellkulturuntersuchungen mit Spiralganglien-
zellen (SGZ) aus dem Innenohr von Ratten durchgefiihrt. Hierfiir wurden Cochleae
von neonatalen Sprague-Dawley Ratten (3-5 Tage alt) isoliert und mikroskopisch
nach der Enthauptung seziert. Die Prozedur der enzymatischen und mechanischen
Vereinzelung der Spiralganglia wird durch Wefstaedt et al. beschrieben.??0
Anschlieflend wurde die Anzahl der lebenden SGZ in einer Neubauerkammer unter
Verwendung des Trypan-Blau-Ausschlussverfahrens bestimmt. Die frisch isolierten
SGZ wurden auf der nanopordsen Platinoberflache mit einer Dichte von 4-10* Zellen
pro Probe in einer 12-Well-Mikrotiterplatte = ausgesit und unter
Standardbedingungen im serumfreien Zellmedium Panserin fiir 48 h kultiviert. Das
Panserin wurde vor der Verwendung mit 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES, 23.43 uM), Glukose (0.15%), Penicillin (30 U-mL™!), N»-

Zusatz (0.1 pL-mL™!), und Insulin (8.7 ug-mL™!) angereichert. Als Blindprobe wurden
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unbeschichtete Platinsubstrate verwendet, als Positivkontrolle dienten Zellkultur-
wells, welche mit fur SGZ als Standardkultivierung verwendeten 0.01 mg-mL~! poly-
D / L-Ornithin und 0.1 mg-mL™! Laminin beschichtet wurden. Die verwendete aus
Spiralganglienstrangen  isolierte = Zellsuspension,  besteht = sowohl aus
Spiralganglienneurone (SGN), als auch aus sogenannten Stiitzzellen. Diese bestehen
aus Fibroblasten und Gliazellen und werden fir die erfolgreiche Kultivierung der
SGN benoétigt. Um die SGN von den Stiitzzellen zu unterscheiden, wurden diese nach
der Kultivierung auf der Probenoberfliche mit dem Anti-Neurofilament-Antikorper
(200 kDa, monoclonal mouse, clone RT97) angefarbt, der ein spezifischer Marker fiir
Neurone ist. Hierfiir wurden die SGZ nach der Kultivierung von 48 h mit 4%
Paraformaldehyd-Losung fiir 10 Minuten fixiert, mit phosphatgepufferter Salzlosung
(phosphate buffered saline, PBS, 10 mM Phosphat, 140 mM Natriumchlorid, 2.68 mM
Kaliumchlorid, pH=7.45) gewaschen und mit 0.25% Triton X-100 in PBS
permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 0.1% Triton X-100 in PBS
(PBT) fur 5 min gewaschen und in einem Blockierungspuffer, bestehend aus 5% FCS
in PBT, fir 1 h inkubiert. Die Proben wurden wiederum dreimal fir 3 min mit PBT
gewaschen und mit dem priméren Antikdrper Anti-Neurofilament (1:500) bei 4 °C
tiber Nacht inkubiert. Fiir die Antikdrperverdiinnung wurde eine Losung bestehend
aus 2% FCS und 1% Rinderalbumin (bovine serum albumin, BSA) in PBT verwendet.
Nach einem weiteren dreifachen Waschschritt mit PBT fiir 5 min wurden die Zellen
fir 1 h bei Raumtemperatur mit dem sekundiren fluoreszenzkonjugierten Anti-
korper Alexa Fluor®488 (1:1000, goat-anti mouse) sowie mit 4,6-Diamin-2-
phenylindol (DAPI, 1:250) angefirbt. AbschlieSend wurden die Proben in PBS
gewaschen und fiir die Charakterisierung am Auflichtmikroskop des Typs BX51 des
Herstellers Olympus in PBS gelagert. Die Anzahl der SGN auf der Probenoberflache
wurden durch Zahlen der Neurofilament-positiven Spiralganglienneurone, welche
eine Neuritenldinge von mindestens drei Zellsoma-Durchmesser aufwiesen,
bestimmt. Die ethische Erklarung fiir die Isolierung der SGZ aus neonatalen Ratten
ist im Anhang aufgefiihrt (vgl. S. 207).

Weiterfithrende Untersuchungen zur Cytokompatibilitit wurden mit mesen-
chymalen Stammzellen aus dem Knochenmark (bone marrow-derived mesenchymal
stem cells, BMDMSC) an ausgewahlten Proben durchgefithrt. Sowohl auf
unbeschichteten als auch sp-NPPt beschichteten Substraten wurden
2000 BMDMSC-cm™ eingesit, indem 200 pL Zellsuspension auf die Probenmitte
aufgetropft wurden. Nach 15 min wurden die Proben bei 37 °C und 5% CO; fiir drei
Tage inkubiert. Hierfiir wurden pro Probe 800 pL einer mit 10% FCS, 25 mM HEPES
100 U-mL™! Penicillin, 100 mg-mL™! Streptomycin und 2 ng-mL™! des rekombinanten
menschlichen Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 (fibroblast growth factor 2, FGF2)
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angereichertem DMEM hinzugegeben. AnschlieBend wurde eine Lebend-Fluores-
zenzfarbung der adharenten BMDMSC durch Zugabe von 10 uM Carboxyfluorescein
Succinimidylester (CFSE) fir 15 min bei 37 °C durchgefithrt, um sowohl die
Zellproliferation als auch die Zellmorphologie der BMDMSC unter dem Auflicht-
mikroskop des Typs BX51 des Herstellers Olympus zu untersuchen. An Tag 7, 14
und 21 wurden die BMDMSC durch Zugabe von 4% PFA fixiert und in einer Dreifach-
bestimmung analysiert. Das Medium wurde wihrend der Zellkulturuntersuchungen
bei jeder Probe an Tag 3, 5, 10, 13 und 18 gewechselt.

3.1.6.4 Chemische Modifizierung

Zur Quantifizierung der chemischen Modifizierung der nanopordsen
Platinbeschichtung mit unterschiedlichen Thiolen wurden Kontaktwinkel-
messungen am Gerét der Firma OEG vom Typ Surftens Universal durchgefiihrt. Eine
Oberflaiche wird als benetzbar bezeichnet, wenn der Kontaktwinkel ® zwischen
Tropfen und Probenoberfliche in dem Bereich von 0° und 90° liegt. Es wird von
hydrophilen Oberflachen gesprochen, sobald der Kontaktwinkel fiir Wasser <20° ist.
Liegt der Kontaktwinkel oberhalb von 90° ist eine Oberflaiche hydrophob, iibersteigt
der Kontaktwinkel 120° wird von einer superhydrophoben Oberfliche
gesprochen.?21:222

Durch Aufbringen einer chemischen Modifizierung mit unterschiedlichen
funktionellen Gruppen, wie beispielsweise das Aufbringen von verschieden
funktionalisierten = Thiolen, &4ndert sich durch die unterschiedliche
Probenoberflichenladung die Wechselwirkung mit Wasser. Resultierend werden
unterschiedliche Kontaktwinkel zwischen Wassertropfen und Probenoberfliche
ausgebildet.

Fir den Nachweis einer erfolgreichen Modifizierung wurden pro Probe drei
Tropfen Reinstwasser aufgebracht, um den Kontaktwinkel zwischen Tropfen und
Probenoberfldche mittels der Software Surftens42 zu bestimmen. Die Proben wurden
direkt nach der Modifizierung vermessen und bis unmittelbar vor der Messung in
Ethanol gelagert. Einige Sekunden vor der Messung wurde die Probenoberfliche
mithilfe eines Stickstoffstroms getrocknet und der Wassertropfen sofort aufgebracht.

Als weitere quantitative Nachweismethode der Thiolmodifizierung der nano-
pordsen Platinbeschichtung wurde die Rontgenphotoelektronenspektroskopie
(X-ray photoelectron spectroscopy, XPS) verwendet. Die Messungen wurden von
Philipp Abendroth und Saskia Zailskas an einem XPS-Gerit des Herstellers Leybold
mit einer nicht monochromatischen Al Ky Rontgenquelle mit einer Energie von
1486.6 eV, einem Ausgangsstrom von 30 mA sowie einer Leistung von 210 W
durchgefiihrt. Zur Detektion der Photoelektronen dient ein Halbkugelanalysator mit
einem Radius von 100 mm. Mithilfe dieser Methode konnte die Schwefel S 2p
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Emissionsbande der Thiolgruppe qualitativ bestimmt werden. Da die Messgenauig-
keit jedoch fiir die geringen Thiolmengen auf den nanopordsen Platinbeschich-
tungen ihre Grenzen erreichte, wurde auf eine quantitative Auswertung verzichtet.

3.1.6.5 Rolipram-Freisetzung

Die freigesetzten Rolipram-Mengen wurden aufgrund der UV-Aktivitat des
Roliprams bei 280 nm an einem Photometer des Typs EON™ des Herstellers BioTek
gemessen. Hierfir wurde eine Doppelbestimmung mit jeweils 300 pL. des Frei-
setzungsiiberstands in einer 96-Well-Mikrotiterplatte durchgefiihrt. Die Mikrotiter-
platte wurde vor der Messung durch das Photometer auf 37 °C erhitzt und fiir 30 s
geschiittelt. Die absolute Rolipram-Menge wurde durch eine Kalibrierung im

Konzentrationsbereich von 0.94 pg-mL™! bis 30 pg-mL™! bestimmt.

3.1.6.6 Stabilitatsuntersuchungen nach Lagerung unter
Freisetzungsbedingungen

Im Hinblick auf die Anwendung als potenzielles Implantbeschichtungsmaterial
wurde die Stabilitit der nanopordsen Platinbeschichtungen auf moéglicherweise
freigesetzte Platinmengen untersucht. Es wurden durch die Massenspektrometrie
mit induktiv gekoppeltem Plasma (inductively coupled plasma mass spectrometry,
ICP-MS) samtliche Platinspezies, also elementares sowie ionisches Platin, in den
Freisetzungsiiberstinden durch Julia Bode aus dem Arbeitskreis Analytik
nachgewiesen. Es wurde an einem ICP-MS des Geriatetyps Xseries 2 von Thermo
Fisher Scientific Inc. mit Argon als Plasmagas und einer Generatorleistung von
1400 Watt gemessen. Da es sich bei der ICP-MS um eine sehr nachweisstarke
Methode handelt, bei welcher Platin im Ultraspurenbereich bis in den unteren
ng-kg 1-Bereich quantifiziert werden kann, wurden die Messungen unter Reinraum-
bedingungen durchgefiihrt.

Fiir die Platingehaltmessungen wurden Uberstande aus der Rolipram-Freisetzung
in PBS analysiert. Von den Freisetzungsiiberstanden konnten 0.5 mL fiir die ICP-MS
zur Verfiigung gestellt werden. Um eine Doppelbestimmung zu erméglichen, wurden
die Proben vor der Messung etwa 1:6 mit 2 gew.-% Salpetersdure-Losung verdiinnt.
Diese Losung wurde als Blindprobe mitgemessen, damit etwaige Verunreinigungen
mit Platin ausgeschlossen werden konnten. Der absolute Platingehalt wurde mittels
einer externen Kalibrierung gemafl DIN 38402 Teil 51 mit einer kommerziell
erhiltlichen Platin-Stammlosung ermittelt.

3.2 L1CAM-modifizierte Goldoberflachen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde L1CAM als Adhiasionsmolekiil auf Gold-
oberflichen aufgebracht. Im Folgenden wird zunichst kurz der theoretische
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Hintergrund erldutert, bevor die Praparation der LICAM-Beschichtung beschrieben
und anschlieflend die Analyseverfahren mit den verwendeten Parametern benannt
werden.

3.2.1 Anwendung als biomedizinisches Elektrodenmaterial

Eine weitere Modifizierungsmoglichkeit von neuronalen Elektroden ist das
Aufbringen von L1CAM auf der Elektrodenoberfliche. L1CAM gehort den
neuronalen Zelladhédsionsmolekiilen (CAMs) der Immunglobulin-Superfamilie an
und ist ein wichtiger Vermittler der Entwicklung des Nervensystems. Hierbei spielt
es bei der Bildung und dem Wachstum neuronaler Axone sowie bei der neuronalen
Zelladhasion eine entscheidende Rolle. Daher wird es in vielen Studien fir die
Beeinflussung des Nervenwachstums im menschlichen Korper, beispielsweise im
Gehirn, der Retina oder im Riickenmark, untersucht.?23-225 Durch die L1CAM-
Modifizierung auf biodegradierbaren Polymergeriisten von Cherry et al. im Jahr 2012
konnte ein verbessertes Neuritenwachstum nachgewiesen werden.??¢ Kolarcik et al.
konnte bei metallischen Mikroelektroden durch eine L1CAM-Beschichtung eine
Verringerung des neuronalen Zelltods und eine erhohte Neurofilamentbildung an
der Gewebe-Elektroden-Schnittstelle nachweisen.!

Basierend auf diesen Studien soll die Moglichkeit einer L1ICAM-Modifizierung des
Cochlea-Implantats untersucht werden.

3.2.2 Cysteamin-Modifizierung und L1ICAM-Immobilisierung

Zur L1ICAM-Modifizierung wurden goldbeschichtete Siliciumwafer verwendet, da
die L1CAM-Beschichtung ihre Anwendung nicht auf den Platinkontakten des
Cochlea-Implantats finden soll. Vielmehr sollen zusatzliche Ankniipfpunkte in der
Silikonmatrix geschaffen werden, um das implantatassoziierte Wirkstoftfrei-
setzungssystem aus den Elektrodenkontakten nicht zu behindern. Daher wurden
preisgiinstigere und besser modifizierbare Goldoberflaichen ausgewahlt, anstelle der
im Rahmen dieser Arbeit tiblicherweise verwendeten Platinsubstrate (vgl. Kapitel
2.2.3).

Das Protein LICAM setzt sich aus einer Sequenz an Aminosduren zusammen,
welche sowohl Amino- als auch Carbonsidure-Gruppen aufweisen. Fiir eine
Anbindung auf Goldoberflaichen werden aufgrund ihrer herausragenden Interaktion
vorzugsweise Molekiile mit Thiol-Gruppen verwendet. Daher wurde Cysteamin als
Ankermolekiill ausgewahlt, welches zum einen mit seiner Thiol-Gruppe Wechsel-
wirkungen mit der Goldoberfliche eingeht. Zum anderen kénnen zwischen der
Aminogruppe des Cysteamins und der Carbonsdure-Gruppe des L1CAMs
Wasserstoffbriickenbindungen und elektrostatische Wechselwirkungen, sowie
zwischen den Kohlenstoftketten des Cysteamins und L1CAMs hydrophobe Wechsel-
wirkungen ausgebildet werden (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der LICAM (blau) - Immobilisierung auf
Goldoberflachen durch die chemische Modifizierung mit Cysteamin

(grin).

3.2.3 Praparation von L1ICAM Modifizierungen auf Gold

Die Préaparation der L1CAM-Beschichtungen ist ein zweistufiges Verfahren,
welches aus der chemischen Modifizierung der Goldoberflaiche und der Anbindung
des LICAMs besteht. Im Vorfeld wurde das Goldsubstrat gereinigt.

3.2.3.1 Substratreinigung

Goldbeschichtete Siliciumwafer mit einer Grofle von 10 x 10 mm? wurden mit
Aceton abgespiilt und fiir 15 min in Aceton stehend in einer Teflonhalterung geriihrt.
Die Substrate wurden mit Aceton und Isopropanol gespiilt und im Stickstoffstrom
getrocknet. Anschlieend wurden die Goldsubstrate fiir 25 min mit Piranhasaure,
welche zu 70% aus konzentrierter HoSO4 und 30% aus H202 (35%) bestand, zur
oxidativen Entfernung von Oberflichenverunreinigungen behandelt. Darauffolgend
wurden die Substrate fiir 5 min in Reinstwasser gelagert. Zur Sterilisation wurden
die Goldsubstrate mit Isopropanol abgespiilt und unter der Sterilbank zur Entfernung
der Isopropanolreste fiir 3 s in ethanolische Triethylamin-Losung getaucht. Es folgte
die unverziigliche Behandlung mit Cysteamin, um eine optimale chemische
Modifizierung der gereinigten Goldoberflache zu erreichen.

3.2.3.2 Chemische Modifizierung mit Cysteamin

Zur Oberflichenmodifizierung der Goldoberfliche wurde eine ethanolische
0.005 mol-L! Cysteamin-Losung durch eine 10-miniitige Behandlung im Ultraschall-
bad hergestellt. Um eine optimale Modifizierung mit einer selbstorganisierenden
Monoschicht (self-assembled monolayer, SAM) des Cysteamins zu erhalten, wurden
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3 mL-L™! Triethylamin hinzugegeben und die Losung nochmals zur Verbesserung der
Durchmischung fiir 2 min im Ultraschallbad behandelt. Die Modifizierung erfolgte
in luftdicht verschlossenen Glasgefaflen durch Einlagerung der gereinigten
Goldsubstrate in 3 mL der Cysteamin-Losung fiir 48 h bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurden die modifizierten Goldsubstrate zur Entfernung iiber-
schiissigen Cysteamins in ethanolischer Triethylamin-Losung fiir 1 min im Ultra-
schallbad gereinigt und mit Ethanol abgespiilt. Die Immobilisierung von L1CAM
wurde umgehend nach der Modifizierung mit Cysteamin durchgefiihrt.

3.2.3.3 Immobilisierung von LICAM

Im Anschluss an die Oberflichenmodifizierung mit Cysteamin wurden die
beschichteten Goldsubstrate fiir einige Sekunden mit steriler 0.01 mol-L™! phosphat-
gepufferter Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) abgespiilt, um restliches
Ethanol von der Probenoberfliche zu entfernen. Die L1CAM-Immobilisierung
erfolgte in einer sterilen PBS/L1CAM-Losung fiir 24h bei 3°C. Es wurden
unterschiedliche Konzentrationen im Bereich von 1-100 pg-mL™! eingesetzt. Um das
verwendete Volumen der L1ICAM-L6sung moglichst gering zu halten, wurden die
Substrate in der in Abbildung 3.10 dargestellten eigens konstruierten Teflon-
halterung eingespannt.

Abbildung 3.10:  Fotografische Aufnahme der eigens konstruierten Teflonhalterung zur
Beschichtung von Goldsubstraten mit LICAM.

Die Offnung der Teflonhalterung entsprach den Maflen einer 96-Wellplatte,
weshalb zur LICAM-Immobilisierung ein Volumen von nur 200 pL bendtigt wurde.
Ein weiterer Vorteil lag in der definierten Grenze zwischen dem Bereich der LICAM-
Beschichtung und dem nur modifizierten Teil der Goldoberfliche. Zur Uberfithrung
zu den jeweiligen Charakterisierungsmethoden wurden die Proben mit PBS
gewaschen und bei 0 °C in PBS so kurz wie moglich gelagert.

3.2.4 Charakterisierungsmethoden
Im Folgendem werden die zur Analyse der L1CAM-immobilisierten Gold-
oberflichen verwendeten Charakterisierungsmethoden erlautert und die Aufbauten
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sowie die gewdhlten Messparameter aufgefithrt. Zur Beurteilung der L1CAM-
Verteilung auf der Goldoberfliche wurde mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiertes
L1CAM auf Goldsubstrate aufgebracht und unter einem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Zur Unterscheidung der absoluten und der immunologisch aktiven
L1CAM-Menge wurde im Rahmen der Masterarbeit von Dennis Miuller??’ ein
antikorperbasiertes Nachweisverfahren (enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) angewendet. Eine Kombination aus Cyclovoltammetrie und ELISA sollte
zunéchst fiir eine vollstandige LICAM-Entfernung von der Goldoberfliche und an-
schlieffend als Nachweis der immunologisch aktiven L1ICAM-Menge dienen. Zur
Uberpriifung der erfolgreichen L1CAM-Entfernung durch die Oxidation des
Cysteamins wurden Kontaktwinkelmessungen sowie eine kolorimetrische Analyse
der Aminogruppen durchgefiihrt.

3.2.4.1 Verteilung und Flachenbedeckung

Um die L1CAM-Molekiile fluoreszenzmikroskopisch nachweisen zu konnen
wurden diese durch Carsten Zeilinger vom Institut fir Biophysik mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Cy3® nach der Methode von Walter et al. markiert.?® Bei der
durchgefithrten Reaktion reagierte, wie in Abbildung 3.11 gezeigt, eine
Aminogruppe des L1ICAMs mit der Estergruppe des Cyanin 3 NHS Esters Cy3°®.
Unter Bildung einer Amidbindung konnte so der fluoreszierende Farbstoff an das
L1CAM kovalent angebunden werden. Als reaktive Abgangsgruppe entstand als
Nebenprodukt N-Hydroxysuccinimid (NHS).
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NHS

Abbildung 3.11:  Reaktion des LICAMs mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cyanin 3 NHS Ester
(Cy3®), bei welcher unter Bildung einer Amidgruppe zwischen der
Aminogruppe des L1CAMs und der Estergruppe des Cy3® ein N-
Hydroxysuccinimid (NHS) als reaktive Abgangsgruppe vom Cy3®
abgespalten wird.

Hierfiir wurde das von Sino Biological Inc. bezogene L1CAM mit einer Protein-
konzentration von 1 mg-mL™! verwendet. Ungebundenes Cy3® wurde durch Gel-
Permeations-Chromatographie entfernt. Es resultierte ein Cy3® / Protein-Verhéltnis
von 11.5, durchschnittlich wurden folglich 11.5 Farbstoffmolekiile an ein Protein
gebunden.

Nach der Immobilisierung des farbstoffmarkierten L1ICAM auf der modifizierten
Goldoberfliche wurden die Proben mit PBS abgespiilt und mit ProLong® gold
antifade Reagenz zwischen zwei Glasobjekttragern konserviert. Die Proben wurden
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mithilfe eines Auflichtmikroskops des Typs BX51 des Herstellers Olympus bei 4- und
40-facher Vergrofierung untersucht, wobei Belichtung und Kontrast automatisch
von der Gerétesoftware eingestellt wurden. Um fiir die Auswertung aussagekriftige
Ergebnisse zu erhalten, wurden jeweils zwei Proben mit identischen Parametern
hergestellt und von jeder Probe jeweils drei Aufnahmen angefertigt. Fiir die Analyse
wurden die Software cellSense von Olympus (Tokio, Japan) und Image] 1.50i des
National Institutes of Health (Bethesda, USA) verwendet.

3.2.4.2 Bestimmung der immunologisch aktiven L1ICAM Menge

Zur Quantifizierung der immobilisierten immunologisch aktiven LICAM-Menge
wurde ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren (enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) von antibodies-online GmbH (Aachen, Deutschland) direkt auf der mit
L1CAM beschichteten Goldoberflache durchgefiihrt (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12:  Schematische Durchfiihrung der LICAM-Quantifizierung via ELISA. An
das auf der Goldoberflache immobilisierte LICAM (griin) bindet im
ersten Reaktionsschritt selektiv ein Biotin-konjugierter Antikorper
(violett). Im zweiten Reaktionsschritt wird ein Avidin-konjugierte
Antikorper (orange) mit dem gebundenem Reporterenzym HRP (blau)
selektiv angebunden, an welchem im dritten Reaktionsschritt TMB (grau)
enzymatisch unter Erzeugung eines Farbumschlags umgesetzt wird.

Die mit LICAM modifizierten Goldsubstrate wurden in Teflonhalterungen (vgl.
S. 63) eingespannt und 100 uL. des Detektionsreagenz A, welches einen Biotin-
konjugierten L1CAM-spezifischen Antikorper enthélt, in die Offnung der Teflonzelle
gegeben und fiir 1 h bei 37 °C gelagert. Nach dem dreimaligen Waschen mit 350 pL
TBS (tris-buffered saline) fir 1 bis 2 min wurde der Waschpuffer vollstindig entfernt
und anschlielend 100 pL des Detektionsreagenz B, welches einen Avidin-konju-
gierten Antikorper mit gebundener Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase,
HRP) enthilt, fir 30 min bei 37 °C auf der Probenoberfliache inkubiert. Anschlieflend
wurden die Proben fiinf weitere Male mit TBS gewaschen. Zur Erzeugung des
Farbumschlags wurden zu jeder Probe 90 puL Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat-
16sung hinzugegeben und fiir 15 min bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Die
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Enzym-Substrat-Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pL einer 1 mol-L™! Schwefel-
sdure beendet. Die Farbveranderung des Uberstandes wurde an einem Photometer
des Typs EON™ des Herstellers BioTek bei einer Wellenldnge von 450 nm detektiert.

Zur weiteren Quantifizierung der immobilisierten immunologisch aktiven
L1CAM-Menge sollte diese durch Ablosen von der Goldoberfliche nachgewiesen
werden. Da durch Cyclovoltammetrie bereits Thiole von Goldoberflaichen entfernt
werden konnten?%®, wurde eine Kombination aus Cyclovoltammetrie (CV) und ELISA
angewendet. Zunichst wurde Cysteamin, welches als Verbindermolekiil zwischen
der Goldoberflaiche und dem L1CAM fungiert, mittels CV an einem Versastat 4 von
Princeton Applied Research durch Oxidations- oder Reduktionsprozesse von der
Goldoberfliche gelost. In dem verwendeten Drei-Elektroden-Aufbau diente das
beschichtete Goldsubstrat als Arbeitselektrode, ein Platinnetz mit einer Grofie von
2.54x2.54 cm? und einer Maschendicke von 3 pm wurde als Gegenelektrode
eingesetzt. Die Referenzelektrode bestand aus einem Silber/Silberchlorid System mit
gesittigter Kaliumchlorid-Silberchlorid-Losung. Um keine Anderung des System-
widerstands zu erzeugen und folglich vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden
bei jeder Messung die Abstinde zwischen den Elektroden in einer eigens
konstruierten Messzelle (vgl. S. 43) gleich gehalten. Da die Immobilisierung mit
L1CAM bereits in PBS durchgefiihrt wurde und auch die immunologische Aktivitat
von L1CAM in PBS erhalten bleibt, wurde als Elektrolyt PBS eingesetzt. Vor Beginn
der CV wurde das Leerlaufpotential (open circuit potential, OCP) gemessen. Sobald
dieses fiir 120 s konstante Werte aufwies und sich somit ein Gleichgewicht in der
Messzelle eingestellt hatte, wurde die CV zur oxidativen Entfernung in einem
Potentialbereich von 0 V bis 1.2 V mit einer Geschwindigkeit der Potentialainderung
von 0.001 V-s7! gestartet. Die Entfernung der Thiolgruppe durch Reduktionsprozesse
wurde in dem Potentialbereich von 0 V bis —1.2 V durchgefiihrt.

Im Anschluss an die elektrochemische L1CAM-Entfernung durch die CV wurden
die Elektrolyten hinsichtlich ihrer enthaltenden L1CAM-Konzentrationen mithilfe
eines Sandwich-ELISAs von antibodies-online GmbH (Aachen, Deutschland)
untersucht (siehe Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13:  Schematische Durchfilhrung der L1CAM-Quantifizierung via des
Sandwich-ELISA.  Mit dem bereits auf der Mikrotiterplatte
immobilisierten primaren Antikorper (rot) reagiert L1ICAM (griin)
spezifisch im ersten Reaktionsschritt, woraufhin im zweiten
Reaktionsschritt selektiv ein Biotin-konjugierter Antikorper (violett) an
das LICAM gebunden wird. Im dritten Reaktionsschritt wird wiederum
ein Avidin-konjugierte Antikorper (orange) mit dem gebundenem
Reporterenzym HRP (blau) angelagert, an welchem im vierten
Reaktionsschritt TMB (grau) enzymatisch unter Erzeugung eines
Farbumschlags umgesetzt wird.

Zuniachst wurden jeweils 100 pL der zu untersuchenden Elektrolyten aus der CV,
sowie acht Losungen verschiedener L1CAM-Konzentrationen zwischen 0 und
1000 pg-mL~! zur Anfertigung einer Kalibrierung fiir 2 h bei 37 °C in einer schon mit
primiaren Antikorper ausgestatteten 96-Well-Mikrotiterplatte inkubiert. Nach
Entfernen der Probenlésungen wurden, ohne einen Waschschritt durchzufiihren,
100 pL. des Detektionsreagenz A, welches einen Biotin-konjugierten L1CAM-
spezifischen Antikorper enthalt, hinzugefiigt und fiir 1 h bei 37 °C gelagert. Nach dem
dreimaligen Waschen mit 350 uL TBS fiir 1 bis 2 min wurde der Waschpuffer
vollstindig entfernt und anschliefend 100 pL des Detektionsreagenz B, welche
Avidin-konjugierte Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) enthalt, fiir
30 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde die Platte fiinf weitere Male mit TBS
gewaschen. Zur Erzeugung des Farbumschlags wurden zu jeder Well 90 pL. TMB-
Substratlosung hinzugegeben und fiir 15 min bei 37 °C unter Lichtausschluss
inkubiert. Die Enzym-Substrat-Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pL einer
1 mol-L™! Schwefelsaure beendet. Die Farbverdnderung wurde an einem Photometer
des Typs EON™ des Herstellers BioTek bei einer Wellenldnge von 450 nm detektiert.

Um das Abloseverhalten des Cysteamins von der Goldoberfliche durch die
Cyclovoltammetrie genauer beurteilen zu konnen, wurden Kontaktwinkel-
messungen durchgefiihrt. Hierfiir wurden die mit Cysteamin beschichteten Gold-
oberflachen wiederum cyclovoltammetrisch behandelt und anschlieflend unter dem
Kontaktwinkelmessgerat der Firma OEG vom Typ Surftens Universal mit
Reinstwasser als Messmedium untersucht. Als Vergleichsproben wurden sowohl
blanke als auch mit Cysteamin beschichtete Goldoberflaichen analysiert. Um die
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Herstellungsparameter der Proben moéglichst vergleichbar zu halten, wurden die
unbehandelten Goldsubstrate parallel zur Modifizierung der Cysteamin-
beschichteten Proben in reinem Ethanol gelagert.

Zur weiteren Beurteilung des Abloseverhaltens des Cysteamins durch Cyclo-
voltammetrie diente ein kolorimetrischer Nachweis von Aminogruppen nach Cook
et al??®, welcher direkt auf der Goldoberfliche durchgefithrt werden konnte.
Zunachst wurden zur Herstellung einer Stammlésung 22.4 mg Sulfosuccinimidyl-4-
0-(4,4-dimethoxytrityl)butyrat (sulfo-SDTB) und 1 mL Dimethylformamid (DMF) in
4mL eines 0.05mol-L™! Natriumhydrogencarbonat-Puffers gegeben. Durch
Verdiinnung der Stammldsung mit 35% Perchlorsdure wurde eine Kalibrierung mit
acht unterschiedlichen Konzentrationen zwischen 0.33 nmol mL™! und 41 nmol mL™!
angefertigt. Um die Ablosung des Cysteamins zu analysieren, wurden sowohl
cyclovoltammetrisch behandelte wie auch unbehandelte Cysteamin-modifizierte
Goldsubstrate untersucht. Diese wurden fiir 10 min in 2 mL der oben beschrieben
sulfo-SDTB-Stammlosung gelegt, wodurch, wie in Abbildung 3.14 gezeigt, jede freie
Aminogruppe mit einem sulfo-SDTB-Molekill reagierte und N-Hydroxysulfo-
succinimid-Natriumsalz (sulfo-NHS) abgespalten wurde.

OCH3 OCHg
Cysteamin modifizierte
Goldoberflache

N
@—c—o + NHz/\/S‘\ — Qc—o + oﬂ
\—>> _\/ < SO,Na

0 o Au NH™S sulfo-NHS
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Abbildung 3.14:  Reaktion der Cysteamin-modifizierten Goldoberflache mit sulfo-SDTB
wihrend der kolorimetrischen Analyse von Aminogruppen.

Zur Entfernung der nicht angebundenen sulfo-SDTB-Molekiille wurden die
Proben mit 1 mL Reinstwasser gespiilt und fiir weitere 10 min in 10 mL Reinstwasser
gelagert. Durch Inkubieren der Proben in 2 mL 35% Perchlorsaure fiir 10 min wurden
die an den Aminogruppen gebundenen 4,4'-Dimethoxytrityl-Kationen abgespalten,
welche eine konzentrationsabhidngige Farbverdnderung hervorriefen (Abbildung
3.15).

69



3 Materialien und Methoden

OCHj, OCHjs

QC_O ﬂ. Qc* + HO
INH-S-

o} O
OCHs OCH; &
4,4'Dimethoxytrityl-Kation

Abbildung 3.15:  Abspaltung des an der Goldoberflache angebundenen 4,4-Dimethoxy-
trityl-Kationen durch Zugabe von Perchlorsaure wahrend der
kolorimetrischen Analyse von Aminogruppen.

Die Farbveranderung der Probeniiberstinde wurde an einem Photometer des
Typs EON™ des Herstellers BioTek bei einer Wellenlinge von 498 nm detektiert
und die Konzentrationen der auf der Goldoberfliche angebundenen Aminogruppen
mit Hilfe der Kalibrierung bestimmt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden zum einen die Ergebnisse der elektrochemisch
abgeschiedenen nanopordsen Platinbeschichtungen und zum anderen der
Immobilisierung von LICAM auf Gold vorgestellt und diskutiert.

Dabei werden zunichst die Oberflichen und Schichtdicken der nanopordsen
Platinbeschichtung mit kleinen Porendurchmessern (small pore nanoporous
platinum, sp-NPPt) sowie mit grofleren Porendurchmessern (large pore nanoporous
platinum, 1p-NPPt) charakterisiert und der Einfluss des Porensystems auf die
elektrischen Eigenschaften untersucht. Im weiteren Verlauf werden im Hinblick auf
die Anwendung als neuronales Elektrodenmaterial Cytokompatibilitatsunter-
suchungen der sp-NPPt und Ip-NPPt ausgewertet. Fiir das sp-NPPt wird auflerdem
die chemische Modifizierung mit unterschiedlichsten Thiolen analysiert, sowie die
Charakterisierung der Freisetzungsiiberstinde aus Rolipram-Freisetzungsversuchen
vorgestellt. Zusétzlich werden die Einfliisse der Freisetzung auf das sp-NPPt durch
weitere Oberflaichenuntersuchungen und elektrische Charakterisierungen bestimmt.

Im zweiten Abschnitt wird die Immobilisierung von L1CAM auf Goldoberflaichen
charakterisiert, indem zunichst die Verteilung und die Flichenbedeckung des
Proteins bestimmt wird. AnschlieBend wird die immobilisierte immunologisch
aktive LICAM-Menge durch ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren direkt auf
der Goldoberflache, als auch durch Ablosen via Cyclovoltammetrie und Analyse der
Uberstinde bestimmt. Um das Abloseverhalten des L1CAMs genauer zu
charakterisieren, =~ werden  abschliefend Kontaktwinkelmessungen sowie
kolorimetrische Analysen von Aminogruppen auf den Goldoberflachen dargestellt.

4.1 Nanoporose Platinbeschichtungen

Fiir die Herstellung nanoporéser Platinbeschichtungen wurden im Rahmen dieser
Arbeit elektrochemische Abscheidungsverfahren unter Verwendung unter-
schiedlicher Template entwickelt. Zunachst wurden die Beschichtungen auf kauflich
erworbenen, mit Gold beschichteten Siliciumwafern durchgefiihrt. Im Laufe dieser
Arbeit wurden die Goldsubstrate durch die vom IMPT hergestellten Platinsubstrate
ersetzt, da somit ein ndherer Bezug zur Beschichtung der Platinkontakte des

Cochlea-Implantats geschaffen werden konnte.
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4.1.1 Nanoporose Platinbeschichtung mit kleinen Porendurchmessern

Zur elektrochemischen Herstellung nanopordser Platinbeschichtungen mit
kleinen Porendurchmessern von 10 nm (small pore nanoporous platinum, sp-NPPt)
wurde mit Pluronic® F127 ein Mizellenbildner als Templat in der Elektrolytlésung
eingesetzt. Durch die anschlieBende Templatentfernung wurden pordse
Beschichtungen erzeugt. Diese werden im Folgenden genauer erldutert und
diskutiert.

4.1.1.1 Oberflachen- und Schichtdickencharakterisierung

Zunichst wurden Goldsubstrate mit der in Abschnitt 3.1.2.1 erlduterten
Standardmethode unter Anlegen von 2000 Abscheidungszyklen beschichtet. Der
Vergleich der fotografischen Aufnahmen eines unbeschichteten Goldsubstrats und
eines mit sp-NPPt beschichteten Goldsubstrats ist in Abbildung 4.1 zu sehen.

Beschichtungsbereich

Abbildung 4.1: Fotografische Aufnahme eines unbeschichteten Goldsubstrats (a) und
eines mit sp-NPPt beschichtetes Goldsubstrats (b) unter Verwendung
der Elektrolysezelle 1.

Durch die elektrochemische Platinabscheidung konnte eine homogene schwarz-
graue Beschichtung erzeugt werden (Abbildung 4.1). An der oberen rechten Ecke der
Probe l6ste sich wihrend des Beschichtungsprozess ein Teil der Goldbeschichtung
ab. Da der Grofiteil der Beschichtung eine gute mechanische Stabilitdt aufwies,
wurde dieses Substrat zur weiteren Charakterisierung der Beschichtung im
Rasterelektronenmikroskop (REM) untersucht (Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf Gold unter
Verwendung der Standardsynthesebedingungen in Elektrolysezelle 1.

Auf der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 4.2a ist eine homogene Beschichtung
erkennbar. Diese weist statistisch verteilte Risse mit einer Breite zwischen 20 und
85 nm und einer Lange von 60 nm bis 400 nm (Abbildung 4.2b, c) auf. In Abbildung
4.2d ist keine dichte Schicht, sondern vielmehr eine porése Beschichtung mit
Porendurchmessern von kleiner 7 nm zu sehen.

Im Hinblick auf die Anwendung als Beschichtungsmaterial fiir neuronale
Elektrodenkontakte, welche heutzutage aus Platin bestehen, wurden die
Goldsubstrate durch Platin-beschichtete Siliciumwafer ersetzt und die gewonnenen
Erkenntnisse bezliglich der Synthesebedingungen zur Beschichtung der Platin-
substrate angewendet. In Abbildung 4.3 ist der Vergleich eines unbeschichteten
Platinsubstrats mit der durch elektrochemische Platinabscheidung erzeugten
Beschichtung dargestellt.

—

Abbildung 4.3: Fotografische Aufnahme eines unbeschichteten Platinsubstrats (a) und
eines mit sp-NPPt beschichteten Platinsubstrats (b) unter Verwendung
der Elektrolysezelle 1.

Auch auf dem Platinsubstrat konnte, analog zu den Goldsubstraten, eine
homogene schwarz-graue Beschichtung erzeugt werden. Die Beschichtungen
werden anhand der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen, welche in
Abbildung 4.4 gezeigt sind, genauer beurteilt.
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Abbildung 4.4: REM-Aufnahme einer sp-NPPt-Beschichtung auf Platin unter
Verwendung der Standardsynthesebedingungen in Elektrolysezelle 1.

Bei hoherer Vergroflerung wird sichtbar, dass sich die Oberflaichenstruktur der
homogenen Platinbeschichtung auf Platin von der auf Gold abgeschiedenen
Platinbeschichtung (vgl. Abbildung 4.2) unterscheidet. Die hier gezeigte Oberflache
ist dichter, die einzelnen Bereiche mit unterschiedlichen Kontrasten lassen auf eine
deutlich rauere Oberfliche schliefen. Weitere Vergroflerungen zeigen gut
erkennbare Poren mit Durchmessern von etwa 10nm, welche wiederum
unsystematisch verteilt vorliegen und im Vergleich zu der Beschichtung auf Gold
grofler sind. Die vorhandenen Risse weisen eine Breite zwischen 20 und 30 nm und
eine Lange von 90 nm bis 250 nm auf und sind damit im Vergleich zu den Rissen der
Beschichtung auf dem Goldsubstrat deutlich kleiner.

Zur  Schichtdickenbestimmung eines mit 1000 Zyklen beschichteten
Platinsubstrats wurden Hohenprofile am Konfokalmikroskop angefertigt. In
Abbildung 4.5 ist eine fotografische Aufnahme (a) der vermessenen Probe sowie die
drei konfokalmikroskopischen Bilder (b, ¢, d) mit Markierung an den jeweiligen
gemessen Bereichen dargestellt.
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250 nm

Abbildung 4.5: Konfokalmikroskopische Aufnahmen zur Schichtdickenbestimmung
einer sp-NPPt-Beschichtung auf Platin, die unter Verwendung der
Standardsynthesebedingungen mit 1000 Abscheidungszyklen in
Elektrolysezelle 1 hergestellt wurden.

Auf den konfokalmikroskopischen Aufnahmen sind in allen drei Messbereichen
scharfe Kanten erkennbar, an denen die Schichtdicke vermessen werden konnte. An
der unteren Kante der sp-NPPt-Beschichtung (Abbildung 4.5b), die an den Tesafilm®
zum Abdecken des Kupferdrahtkontakts grenzte, wurde die geringste Schichtdicke
mit 120 nm gemessen. An der Kante des extra fiir die konfokalmikroskopische
Messung abgeklebten Bereichs der sp-NPPt-Beschichtung (Abbildung 4.5¢) ist die
Schicht mit 400 nm mehr als doppelt so dick. Mittig auf der Probenoberfliche konnte
ein unbeschichteter kreisformiger Bereich gefunden werden (Abbildung 4.5d),
welcher vermutlich durch eine an der Substratoberfliche anhaftende Luftblase
wiahrend der elektrochemischen Abscheidung entstanden ist. An dieser zuféllig
entstandenen Kante wurde erginzend die Schichtdicke bestimmt. Diese liegt mit
250 nm genau zwischen den Schichtdicken der beiden anderen Beschichtungskanten.
Daher entsprechen die gemessenen Schichtdicken an kiinstlich erzeugten Kanten,
wie durch Abkleben mit Tesafilm®, vermutlich nicht den tatsichlichen Schichtdicken
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der Beschichtung. Moglicherweise beeinflusst der Tesafilm® bei der elektro-
chemischen Abscheidung die Benetzbarkeit der Substratoberfliche, wodurch an der
oberen Kante eine deutlich dickere Beschichtung gebildet wurde. Da sich die untere
Kante wiahrend der elektrochemischen Abscheidung an der Grenzflache zwischen
Elektrolytoberfliche und Luft befindet, sollte dort aufgrund der beeinflussten
Benetzung mit Elektrolyselosung keine Schichtdicke bestimmt werden. Alle drei
analog hergestellten sp-NPPt-Beschichtungen zeigten dhnliche Schichtdicken, daher
lasst sich trotzdem anhand konfokalmikroskopischer Messungen eine Abschéatzung
der Schichtdicke im Bereich zwischen 100 und 400 nm vornehmen. Die Héhenprofile
dieser konfokalmikroskopischen Messungen sind im Anhang in Abbildung 7.3 auf
S. 210 aufgefiihrt.

Riickschliisse auf die Porositiat der sp-NPPt-Beschichtungen koénnen durch die
Bestimmung der spezifischen Oberfliache gezogen werden. Hierfiir wurden Krypton-
Physisorptionsmessungen an sp-NPPt-Beschichtungen mit 1000 sowie 2000
Abscheidungszyklen durchgefiihrt. Die Adsorptions- und Desorptionskurven dieser
Messungen sind in Abbildung 4.6 dar-gestellt.
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Abbildung 4.6: Krypton-Physisorptionsmessungen an sp-NPPt-Beschichtungen auf
Platin, die unter Verwendung der Standardsynthesebedingungen mit
1000 (hellgrin) und 2000 (dunkelgriin) Abscheidungszyklen in
Elektrolysezelle 1 hergestellt wurden.

An der mit 2000 Abscheidungszyklen hergestellten sp-NPPt-Beschichtung wurde
deutlich mehr Krypton adsorbiert als an der mit 1000 Zyklen abgeschiedenen sp-
NPPt-Beschichtung. Der direkte Vergleich der spezifischen Oberflichen und der
Porenvolumina ist in Abbildung 4.7 gezeigt.
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Abbildung 4.7:  Vergleich der spezifischen Oberflachen und Porenvolumina von sp-

NPPt-Beschichtungen auf Platin, die unter Verwendung der
Standardsynthesebedingungen mit 1000 und 2000 Abscheidungszyklen
in Elektrolysezelle 1 hergestellt wurden.

Die spezifische Oberfliche wurde durch die sp-NPPt-Beschichtung unter
Verwendung von 1000 Abscheidungszyklen auf 120 cm?-cm™ erhoht, mit 2000 Ab-
scheidungszyklen wurde eine spezifische Oberfliche von 430 cm?-cm™ erreicht.
Somit wurde die spezifische Oberflache durch Verdopplung der Zyklenzahl mehr als
verdreifacht. Auch das erzielte Porenvolumen wurde von 9 nL-cm™2 fiir 1000 Ab-
scheidungszyklen auf 19nL-cm™ fiur 2000 Abscheidungszyklen verdoppelt.
Vergleichsmessungen an unbeschichteten Platinsubstraten lieferten keine auswert-
baren Ergebnisse. Folglich wurde die spezifische Oberflache der unbeschichteten
Platinsubstrate auf 1 cm?-cm™ festgelegt. Die erhohte spezifische Oberfliche kann
daher auf die sp-NPPt-Beschichtung zuriickgefithrt werden.

Zur Reduzierung der Vorbereitungszeit und Optimierung der Prozessfihigkeit
wurde im Rahmen dieser Arbeit die in Abbildung 4.8 dargestellte Elektrolysezelle
konstruiert (EZ 2; vgl. Abschnitt 3.1.1, S. 41).
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Abbildung 4.8: Fotografischer und schematischer Aufbau der zweiten Elektrolyse- bzw.
Messzelle (EZ 2).
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Der Aufbau erlaubt ein direktes Einspannen der Platinsubstrate ohne das
vorherige Aufbringen eines Drahtes zur Kontaktierung der Arbeitselektrode. So
kann eine optimale Benetzbarkeit der Substrate mit dem Elektrolyten durch eine
deutlich kiirzere Lagerung der Substrate an Luft erreicht werden, da der Trocknungs-
schritt des Leitlackes entfallt. Durch den passgenauen Deckel werden immer
gleichbleibende Abstinde zwischen der Arbeits-, Gegen- und Referenzelektrode
sichergestellt. Dies ermdglicht einen definierten Systemwiderstand, wodurch eine
direkte Vergleichbarkeit zwischen der Proben sowohl bei der elektrochemischen
Abscheidung als auch bei den elektrochemischen Messmethoden erméglicht wird.

Die Weiterentwicklung der Elektrolysezelle fiithrte aufgrund des Aufbaus zu einer
runden Beschichtung mit einem Durchmesser von 9.5 mm (Abbildung 4.9).

D [‘
Abbildung 4.9: Fotografische Aufnahme eines unbeschichteten Platinsubstrats (a) und
eines mit sp-NPPt beschichteten Platinsubstrats (b), das unter

Verwendung der Standardsynthesebedingungen in Elektrolysezelle 2
hergestellt wurde.
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Es bildete sich eine schwarz-graue Beschichtung mit einer guten makros-
kopischen Homogenitait und Haftung auf dem Platinsubstrat. Die raster-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 4.10 zeigen eine nanoporose
Beschichtung mit Porendurchmessern von etwa 10 nm, welche somit die gleiche
Porengrofle wie die sp-NPPt-Beschichtungen aus EZ 1 (vgl. Abbildung 4.4, S. 74) auf-
weisen.

: B S e

Abbildung 4.10:  REM-Aufnahme einer sp-NPPt-Beschichtung, das unter Verwendung
der Standardsynthesebedingungen mit 1000 Abscheidungszyklen in
Elektrolysezelle 2 hergestellt wurden.

AP TR RN

Im Vergleich zur sp-NPPt-Beschichtung aus EZ 1 erscheint die Oberfliche der
Beschichtung aus EZ 2 aufgrund der geringen Kontrastunterschiede weniger rau.
Auch fillt direkt auf, dass deutlich weniger Risse ausgebildet wurden und diese hier
eher wie aneinander gereihte Poren wirken. Dies ist sehr gut in dem markierten
Bereich in Abbildung 4.10b zu erkennen, in dem etwa 8-10 verkniipfte Poren
vorliegen, wodurch sich ein Kanal mit einer Linge von 80 nm und einer dem
Porendurchmesser entsprechenden Breite von 10 nm ausgebildet hat. Anhand der
Querschnittsaufnahme (Abbildung 4.10c) kann die durch den roten Balken markierte
Schichtdicke unter Verwendung von 1000 Abscheidungszyklen bestimmt werden,
diese liegt bei etwa 310 nm. Das erkennbare Hohenprofil in der REM-Aufnahme zeigt
in dem aufgenommenen Bereich mit einer Breite von 1.5 pm eine gleichmaflige
Schichtdicke, welche sich um maximal 10 nm unterscheidet. Dies entspricht einer
Abweichung von 3%. Da dieser Ausschnitt nur einen geringen Bereich der Probe
reprasentiert, kann bei dieser Messmethode nicht von einer global giiltigen Aussage
ausgegangen werden. Fir die Querschnittsaufnahme wurde die Probe mittig
zerbrochen, um Randeffekte zu vermeiden. Es ist in der Querschnittsaufnahme in
Abbildung 4.10c deutlich erkennbar, dass die Beschichtung tiber die gesamte Dicke
durchgehend nanoporés ist. Auch konnen in den Querschnittsaufnahmen keine
Risse ausgemacht werden, welches die Annahme der verkniipften Poren bestatigt.
Unter Verwendung von 2000 Potentialpulsen wiahrend der elektrochemischen
Platinabscheidung ergibt sich, wie in Abbildung 4.11 zu sehen, eine &hnliche
Oberflachenstruktur.
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Abbildung 4.11:  REM-Aufn htung auf Platin, das unter
Verwendung der Standardsynthesebedingungen mit 2000 Abscheidungs-
zyklen in Elektrolysezelle 2 hergestellt.

Schon in der Ubersichtsaufnahme (Abbildung 4.11a) ist eine pordse Beschichtung
erkennbar. Durch die Verdopplung der Abscheidungszyklen scheinen sich im
Vergleich zu den bereits vorgestellten Beschichtungen (auf Gold: vgl. Abbildung 4.2,
S.73; EZ 1: vgl. Abbildung 4.4, S. 74) mehr Risse ausgebildet zu haben. Diese Risse
weisen eine maximale Lange von etwa 230 nm und eine Breite von 50 nm auf. Die
Porendurchmesser liegen wie schon bei den anderen sp-NPPt-Beschichtungen bei
etwa 10 nm. Auf der Querschnittsaufnahme in Abbildung 4.11c kann entgegen der
Aufsichtsaufnahme keine Rissbildung innerhalb der Beschichtung festgestellt
werden. Somit handelt es sich entweder um oberflachliche Risse, oder die Aufnahme
wurde entlang eines Risses aufgenommen. Auflerdem kann es sich wiederum um die
schon in Abbildung 4.10 besser erkennbaren Verkniipfungen von mehreren Poren
handeln. Durch die Verdopplung der Abscheidungszyklen auf 2000 Potentialpulse
wurde eine Beschichtung mit einer Dicke von 500 nm erhalten, welche wiederum
iiber die gesamte aufgenommenen Breite um maximal 20 nm variiert. Dies entspricht
einer Abweichung von 4%.

Krypton-Physisorptionsmessungen an in EZ2 hergestellten sp-NPPt-
Beschichtungen zeigten deutliche Unterschiede in der spezifischen Oberfliche im
Vergleich zu in EZ 1 hergestellten sp-NPPt-Beschichtungen. (Abbildung 4.12, vgl.
S. 76f).
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Abbildung 4.12:  Krypton-Physisorptionsmessungen an sp-NPPt-Beschichtungen auf
Platin, die unter Verwendung der Standardsynthesebedingungen mit
1000 (hellgriin) und 2000 (dunkelgriin) Abscheidungszyklen in
Elektrolysezelle 2 hergestellt wurden.

Wie erwartet weist auch hier die sp-NPPt-Beschichtung, welche mit 2000 Zyklen
abgeschieden wurde, eine deutlich hohere spezifische Oberflache auf. Jedoch wurde
die spezifische Oberfliche durch Verdopplung der Abscheidungszyklen von
30 cm?-cm™2 auf 190 cm?cm™ mehr als versechsfacht. Unter Verwendung der EZ 1
wurde durch Verdopplung der Abscheidungszyklen die spezifische Oberflache
ungefihr verdreifacht (vgl. Abbildung 4.7, S. 77). Der Vergleich der absoluten Werte
zeigt, dass die sp-NPPt-Beschichtung aus EZ 1 mit 120 cm?cm™ (1000) und
430 cm?-cm™2 (2000) generell eine deutlich hohere spezifische Oberfliche aufweist.

Vermutlich werden durch den verdnderten Versuchsaufbau variierende Strom-
dichten an den Substraten erzeugt, weshalb in EZ 2 weniger sp-NPPt auf dem
Platinsubstrat abgeschieden wurde. Dies bestitigt sich in den Schichtdicken-
messungen. In EZ 1 wurden Schichtdicken von bis zu 400 nm bestimmt (vgl
Abbildung 4.5, S.75), in EZ2 wurde ein Schichtdicke von ungefahr 300 nm
gemessen.

Kurzzusammenfassung: Oberfldchen- und Schichtdickencharakterisierung von sp-NPPt
Zunichst wurde auf einem mit Kupferdraht kontaktierten goldbeschichteten
Siliciumwafer eine homogene sp-NPPt-Beschichtung elektrochemisch abgeschieden.
Diese wies verteilte Risse sowie zufallig verteilte Poren auf.
Durch den Transfer des Beschichtungsprozesses auf platinbeschichtete
Siliciumwafer konnten homogene, vermutlich etwas rauere und dichtere sp-NPPt-
Beschichtungen erzeugt werden. Diese Beschichtungen wiesen kleinere Risse auf.
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Die Schichtdickenbestimmung iiber Konfokalmikroskopie zeigte, dass die
Schichtdicke stark variiert. Diese deutlichen Schichtdickenunterschiede miissen
nicht zwangslaufig durch den generellen Beschichtungsprozess hervorgerufen
werden. Vielmehr konnen sie auf die Erzeugung der fiir die Konfokalmikroskopie
notigen Beschichtungskanten zuriickgefiihrt werden. Somit eignet sich dieses
Messverfahren ausschliellich fiir eine erste grobe Abschatzung der sp-NPPt-
Schichtdicken. Durch Krypton-Physisorptionsmessungen konnten die durch die sp-
NPPt-Beschichtungen hervorgerufenen Vergroflerung der spezifischen Oberfliche
und Porenvolumen bestimmt werden. Hier konnte ein Zusammenhang zwischen der
Erhohung der Abscheidungszyklen und der daraus resultierenden Erhéhungen der
spezifischen Oberfliche und des Porenvolumens gefunden werden.

Die Optimierung der Elektrolysezelle fithrte zu einer verbesserten Homogenitat
sowie einer minimierten Rissbildung der sp-NPPt-Beschichtungen. Durch raster-
elektronenmikroskopische Querschnittsaufnahmen wurden die Schichtdicken dieser
sp-NPPt-Beschichtungen bestimmt.

4.1.1.2 Bestimmung der elektrischen Eigenschaften

Durch  impedanzspektroskopische = Messungen sollten die  sp-NPPt-
Beschichtungen auf ihre Eignung als Elektrodenmaterial grundlegend gepriift
werden. Wie in Kapitel 3.1.6.2 (vgl. S. 49ff) bereits erlautert, stellen die zu charak-
terisierenden Proben aus einer nanopordsen Platinbeschichtung mit einem
ungeordneten Porensystem und insgesamt drei Grenzschichten ein iiberaus
komplexes System dar. Daher war eine Auswertung anhand der Nyquist-Auftragung
(vgl. S. 208) sowie die Erstellung eines Ersatzschaltbildes nicht sinnvoll.

Infolgedessen wird der Betrag der Impedanz in Abhéngigkeit der Frequenz
betrachtet und die Spektren untereinander vergleichend diskutiert. Fiir den direkten
Vergleich wurden alle Betrage der Impedanzen auf die Flache normiert.

Die frequenzabhingigen Betrige der Impedanz der sp-NPPt-beschichteten
Goldsubstrate im Vergleich zu unbeschichteten Goldoberflichen sind in Abbildung
4.13 dargestellt.
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Abbildung 4.13:  Impedanzspektroskopische Messung eines unbeschichteten Gold-
substrats (grau) und eines sp-NPPt-beschichteten Goldsubstrats (griin),
das unter Verwendung der Standardsynthesebedingungen in
Elektrolysezelle 1 hergestellt wurde.

Im hochfrequenten Bereich weisen beide Oberflichen die gleiche Impedanz von
etwa 0.13 Q-mm~2 auf, was dem Elektrolytwiderstand Rg entspricht. Durch die sp-
NPPt-Beschichtung wurde der Betrag der Impedanz im niederfrequenten Bereich ab
einer Frequenz von ungefiahr 200 Hz verringert. Ab dieser Frequenz steigt der
Wechselstromwiderstand der blanken Goldoberfliche stark an, wahrend die
Impedanz der sp-NPPt-Beschichtung weiterhin einen Wert von 0.13 Q-mm™
aufweist. Bei der kleinsten gemessenen Frequenz von 0.1 Hz wurde die Impedanz
schlussendlich im Vergleich zu der blanken Goldoberfliche um etwa zwei
Groflenordnungen von 66.4 Q-mm~2 auf 0.4 Q-mm2 herabgesetzt. Die Beschichtung
von Platinsubstraten mit einer analogen sp-NPPt-Beschichtung zeigten
vergleichbare Ergebnisse, dargestellt in Abbildung 4.14.
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Abbildung 4.14:  Impedanzspektroskopische Messung eines unbeschichteten Platin-
substrats (schwarz) und eines sp-NPPt-beschichteten Platinsubstrats
(griin), das unter Verwendung der Standardsynthesebedingungen in
Elektrolysezelle 1 hergestellt wurden.

Obwohl Gold und Platin dhnlich gute elektrische Eigenschaften besitzen, weisen
die Wechselstromwiderstinde der beiden Edelmetalle in der Form, in der sie hier
verwendet werden, leichte Unterschiede auf. So steigt die Impedanz der blanken
Platinoberflache bereits ab einer Frequenz von 800 Hz deutlich an und betragt bei
0.1 Hz 213.5 Q-mm2. Durch Beschichten mit sp-NPPt konnte die Impedanz bei
0.1 Hz wiederum auf 0.3 Q-mm™2 minimiert werden, was in etwa der Impedanz der
sp-NPPt-Beschichtung auf Gold entspricht. Da die in Abbildung 4.13 und Abbildung
4.14 gezeigten Messungen in der gleichen Zelle und somit mit gleichem Aufbau
durchgefithrt wurden, weist der hier aufgenommene Elektrolytwiderstand Rg bei
hohen Frequenzen den gleichen Wert von etwa 0.13 Q-mm™2 auf.

Im Verlauf dieser Arbeit wurde die Messzelle ersetzt (EZ 2, vgl. S. 43), wodurch
sich der Messaufbau beztiglich der Elektrodenabstande énderte. Folglich weisen die
in Abbildung 4.15 gezeigten Impedanzspektren einen anderen und mit ungefahr
2.5 Q-mm~2 deutlich hoheren Elektrolytwiderstand R im Vergleich zu den in EZ 1
gemessenen Oberflichen auf. Auch ist der Wechselstromwiderstand der blanken
Platinoberflache bei 0.1 Hz mit 630 Q-mm™2 fast dreimal so hoch wie in EZ 1. Somit
konnen die absoluten Impedanzen der Proben, welche in unterschiedlichen
Messzellen vermessen wurden, nicht direkt miteinander verglichen werden. Sie
werden nur mit Bezug auf die in der entsprechenden Messzelle untersuchte
unbeschichtete Platinoberflache diskutiert.
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Abbildung 4.15:  Impedanzspektroskopische Messungen eines unbeschichteten Platin-
substrats (schwarz) und sp-NPPt-beschichteten Platinsubstraten, die
unter Verwendung der Standardsynthesebedingungen mit 1000 (blau),
2000 (griin) und 4000 (rot) Abscheidungszyklen in Elektrolysezelle 2
hergestellt wurden.

Der Vergleich der Impedanzen im niederfrequenten Bereich zeigt einen
deutlichen Einfluss zwischen Impedanz und verwendeter Anzahl der
Abscheidungszyklen. So weist die Beschichtung, welche mit 1000 Zyklen hergestellt
wurde, bei 0.1 Hz eine Impedanz von 8.6 Q:mm™2 auf. Durch Verdopplung der
Abscheidungszyklen konnte der Wechselstromwiderstand auf 4.2 Q-mm™2 halbiert
werden. Eine weitere Verdopplung auf 4000 Zyklen fithrte wiederum zu einer

Verringerung der Impedanz auf 2.3 Q:mm™. Im Vergleich zu der blanken
Platinoberfliche fiihrten alle sp-NPPt-Beschichtungen zu einer Verringerung der
Impedanz um zwei Gréf3enordnungen im niederfrequenten Bereich. Im Hinblick auf
die Herstellung dickerer Platinbeschichtungen unter Verwendung hdoheren
Zyklenzahlen (vgl. S. 79) und der damit grofieren spezifischen Oberflache (vgl. S. 81)
kann die Verringerung der Impedanz im niederfrequenten Bereich mit der erh6hten
spezifischen Oberfliche erklart werden.?® Jedoch ist eine Verbesserung der
Impedanz durch sp-NPPt-Beschichtungen nur bei niedrigen Frequenzen zu erwarten.
Der Elektrolytwiderstand Rg, welcher fiir die Impedanz bei hoheren Frequenzen ent-
scheidend ist, lasst sich nicht durch Oberflichenbeschaffenheiten der Elektrode,
sondern ausschlieBBlich durch den Gesamtaufbau des Systems, wie Elektrolyt und
Elektrodenabstande, beeinflussen.

Durch cyclovoltammetrische Messungen sollen die integralen Ladungsmengen
der unbeschichteten Platinoberflichen mit denen der sp-NPPt-Beschichtungen
verglichen werden (Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16:  Cyclovoltammetrische Untersuchung von einem unbeschichteten
Platinsubstrat (schwarz) und sp-NPPt-beschichteten Platinsubstraten,
die unter Verwendung der Standardsynthesebedingungen mit 1000
(blau), 2000 (grin) wund 4000 (rot) Abscheidungszyklen in
Elektrolysezelle 2 hergestellt wurden.

Da in einem wassrigen System mit einer Silber/Silberchlorid-Referenzelektrode
die Sauerstoffentwicklung bei 0.9V und die Wasserstoffentwicklung bei —0.6 V
einsetzt, wurde die cyclovoltammetrische Messung im Spannungsbereich zwischen
den Zersetzungspotenialen durchgefiihrt. Die in der Literatur!?»?!7 und im Rahmen
dieser Arbeit verwendete Geschwindigkeit der Potentialinderung von 0.1 V-s!
fihrte zu Cyclovoltagrammen, in denen die ublichen Oxidations- sowie
Reduktionsreaktionen nicht klar erkennbar sind (vgl. S.55). Trotzdem konnen
anhand des Integrals der Cyclovoltagramme deutliche Unterschiede zwischen der
unbeschichteten Platinoberfliche und den sp-NPPt-Beschichtungen festgestellt
werden. Die blanke Platinoberfliche weist mit 1.4-107* VA bereits eine deutlich
kleinere Ladungsmenge als die sp-NPPt-Beschichtung auf, welche mit 1000 Zyklen
elektrochemisch abgeschieden wurde (27.3-107* VA). Durch die Verdopplung der
Zyklenzahl ergibt sich eine weitere Erhohung der Ladungsmenge um 21% auf
33.1:107* VA. Unter Anlegen von 4000 Abscheidungszyklen erfolgte eine weitere
Erhohung der integralen Ladungsmenge um 24% auf 41.1-10~* VA. Dieser Effekt kann
wiederum mit Erhéhung der spezifischen Oberfliche erklart werden, da durch eine
fir Reduktions- und Oxidationsreaktionen groflere zugangliche Flache eine hohere
Ladungsmenge iibertragen werden kann.

Die sp-NPPt-Beschichtung ermoglicht folglich den Transfer deutlich groflerer
Ladungsmengen iiber die Elektrodenschnittstelle zur Stimulation von Neuronen
unter elektrochemisch sicheren Bedingungen. Somit wird eine Effizienzerhohung der
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4.1 Nanopordse Platinbeschichtungen

Elektroden durch die Vergroflerung ihrer elektrochemisch aktiven Oberfliche
erzeugt.101,170

Kurzzusammenfassung: Bestimmung der elektrischen Eigenschaften von sp-NPPt

Impedanzspektroskopische Messungen zeigten durch sp-NPPt-Beschichtungen
eine starke Verringerung der Impedanz im niederfrequenten Bereich im Vergleich
zu blanken Gold- oder Platinoberflichen um zwei Gréflenordnungen. Durch den
Vergleich von sp-NPPt-Beschichtungen mit 1000, 2000 und 4000 elektrochemischen
Abscheidungszyklen, konnte ein Zusammenhang zwischen dem niederfrequenten
Wechselwiderstand und der sp-NPPt-Schichtdicke festgestellt werden. Durch die
Verdopplung der Abscheidungszyklen ergab sich bei einer Frequenz von 0.1 Hz
jeweils in etwa eine Halbierung des Betrags der Impedanz.

Die durch cyclovoltammetrische Messungen bestimmte Ladungsmenge wurde
auflerdem durch sp-NPPt-Beschichtungen stark erhoht. Fiir blanke Platinoberflaichen
ergab sich eine Ladungsmenge von 1.4-107* VA, welche durch eine sp-NPPt-
Beschichtung (1000 Abscheidungszyklen) auf 27.3-107* VA erhoht wurde. Die
Verdopplung auf 2000 Abscheidungszyklen fithrte zu einer weiteren Erh6hung auf
33.1:107* VA, durch Anlegen von 4000 Abscheidungszyklen ergab sich eine Ladungs-
menge 41.1-107* VA. Diese Erhohung kann durch die vergroflerte spezifische
Oberflache der sp-NPPt-Beschichtung erklart werden.

4.1.1.3 Cytokompatibilitatsuntersuchungen

Fir die Anwendung als biomedizinisches Beschichtungsmaterial fiir neuronale
Elektroden spielt die Bestimmung der Cytokompatibilitit der sp-NPPt-
Beschichtungen eine entscheidende Rolle. Alle Zellkulturuntersuchungen wurden
durch Jennifer Harre aus der Arbeitsgruppe von Dr. Athanasia Warnecke an der
Klinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde (Leitung Prof. Dr. Thomas Lenarz) der
Medizinischen Hochschule Hannover durchgefithrt und gemeinsam ausgewertet.
Begonnen wurden die Cytokompatibilitdtsuntersuchungen zunéchst mit murinen
NIH3T3-Fibroblasten, welche das grin fluoreszierende Protein (green fluorescent
protein, GFP) exprimieren. Anschliefend wurde die Zelliberlebensrate der aus dem
Innenohr stammenden Spiralganglienzellen auf sp-NPPt-Beschichtungen
untersucht, um die Eignung des Beschichtungsmaterials speziell fiir das Cochlea-
Implantat zu evaluieren. Da die Elektrodenkontakte des Cochlea-Implantats
heutzutage aus dichtem Platin bestehen und diese als sehr gut biokompatibel gelten,
wurden als Kontrolle unbeschichtete Platinsubstrate verwendet.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Zellkulturuntersuchungen mit
NIH3T3-Fibroblasten auf sp-NPPt sowie unbeschichtetem Platin sind in Abbildung
4.17 dargestellt.
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unbeschichtetes Pt sp-NPPt-Beschichtung unbeschichtetes Pt sp-NPPt-Beschichtung
; B - C RN

Tag 1

Tag 4

vollstandige Substrate zerbrochene Substrate

Abbildung 4.17:  Fluoreszenzmikroskopische = Aufnahmen von  Fibroblasten  auf
unbeschichtetem Platin (erste und dritte Spalte) und sp-NPPt (zweite
und vierte Spalte) nach einem Tag (a-d), zwei Tagen (e-h), drei Tagen (i-
) und vier Tagen (m-p) nach der Fibroblasten-Einsaat. Die
elektrochemische ~ Abscheidung  der  sp-NPPt  erfolgte in
Elektrolysezelle 1. Um Einfliisse des zur Elektrodenpréaparation
verwendeten Silberleitlacks auszuschliefien, wurden sowohl vollstandige
Substrate (erste und zweite Spalte), auf denen der Silberleitlack entfernt
wurde, wie auch zerbrochene Substrate (dritte und vierte Spalte)
untersucht.

Einen Tag nach Fibroblasten-Einsaat sind sowohl auf den unbeschichteten
Platinsubstraten, als auch auf den sp-NPPt-Beschichtungen griin fluoreszierende
Zellen erkennbar (Abbildung 4.17a-d). Auf allen Proben sind sowohl ausgebreitete
als auch kugelformige Zellen zu sehen. Bei diesen Zellkulturuntersuchungen wird
zusétzlich zwischen vollstandigen und zerbrochenen Substraten unterschieden. Bei
den vollstandigen Substraten wurde der Bereich, auf welchem der Kupferdraht mit
Silberleitlack befestigt wurde, mit Aceton, Isopropanol und Wasser gereinigt und
somit der Silberleitlack entfernt. Bei den zerbrochenen Substraten wurde dieser Teil
durch Anritzen mit einem Diamantstift und anschlieSendem Zerbrechen entlang der
Grenze zur sp-NPPt-Beschichtung entfernt. Zwischen den vollstindigen und
zerbrochenen Proben ist kein Unterschied auszumachen. Im Verlauf der
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4.1 Nanopordse Platinbeschichtungen

Fibroblastenuntersuchungen kann auf allen Oberflichen eine einheitliche Zell-
proliferation festgestellt werden. Am vierten Tag hat sich auf den unbeschichteten
Platinoberflichen und auf den sp-NPPt-Beschichtungen ein durchgehender Rasen
aus Fibroblasten ausgebildet. Alle Zellen weisen eine typische Zellmorphologie auf
und es sind keine kugelférmigen Zellen erkennbar, was fiir eine sehr gute
Fibroblasten-Kompatibilitdt spricht. Visuell konnen keine Unterschiede mehr
zwischen den unterschiedlichen Proben ausgemacht werden. Aus diesem Grund
wurden die Fibroblasten am vierten Tag der Zellkulturuntersuchung ausgezéhlt. Die
genauen Zellzahlen sind in Abbildung 4.18 dargestellt.
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Abbildung 4.18:  Absolute Zellzahlen der nach vier Tagen angewachsenen Fibroblasten
auf den vollstindigen bzw. den zerbrochenen Substraten des
unbeschichteten Platins und der sp-NPPt-Beschichtung.

Anhand der absoluten Zellzahlen der nach vier Tagen angewachsenen
Fibroblasten sind im Gegensatz zu den visuell beurteilten fluoreszenz-
mikroskopischen Bildern leichte Unterschiede erkennbar. Bei den vollstindigen
Substraten liegt die Zellzahl auf der sp-NPPt-Beschichtung unter Beriicksichtigung
der Standardabweichungen leicht unter der Zellzahl des unbeschichteten Platins. Bei
den zerbrochenen Substraten hingegen weichen die Zellzahlen auf dem
unbeschichteten Platin und der sp-NPPt-Beschichtung nicht voneinander ab. Da
auch die Zellzahlen der Kontrollproben sowohl auf dem vollstindigen als auch auf
dem zerbrochenen Substrat die gleichen Werte aufweisen, kann die etwas
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4 Ergebnisse und Diskussion

schlechtere Fibroblasten-Proliferation auf der sp-NPPt-Beschichtung der
vollstindigen Proben moglicherweise auf Riickstdnde der Kontaktierung des Kupfer-
drahts zuriickgefithrt werden. Durch Anderung des Aufbaus der Elektrolysezelle
kann die Kontaktierung des Substrats mit dem Kupferdraht umgangen werden,
weshalb die weiterfithrenden Zellkulturuntersuchungen mit den sensitiveren Spiral-
ganglienzellen direkt auf den in der Elektrolysezelle 2 hergestellten sp-NPPt-
Beschichtungen durchgefithrt wurden. Die Spiralganglienzellen wurden 48 Stunden
nach Einsaat fixiert und angefarbt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind
in Abbildung 4.19 dargestellt.

Glas unbeschichtetes Pt sp-NPPt-Beschichtung

+ DAPI

Abbildung 4.19:  Fluoreszenzmikroskopische = Aufnahmen der immunfluoreszenz-
gefarbten  Spiralganglienzellkultur  auf mit  Ornithin / Laminin
beschichteten Glas (a,d), unbeschichtetem Platin (b,e) und sp-NPPt (c,f)
nach 48 Stunden nach der Spiralganglienzellen-Einsaat. In a-c sind
Spiralganglienneurone mit eingefarbten Neurofilamenten (griin)
erkennbar, in d-f sind zusitzlich die mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) fluoreszenzgefarbten Zellkerne (blau) zu sehen.

Durch Anfirben des Neurofilaments der Spiralganglienneurone (SGN) mit Anti-
Neurofilament (ANF) kann die Zellmorphologie und das Neuritenwachstum
aufgrund der griinen Fluoreszenz beurteilt werden (Abbildung 4.19a-c). Auf allen
Proben sind SGN mit Neuriten erkennbar. Jedoch haben sich in dem aufgenommenen
Bereich auf dem mit Ornithin/Laminin beschichteten Glas mehr Neuriten
ausgebildet als auf den Platinoberflichen. Sowohl die Neuritenanzahl als auch die
Neuritenldnge ist in den Aufnahmen deutlich groflier. Der Vergleich zwischen den
fluoreszenzmikroskopischen Bildern der unbeschichteten Platinoberfliche und der
sp-NPPt-Beschichtung zeigt keine deutlichen Unterschiede. Die Zellkerne der Zellen
konnen durch Anfarben mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in Abbildung 4.19d-
f visualisiert werden. Durch den Isolierungsprozess der Spiralganglienzellen (SGZ)
sind in der verwendeten Zellsuspension zusitzlich zu den SGZ sogenannte
Stiitzzellen vorhanden. Daher sind die in blau erkennbaren Zellkerne neben den
SGN, auch den Gliazellen oder Fibroblasten zuzuordnen; diese kénnen anhand der
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4.1 Nanopordse Platinbeschichtungen

DAPI-Farbung nicht unterschieden werden. Mit ANF sind allerdings nur SGN
anfarbbar. Zur quantitativen Auswertung wurden die SGN ausgezahlt, da die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen nur einen kleinen Bereich der
Probenoberflichen zeigen. Die genauen Zellzahlen sind in Abbildung 4.20
dargestellt.
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Abbildung 4.20:  Absolute  Zellzahlen der nach 48 Stunden  angewachsenen
Spiralganglienneuronen auf Glas (Ornithin / Laminin beschichtet, ideale
Bedingungen), dem unbeschichteten Platinsubstrat und der sp-NPPt-
Beschichtung.

Die absoluten Zellzahlen bestatigen den schon anhand der fluoreszenzmikros-
kopischen Aufnahmen gewonnenen Eindruck, dass auf der mit Ornithin / Laminin
beschichteten Glasoberfliche, welche ideale Uberlebensbedingungen fiir Zellen
aufweist, deutlich mehr SGN angewachsen sind. Auf den Platinoberflichen sind im
Vergleich zu der Glaskontrolle nur ein Drittel der SGN vorhanden. Entscheidend ist
jedoch der Vergleich der Zelliberlebensrate zwischen der aktuell in Implantaten
verwendeten unbeschichteten Platinoberfliche und den sp-NPPt-Beschichtungen.
Da sich diese nicht voneinander unterscheiden, kann die sp-NPPt-Beschichtung als
gut cytokompatibel eingestuft werden.

Weitere sensitive Cytokompatibilititsuntersuchungen auf den sp-NPPt-
Beschichtungen wurden mit mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark
(bone marrow-derived mesenchymal stem cells, BMDMSC) durchgefiihrt.

Die Lebend-Fluoreszenzfarbung der adhdrenten BMDMSC durch Zugabe von
Carboxyfluorescein Succinimidylester (CFSE) zur Beurteilung der Zellproliferation
und Zellmorphologie war nicht erfolgreich. Nur drei Tage nach Zelleinsaat konnten
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4 Ergebnisse und Diskussion

auswertbare Bilder auf der unbeschichteten Platinoberfliche sowie der sp-NPPt-
Beschichtung aufgenommen werden. Diese sind in Abbildung 4.21 dargestellt.

unbeschichtetes Platin sp-NPPt-Beschichtung

Abbildung 4.21:  Fluoreszenzmikroskopische ~Aufnahmen der lebend angefarbten
adharenten BMDMSC durch CSFE auf unbeschichtetem Platin und der
sp-NPPt-Beschichtung.

Sowohl auf unbeschichtetem Platin als auch auf den sp-NPPt-Beschichtungen ist
ein dichter Zellrasen aus den griin fluoreszierenden BMDMSC erkennbar. Alle Zellen
weisen eine typische Morphologie auf, es sind keine kugelférmigen Zellen mehr
vorhanden. Infolgedessen kann von einem erfolgreichen BMDMSC-Wachstum auf
den Oberflachen ausgegangen werden, bei dem kein Zellsterben zu beobachten ist.
Anhand der fluoreszenzmikroskopischen Bilder konnen keine Unterschiede
beziiglich der Zellmorphologie oder Zellproliferation auf unbeschichtetem Platin
und der sp-NPPt-Beschichtung festgestellt werden, weshalb quantitative Analysen
durch Auszédhlen der adhérierten Zellen durchgefithrt wurden und im Folgenden
erldutert werden.

Zu spéateren Zeitpunkten konnte die Zelldichte der BMDMSC aufgrund der nicht
erfolgreichen Lebend-Fluoreszenzfarbung visuell nicht bestimmt werden. Auch eine
Aussage iiber die Zellmorphologie war somit nicht méglich.

Die prozentuale Proliferation der BMDMSC am 7., 14. und 21. Tag ist in Abbildung
4.22 zu sehen.
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Abbildung 4.22:  Zellproliferation der BMDMSC auf Well-Plastik, unbeschichteten
Platinsubstraten und der sp-NPPt-Beschichtung an Tag 7, 14 und 21.

Fiir eine tibersichtlichere Auswertung der Zellproliferation wurde die maximale
Zellzahl der BMDMSC auf Well-Plastik am 21. Tag auf 100% festgelegt. An allen
Tagen kann eine deutlich geringere Zellzahl auf der sp-NPPt-Beschichtung im
Vergleich zum Well-Plastik und auch dem unbeschichteten Platin festgestellt
werden. Am 7. Tag der Zellkulturuntersuchung weisen die BMDMSC auf Well-
Plastik und auf der unbeschichteten Platinoberflache die gleiche Zellanzahl mit etwa
50% auf. Auf der sp-NPPt-Beschichtung konnte hingegen nur etwa ein Drittel der
Zellen nachgewiesen werden. Die BMDMSC-Proliferation vom 7. bis zum 14. Tag auf
Well-Plastik betragt etwa 27%, auf der unbeschichteten Platinoberflache erhohte sich
die Zellzahl nur um 10%. Auf der sp-NPPt-Beschichtung hingegen vergrof3erte sich
die Zellzahl um 16%, was einer Verdopplung der absoluten Zellzahl auf der sp-NPPt-
Beschichtung entspricht. Die BMDMSC-Proliferation vom 14. bis zum 21. Tag liegt
auf Well-Plastik bei 25% und auf dem unbeschichteten Platin bei etwa 28%. Auch auf
der sp-NPPt-Beschichtung erhohte sich die Zellproliferation um 28%, wobei sich
auch innerhalb der dritten Woche auf dieser Beschichtung die absolute Zellzahl
verdoppelte. Diese Beobachtungen konnen mit einer anfinglich verminderten
Zellanhaftung auf der nanoporésen Beschichtung erklart werden. Moglicherweise
werden aus dem Medium absorbierende, adhésionsfordernde Komponenten
zunéchst aus dem Porensystem aufgenommen, bevor auch die duflere Oberfliache
vollstindig mit solchen Komponenten bedeckt ist. Nach einer erfolgreichen
BMDMSC-Anhaftung zeigen die Zellen eine sehr gute Zellproliferation, welche im
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Vergleich zum Well-Plastik und der unbeschichteten Platinoberfliche deutlich
hohere absolute Zellzahlen aufweist. Infolgedessen deuten auch diese
Zellkulturuntersuchungen auf eine gute Cytokompatibilitit der sp-NPPt-
Beschichtung hin.

Fiur weitere Beurteilungen der Cytokompatibilitit der sp-NPPt-Beschichtung
sollten in vitro Untersuchungen durchgefithrt werden, bei welchen an die sp-NPPt-
Beschichtung elektrische Impulse, analog zu denen im Cochlea-Implantat
verwendeten, angelegt werden sollten.

Kurzzusammenfassung: Cytokompatibilititsuntersuchungen von sp-NPPt

Die grundlegenden Cytokompatibilititsuntersuchungen mit murinen NIH3T3-
Fibroblasten wiesen sowohl auf unbeschichteten Platinoberflachen als auch auf sp-
NPPt-Beschichtungen eine gute Zellproliferation und Zellmorphologie auf. Die
absoluten Zellzahlen zeigen ein verbessertes Zellwachstum auf den Proben, welche
nicht mit Silberleitlack und Kupferdraht in Kontakt gekommen sind. Die gute
Fibroblasten-Anhaftung und -proliferation bewies eine gute Cytokompatibilitat der
sp-NPPt-Beschichtung.

Anschlieflende innenohrspezifischere Zellkulturuntersuchungen mit
Spiralganglienzellen zeigten auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen auf
allen Probenoberflachen ein gutes Neuritenwachstum. Der Vergleich zwischen den
unbeschichteten Platinoberflichen, welche dem Benchmark der aktuellen Anwen-
dung entsprechen, und den sp-NPPt-Beschichtungen zeigte keine Verschlechterung
der SGN-Uberlebensraten. Somit konnen die sp-NPPt-Beschichtungen auch fiir SGN
als cytokompatibel eingestuft werden.

Abschlieflende Zellkulturuntersuchungen mit mesenchymalen Stammzellen aus
dem Knochenmark zeigten eine anfanglich verminderte Anhaftung auf der sp-NPPt-
Beschichtung im Vergleich zur unbeschichteten Platinoberfliche. Die anschlieflende
Proliferation mit einer Verdopplung der Zellzahlen alle sieben Tage deutet auf ein
gutes Zellwachstum im Vergleich zu den Kontrollproben hin.

Infolgedessen kann die sp-NPPt-Beschichtung als sehr gut cytokompatibel
eingestuft werden und ist somit als Beschichtungsmaterial fiir Implantate geeignet.

4.1.1.4 Chemische Modifizierung

Um ein besseres Einlagerungs- und Freisetzungsverhalten von Wirkstoffen in die
nanopordse Platinbeschichtung zu erreichen, wurden durch chemische Modi-
fizierung der sp-NPPt-Beschichtung mit unterschiedlichen Thiolen verschiedene
Oberflachenladungen aufgebracht. Durch die so ermdglichten Wechselwirkungen
zwischen Wirkstoff und modifizierter sp-NPPt-Beschichtung soll insbesondere das
Freisetzungsverhalten beeinflusst werden. Hierfiir wurden Thiole mit endstandigen
hydrophilen oder hydrophoben funktionellen Gruppen ausgewéhlt.
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Die modifizierten Oberflichen wurden zunichst durch Bestimmung des
Kontaktwinkels untersucht. Weiterfithrend wurden an ausgewéhlten modifizierten
Oberflichen  rontgenphotoelektronenspektroskopische =~ Messungen  (XPS)
durchgefiihrt.

Die gemessenen Kontaktwinkel von unmodifizierten sowie mit 1-Propanthiol,
Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat, 11-Mercaptoundecansdure und Cysteamin
modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen sind in Abbildung 4.23 dargestellt.
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Abbildung 4.23:  Kontaktwinkel von unmodifizierten (orange) sowie mit 1-Propanthiol
(rot),  Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat  (dunkelblau),  11-

Mercaptoundecansaure (hellblau) und Cysteamin (griin) modifizierten
sp-NPPt-Beschichtungen.
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Die unmodifizierte sp-NPPt-Beschichtung weist einen Kontaktwinkel von 40 + 3°
auf. Durch die Modifizierung mit unpolarem 1-Propanthiol wurde der Kontaktwinkel
auf 99 + 1° stark erhoht, wodurch eine superhydrophobe Oberflache erzeugt werden
konnte. Die polaren Modifizierungen verringerten den Kontaktwinkel, es wurden
hydrophile Oberflichen erhalten. So konnte nach dem Aufbringen von Natrium-3-
mercapto-1-propansulfonat ein Kontaktwinkel von 8 + 1° gemessen werden. Die
Modifizierung mit 11-Mercaptoundecansiure erzeugte einen Kontaktwinkel von
31 £1°. Obwohl diese beiden Modifizierungen eine hydrophile Funktionalitat
aufweisen, unterscheidet sich der Kontaktwinkel um tber 20°. Dies kann auf
unterschiedliche pKs-Werte und unterschiedlich lange Alkylketten der eingesetzten
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Thiole zuriickgefithrt werden. Durch die deutlich lidngere hydrophobe
Kohlenstoftkette der 11-Mercaptoundecansdure nimmt der Anteil der hydrophoben
Wechselwirkungen im Vergleich zu denen mit Natrium-3-mercapto-1-
propansulfonat stark zu, weshalb sich der Kontaktwinkel stark erhohte. Das
Aufbringen einer Amino-Funktionalitit mit einer vergleichsweise kurzen
Kohlenstoftkette durch Verwendung von Cysteamin fiithrte zu einem Kontaktwinkel
von 29 * 2°, welcher im vergleichbaren Groflenbereich der Modifizierung mit 11-
Mercaptoundecansiure liegt. Schlussfolgernd scheint die Amino-Funktionalitét eine
nicht so starke Hydrophilie, wie die Sulfonat-Gruppe, aufzuweisen. Da mit 1-
Propanthiol eine unpolare, mit Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat und 11-
Mercaptoundecansdure jeweils eine saure, und mit Cysteamin eine basische
Funktionalitat erfolgreich aufgebracht werden konnte, ergeben sich unterschiedliche
Maoglichkeiten die Wechselwirkungen der sp-NPPt-Beschichtung mit dem Wirkstoff
und folglich das Freisetzungsverhalten aus der nanopordsen Oberfliche zu
beeinflussen.

Durch rontgenphotoelektronenspektroskopische (XPS) Messungen sollte die
erfolgreiche Thiol-Modifizierung exemplarisch an einer 11-Mercaptoundecansiure-
modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen bestatigt werden. Hierfiir wurden sowohl
modifizierte als auch unmodifizierte sp-NPPt-Beschichtungen analysiert und die
XPS-Messungen miteinander verglichen. Das XPS-Spektrum der unmodifizierten sp-
NPPt-Beschichtung ist als Ubersicht in Abbildung 4.24a dargestellt.
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Abbildung 4.24:  XPS-Spektrum einer unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung (a) sowie
Vergroflerungen des Bindungsenergiebereichs von Schwefel (b), Platin
(c), Kohlenstoff (d) und Platin / Sauerstoff (e).

Zunichst wird die Verschiebung des XPS-Spektrums anhand der Kohlenstoff C1s
Emissionslinie (Abbildung 4.24d) durch Festlegen des Signals auf eine
Bindungsenergie von 285 * 1 eV korrigiert. Eine Verzerrung des Spektrums kann
anhand der beiden Pt4f-Emissionslinien mit der Spin-Bahn-Aufspaltung von 3.35 eV
zwischen dem Pt4fs;2 und dem Pt4f72-Niveau mit Bindungsenergien von 75 + 1eV
und 72 £+ 1 eV ausgeschlossen werden (Abbildung 4.24c).

In dem Bindungsenergiebereich von 513 eV — 534 eV wurden weitere Signale
detektiert (Abbildung 4.24), welche durch einen entsprechenden Fit in drei
Emissionslinien mit Bindungsenergien von 519 + 1 eV, 523 £ 1 eV und 530 + 1 eV
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4 Ergebnisse und Diskussion

unterteilt werden konnen. Die Emissionslinie mit 519 + 1 eV kann dem Pt4ps»
zugeordnet werden. Verschiedene Platin-Sauerstoffspezies weisen bei einer
Bindungsenergie von 531 + 1 eV eine Ols-Emissionslinie auf, was aufgrund der
Oberflachenoxidation zu erwarten ist. Der fiir die Analyse der chemischen
Modifizierung entscheidende Bindungsenergiebereich liegt zwischen 155-170 eV, in
welchem die von der Thiolgruppe erzeugte S2p-Emissionslinie mit einer Bindungs-
energie von 164+ 1eV erwartet wird. Bei der unmodifizierten sp-NPPt-
Beschichtung wurde in diesem Bindungsenergiebereich keine Emissionslinie
detektiert (Abbildung 4.24a). Im Vergleich hierzu konnte bei der mit 11-
Mercaptoundecansdure modifizierte sp-NPPt-Beschichtung eine deutliche S2p-
Emissionslinie bei 164 + 1 eV nachgewiesen werden (Abbildung 4.25b).

a) unmodifiziert b) modifiziert
g ok Ly € Ly T
"Thtlﬂ‘h\'l“'l‘.fm"ﬂ?i?’-'w'n\'nm".f.'."h:ﬂﬂw,a'nwﬂkm?-'l"lm i i Wﬁ"%‘l' - ‘ M‘W»\"*f M
" Bin:;gsenergie /1:\3 155 " Bi::;sungsenergie1 ?(;V *

Abbildung 4.25:  Vergleich des vergrofierten Bindungsenergiebereichs der S2p-
Emissionslinie einer mit 11-Mercaptoundecansaure modifizierten (a) und

einer unmodifizierten (b) sp-NPPt-Beschichtung.

Das gesamte XPS-Spektrum mit den entsprechend vergrofierten
Bindungsenergiebereichen ist im Anhang (vgl. S. 211) zu finden.

Die Stabilitat der chemischen Modifizierung unter Freisetzungsbedingungen
wurde ebenfalls tiber XPS-Messungen untersucht. Dafiir wurde eine mit 11-
Mercaptoundecansdure modifizierte sp-NPPt-Beschichtung einen Tag unter
Freisetzungsbedingungen (vgl. Kapitel 3.1.5, S.47) gelagert und anschlieflend
analysiert. Das aufgenommene XPS-Spektrum mit den entsprechend vergrofierten
Bindungsenergiebereichen ist in Abbildung 4.26 dargestellt.
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Abbildung 4.26:  XPS-Spektrum einer 11-Mercaptoundecansaure-modifizierten sp-NPPt-
Beschichtung nach eintagiger Lagerung unter Freisetzungsbedingungen
(a) sowie Vergrolerungen des Bindungsenergiebereichs von Schwefel
(b), Platin (c), Kohlenstoff (d), Platin / Sauerstoff (€) und Phosphor (f).

Nach eintagiger Lagerung unter Freisetzungsbedingungen ist auf der
modifizierten sp-NPPt-Beschichtung nach wie vor ein Signal im Bereich der
Schwefelemissionslinie detektierbar. Jedoch weist dieses Signal eine Schulter zu
hoherer Energie auf, weshalb sich bei Durchfithren einer Regression zwei
Emissionslinien ergeben (Abbildung 4.26b). Diese konnen der S2p-Emissionslinie des
Thiols mit einer Bindungsenergie von 164 + 1 eV sowie der S2p-Emissionslinie eines
oxidierten Schwefels bei 166 + 1 eV zugeordnet werden. Die Thiol-Gruppe wurde
bereits innerhalb eines Tages unter Freisetzungsbedingungen zumindest teilweise
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4 Ergebnisse und Diskussion

oxidiert. Die chemische Modifizierung auf der sp-NPPt-Beschichtung ist demnach
nicht stabil. Die Pt4fEmissionslinien mit der Spin-Bahn-Aufspaltung von 3.35 eV
zwischen dem Pt4fs;2 und dem Pt4f72-Niveau mit Bindungsenergien von 75 + 1eV
und 72 + 1 eV konnen auch bei dieser Probe detektiert werden (Abbildung 4.26¢). Das
Signal in dem Bindungsenergiebereich von 280-290 eV kann der Emissionslinie von
Kohlenstoff zugeordnet werden und weist eine zusitzliche Schulter auf; der
Kohlenstoff liegt nach einem Tag unter Freisetzungsbedingungen in zwei
unterschiedlichen Bindungsverhéltnissen vor. Da Carbonsauren laut Literatur bei
einer Bindungsenergie von 288 + 1eV eine Emissionslinie aufweisen konnen, weist
auch dieses detektierte Signal auf eine Zersetzung der Modifizierung hin. Um
Riickstinde des Phosphatpuffers auf der Probenoberfliche auszuschlieflen, in
welchem die Probe fiir einen Tag gelagert wurde, ist in Abbildung 4.26f der
Bindungsenergiebereich der Phosphor-Emissionslinien vergroflert dargestellt. Bei
diesen Energien konnte kein Signal detektiert werden. Grofle Mengen einer
Phosphatablagerung auf der Probenoberfliche konnen daher ausgeschlossen
werden, Signale kleinerer Phosphatablagerungen konnten durch das
Untergrundrauschen iberdeckt werden. Bei der unmodifizierten sp-NPPt-
Beschichtung, welche zur Kontrolle vermessen wurde, kann auch nach Lagerung
unter Freisetzungsbedingungen keine S2p-Emissionslinie festgestellt werden (vgl.
S.212). Auch die zusatzliche Cls-Emissionslinie bei einer Bindungsenergie von
288 + 1eV wurde auf der unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung nicht detektiert.
Diese Beobachtung unterstiitzt die Vermutung, dass sowohl die S2p-Emissionslinie
als auch die Cls-Emissionslinie durch die Modifizierung mit 11-Mercapto-

undecansaure hervorgerufen wurden.

Kurzzusammenfassung: Platinmodifizierung

Durch Kontaktwinkelmessungen konnte die erfolgreiche chemische Modi-
fizierung der sp-NPPt-Beschichtungen mit unterschiedlichen Thiolen nachgewiesen
werden. Der Kontaktwinkel von 40 + 3° der unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung
wurde durch die Modifizierung mit dem unpolarem 1-Propanthiol auf 99 + 1° stark
erhoht und somit eine superhydrophobe Oberflache erzeugt. Durch das Aufbringen
von Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat ergab sich ein Kontaktwinkel von 8 + 1°,
die Modifizierung mit 11-Mercaptoundecansdure dnderte den Kontaktwinkel auf
31 + 1°. Der grof3e Unterschied zwischen den beiden Modifizierungen kann durch die
deutlich langere Alkylkette der 11-Mercaptoundecansaure und die unterschiedlichen
Saurestarken der funktionellen Gruppen erkliart werden. Die Modifizierung mit
Cysteamin fiithrte durch die geringere Alkylkettenldnge zu einem Kontaktwinkel von
29 £ 2°,

Auch durch rontgenphotoelektronenspektroskopische Messungen konnte die
Modifizierung mit 11-Mercaptoundecansdure anhand der S2p-Emissionslinie, welche
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4.1 Nanopordse Platinbeschichtungen

von der Thiolgruppe erzeugt wurde, nachgewiesen werden. Diese trat auch nach
eintdgiger Lagerung unter Freisetzungsbedingungen auf, allerdings findet zumindest
teilweise eine Oxidation der Thiol-Gruppe statt. Daher muss davon ausgegangen
werden, dass die Zersetzung der Modifizierung unter Freisetzungsbedingungen
bereits nach einem Tag begonnen hat.

4.1.1.5 Rolipram-Freisetzung

Nach erfolgreicher Synthese stabiler sp-NPPt-Beschichtungen und chemischer
Modifizierung mit unterschiedlich funktionalisierten Thiolen wurde Rolipram in die
sp-NPPt-Beschichtung eingelagert und anschliefend wunter dynamischen
Bedingungen bei 37 °C zur Simulation der Kérperbedingungen freigesetzt. Zum einen
wurde der Einfluss der unterschiedlichen chemischen Modifizierungen, zum anderen
der Zusammenhang zwischen sp-NPPt-Schichtdicke und freigesetzter Rolipram-
Menge bestimmt.

Zur generellen Evaluierung der Rolipram-Freisetzung wurde diese zunachst
sowohl aus unmodifizierten als auch aus Cysteamin-, 1-Propanthiol-, Natrium-3-
mercapto-1-propansulfonat-, 11-Mercaptoundecansdure- und 2-Phenylethanthiol-
modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen unter nicht sterilen Bedingungen iiber
17 Tage durchgefiihrt.

Die Freisetzung aus 2-Phenylethanthiol-modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen
ergab durch die Analyse der Freisetzungsiiberstinde am Photometer keine
auswertbaren Ergebnisse. Die bei 280 nm gemessenen Extinktionen der Blindprobe
ohne Rolipram-Freisetzung zeigten so hohe Werte, dass jegliche Interpretation als
nicht sinnvoll erachtet wurde. Dieser Effekt kann mit der UV-Aktivitat des
Benzolrings des 2-Phenylethanthiol begriindet werden, weshalb sich eine mdgliche
Absorption des freigesetzten Roliprams mit der Absorption des Benzolrings
tberlagerte und somit nicht detektierbar war. Auch konnten starke
Wechselwirkungen zwischen den m-Systemen des Benzolrings und des Roliprams zu
keiner erfolgreichen Freisetzung gefithrt haben. Aufgrund der beschriebenen
aufgetretenen Problematik wurde die Modifizierung mit 2-Phenylethanthiol nicht
weitergefiihrt.

Die kumulativen Rolipram-Freisetzungskurven aus unmodifizierten, als auch aus
Cysteamin-, 1-Propanthiol-, Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat- und 11-
Mercaptoundecansdure-modifizierten =~ sp-NPPt-Beschichtungen, = welche in
Elektrolysezelle 1 abgeschieden wurden, sind in Abbildung 4.27 dargestellt.
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Abbildung 4.27:  Kumulative Rolipram-Freisetzung aus unmodifizierten (orange) sowie
mit Cysteamin (griin), 1-Propanthiol (rot), Natrium-3-mercapto-1-
propansulfonat (dunkelblau) und 11-Mercaptoundecanséaure (hellblau)
modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen unter nicht sterilen Be-
dingungen. Fiir die elektrochemische sp-NPPt-Abscheidung wurden die
Standardsynthesebedingungen und EZ 1 verwendet.

Schon nach dem ersten Freisetzungstag sind zwischen den verschiedenen
Oberflaichenmodifizierungen grofle Unterschiede erkennbar. Aus der basischen
Cysteamin-modifizierten sp-NPPt-Beschichtung (griin) wurde am ersten Tag
0.6 pg-em ™2 und somit etwa 25% der insgesamt freigesetzten Rolipram-Menge
abgegeben. Die gesamte Freisetzung weist iiber die 17 Tage einen fast linearen
Verlauf auf. Durch eine hydrophobere Modifizierung mit 1-Propanthiol (rot) konnte
mit 4.3 pg-cm™? eine deutlich hohere Rolipram-Konzentration am ersten Tag
abgegeben werden, die Modifizierung mit Sduregruppen (blau) erzielte jedoch eine
weitere Erhohung der freigesetzten Rolipram-Mengen auf bis zu 11 pg-cm™2. Die
grofite Rolipram-Menge am ersten Freisetzungstag konnte bei unmodifizierten sp-
NPPt-Beschichtungen (orange) mit 14 pg-cm™2 bestimmt werden. Bei allen Proben
wurden bereits bis zum ersten Tag liber 45% der insgesamt freigesetzten Rolipram-
Menge abgegeben. Bis zum 4. Tag kann, abgesehen von der Cysteamin-
Modifizierung, bei allen Proben im Vergleich zu der durchschnittlichen
Rolipramfreisetzung aus den jeweiligen Beschichtungen, von einer verstarkten
Rolipram-Freisetzung gesprochen werden. AnschlieBend wurde ab dem 4. bis zum
17. Freisetzungstag eine gemafigte Rolipramfreisetzung bestimmt. Die bis zum
17. Tag freigesetzten Rolipram-Mengen aus den unmodifizierten sowie Thiol-
modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen sind in Abbildung 4.28 dargestellt.
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Abbildung 4.28:  Kumulative Rolipram-Mengen am 17. Freisetzungstag von unmodi-
fizierten (orange) sowie mit Cysteamin (griin), 1-Propanthiol (rot),
Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat  (dunkelblau) und 11-Mer-
captoundecansiure (hellblau) modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen
unter nicht sterilen Bedingungen. Fir die elektrochemische sp-NPPt-
Abscheidung wurden die Standardsynthesebedingungen und EZ 1
verwendet.
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Insgesamt konnte aus der mit Cysteamin-modifizierten sp-NPPt-Beschichtung
eine nur geringe Rolipram-Menge von 2.4 pg-cm™2 freigesetzt werden, durch die
hydrophobe Modifizierung mit 1-Propanol (9.74 pg-cm™2) sowie die Modifizierungen
mit sauren funktionellen Gruppen (24 pg-cm™2) wurde die freigesetzte Rolipram-
Menge deutlich erhoht. Aus der unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung konnten bis
zum 17. Freisetzungstag die grofiten Rolipram-Mengen (28.7 ug-cm™2) abgegeben
werden.

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse wurden die Poren vermutlich durch die
chemische Modifizierung blockiert, weshalb in die unmodifizierte sp-NPPt-Beschich-
tung am meisten Rolipram eingelagert werden konnte. Da jedoch die saure
Modifizierung mit 11-Mercaptoundecansdure trotz der langen Kohlenstoftkette zu
einer vergleichsweise hohen Rolipram-Freisetzung fiihrte, spielen offensichtlich
auch andere Wechselwirkungen eine entscheidende Rolle. So kann der polare Teil
der funktionellen Gruppe des Thiols mit der sekundaren Aminogruppe des Roliprams
(Abbildung 4.29) elektrostatische Wechselwirkungen ausbilden.
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Abbildung 4.29:  Strukturformel des neuroprotektiven Wirkstoffs Rolipram. (Rolipram)

Bei der Modifizierung mit 11-Mercaptoundecansiaure kann folglich die
Sauregruppe mit der basischen Aminogruppe wechselwirken, ebenso die lange
hydrophobe Kohlenstoftkette und der hydrophobe Teil des Roliprams. Anhand dieser
Begriindung kann auflerdem die etwas geringere freigesetzte Rolipram-Menge aus
der  Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat-modifizierten = sp-NPPt-Oberfliche
erklart werden. Auch hier konnten Wechselwirkungen zwischen der Sauregruppe
und der basischen Aminogruppe auftreten, durch die kiirzere Kohlenstoftkette jedoch
sind die Wechselwirkungen zu dem hydrophoben Teil des Roliprams schwacher. Bei
der Modifizierung mit 1-Propanthiol konnen ausschlielich Wechselwirkungen
zwischen den hydrophoben Bereichen auftreten, da bei diesem Thiol keine polare
Funktionalisierung vorliegt. Entsprechend wird bei dieser Modifizierung im
Vergleich zu den bereits erlauterten Modifizierungen weniger Rolipram eingelagert
und schlussendlich freigesetzt. Die Modifizierung mit Cysteamin, welches eine
basische funktionelle Gruppe aufweist, fithrte zu der geringsten freigesetzten
Rolipram-Menge. Vermutlich treten zwischen der basischen Aminogruppe des Thiols
und des Roliprams abstoflende Wechselwirkungen auf, was die Rolipram-
Einlagerung verminderte. Auch die kurze Kohlenstoffkette weist moglicherweise
geringere Wechselwirkungen zu dem hydrophoben Bereich des Roliprams auf.

Fur weiterfithrende Zellkulturuntersuchungen zur Bestimmung des Einflusses
von Rolipram auf die Spiralganglienzellen des Innenohrs, wurden anschlielend
Rolipram-Freisetzungen aus den sp-NPPt-Beschichtungen unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrt. Fiir die Herstellung dieser sp-NPPt-Beschichtungen
wurde die neu entwickelte Elektrolysezelle 2 (EZ 2) verwendet, weshalb sich die
Beschichtungsgeometrie leicht &nderte. Es wurde mit den drei Oberflichen-
modifikationen weitergearbeitet, welche in der vorherigen Rolipram-Freisetzung die
grofiten Roliprammengen freisetzten. Die kumulativen Freisetzungskurven unter
sterilen Bedingungen sind in Abbildung 4.30 dargestellt.
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Abbildung 4.30:  Kumulative Rolipram-Freisetzung aus unmodifizierten (orange) sowie
mit Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat (dunkelblau) und 11-Mer-
captoundecansaure (hellblau) modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen
unter sterilen Bedingungen. Fir die elektrochemische sp-NPPt-
Abscheidung wurden die Standardsynthesebedingungen und EZ2
verwendet.

Im Vergleich zu der bereits vorgestellten Rolipram-Freisetzung (vgl. Abbildung
4.27, S.102) unterscheiden sich hier die freigesetzten Rolipram-Mengen kaum
voneinander. Unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen weisen sowohl die
unmodifizierte (orange), wie auch die mit Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat
(dunkelblau) und 11-Mercaptoundecansaure (hellblau) tiber den gesamten
Freisetzungszeitraum von 98 Tagen dhnliche Freisetzungsverldaufe und -mengen auf.
Auftillig ist, dass bei der unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung ab dem 30. Tag kein
freigesetztes Rolipram nachgewiesen werden kann. Fiir die genauere Betrachtung
der freigesetzten Rolipram-Mengen und fir die Vergleichbarkeit zu der vorherigen
Rolipram-Freisetzung (vgl. Abbildung 4.27, S. 102) sind die kumulativen Rolipram-
Mengen vom 17. und 98. Tag in Abbildung 4.31 dargestellt.
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Abbildung 4.31:  Kumulative Rolipram-Mengen nach 17 und 98 Tagen aus
unmodifizierten  (orange) sowie mit  Natrium-3-mercapto-1-
propansulfonat (dunkelblau) und 11-Mercaptoundecanséaure (hellblau)
modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen unter sterilen Bedingungen. Fiir
die elektrochemische sp-NPPt-Abscheidung wurden die
Standardsynthesebedingungen und EZ 2 verwendet.

Nach 17 Freisetzungstagen wurden aus der mit Natrium-3-mercapto-1-
propansulfonat modifizierten sp-NPPt-Beschichtung 24.7 pg-cm™ freigesetzt, was
einer Erh6hung um 50% zu der vorherigen Rolipram-Freisetzung unter nicht sterilen
Bedingungen entspricht. Unter Beriicksichtigung der grofien Standardabweichungen
wurden aus der mit 11-Mercaptoundecansdure modifizierten sp-NPPt-Beschichtung
mit 30.1 pg-cm™2 gleiche Rolipram-Mengen freigesetzt. Dies entspricht im Vergleich
zu der vorherigen Rolipram-Freisetzung einer Erhéhung um 25%. Im Gegensatz zu
den modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen verringerte sich die aus der
unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung freigesetzte Rolipram-Menge im Vergleich
zu der vorherigen Rolipram-Freisetzung mit 24.3 pg-cm™ um 15%. Durch diese
veranderten Freisetzungsverldufe konnen nun keine Unterschiede mehr zwischen
den modifizierten und der unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung ausgemacht
werden.

Auch nach 98 Freisetzungstagen unterscheiden sich die freigesetzten Rolipram-
Mengen aus den modifizierten und der unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung unter
Beriicksichtigung der Standardabweichung nicht voneinander. Da die sp-NPPt-
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Modifizierung bereits nach einem Tag unter Freisetzungsbedingungen eine
beginnende Oxidation der Thiolgruppe aufweist (vgl. Abbildung 4.26), ist eine von
der Modifizierung abhangige Rolipram-Freisetzung nach mehreren Tagen nicht zu
erwarten.

Auflerdem kann festgestellt werden, dass der Grof3teil des Roliprams in den ersten
17 Tagen freigesetzt wurde. Bei der mit Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat
modifizierten sp-NPPt-Beschichtung wurden bereits 65% in den ersten 17 Tagen
freigesetzt, aus der mit 11-Mercaptoundecansdure modifizierten sp-NPPt-Beschich-
tung sogar 70% sowie aus der unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung sogar 77%. Ab
dem 30. Tag konnte aus der unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung kein Rolipram
nachgewiesen werden.

Zur Bestimmung des Rolipram-Einflusses auf das SGN-Uberleben wurden die
Uberstinde von unmodifizierten und modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen des
ersten und vierten Freisetzungstags in einer Doppelbestimmung untersucht. Von
jeder Probenart wurden zwei Proben untersucht, welche in Abbildung 4.32 in den
jeweils gleichen Farben nebeneinander aufgefiihrt sind.

i @ 1. Tag
_D4.Tag

w
(9]

Uberlebensrateggy | %
o - N N w
o [$)] o [$)] o
1 1 1 1 1

(6]
1

7777777222777 22

L

&
HO, HO, o ONa o. ONa & K
c=0 c=0 s, Sy, x -\?;%
{ ( ° ° 9 &
+ Rolipram D1 a” Rolipram |/> | 8 )+ Rolipram /‘> q@ §
( A §

Abbildung 4.32:  SGN-Uberlebensrate in den Uberstanden der Rolipram-Freisetzung in
PBS aus unmodifizierten (gelb/orange), 11-Mercaptoundecansaure
(hellblau) und Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat (dunkelblau)
modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen.

Anhand der in Abbildung 4.32 gezeigten SGN-Uberlebensraten kénnen unter
Beriicksichtigung der Standardabweichungen keine Unterschiede zwischen den
unmodifizierten und den modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen festgestellt werden.
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Auch konnte das Zellwachstum durch die Freisetzung des neuroprotektiven
Wirkstoffes Rolipram nicht verbessert werden. Da aulerdem zwischen dem serum-
freien PBS und dem angereicherten PBS keine Unterschiede im SGN-Uberleben
bestehen und ausschliefilich die mit dem Wachstumsfaktor BDNF angereicherten
Uberstinde ein verbessertes Zelliiberleben zeigten, sollte der generelle Einfluss des
Roliprams auf die SGN iiberpriift werden. Hierfiir wurden Rolipram-Lésungen mit
Konzentrationen zwischen 0.1-10 nmol-L™! in Zellkulturuntersuchungen evaluiert,
welche im Gegensatz zu schon publizierten Versuchsreihen,!! keinen Effekt auf das
SGN-Uberleben aufwiesen. Daher sollte zukiinftig zunichst der positive Einfluss des
Roliprams auf die SGN bestdtigt werden, bevor Riickschliisse auf die Rolipram-
Freisetzung aus sp-NPPt-Beschichtungen gezogen werden.

Da durch eine Modifizierung der sp-NPPt-Beschichtung kein reproduzierbar
einstellbares Wirkstofffreisetzungssystem hergestellt werden konnte, wurde der
Einfluss der spezifischen Oberfliche bzw. der Schichtdicke der sp-NPPt-
Beschichtung auf die freigesetzten Rolipram-Mengen untersucht. Daher wurden
Rolipram-Freisetzungen aus sp-NPPt-Beschichtungen durchgefiihrt, welche mit 1000
bis 8000 Abscheidungszyklen hergestellt wurden. Die Freisetzungskurven sind in
Abbildung 4.33 dargestellt.
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Abbildung 4.33:  Kumulative Rolipram-Freisetzung aus unmodifizierten sp-NPPt-
Beschichtungen, die unter Verwendung der Standardsynthese-
bedingungen mit 1000 (griin), 2000 (blau), 4000 (orange) und 8000 (rot)
Abscheidungszyklen in Elektrolysezelle 2 hergestellt wurden. Die
Freisetzung wurde unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Bereits nach einem Freisetzungstag sind deutliche Unterschiede der freigesetzten
Rolipram-Menge in Abhiangigkeit der Schichtdicke erkennbar. So wurden aus der
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4.1 Nanoporose Platinbeschichtungen

diinnsten sp-NPPt-Beschichtung, welche mit 1000 Zyklen beschichtet wurde, etwa
0.5 ug-cm2 Rolipram freigesetzt. Durch die Verdopplung der Abscheidungszyklen
erhohte sich die freigesetzte Rolipram-Menge auf 5.8 pg-cm™2 Weitere Erhohung der
Abscheidungszyklen auf 4000 bzw. 8000 fithrten zu 15.0 pg-cm2 bzw. 33.5 pg-cm2
freigesetztem Rolipram. Wahrend die Beschichtung mit 1000 Abscheidungszyklen
bis zum 17. Freisetzungstag ein nahezu lineares Freisetzungsprofil zeigt, weisen die
restlichen Freisetzungsprofile mit steigernder Zyklenzahl bis zum 4. Tag eine
starkere Rolipram-Freisetzung auf. Ab dem 4. Tag weisen alle Freisetzungskurven
eine nahezu gleiche Steigung auf, folglich werden aus allen Beschichtungen dhnliche
Rolipram-Mengen freigesetzt. Fiir einen genaueren Vergleich sind die kumulativen
Rolipram-Mengen bis zum 4. und 32. Tag in Abbildung 4.34 aufgefiihrt.

-2
| [ 4. Tag 60.5 ygcm

(o))
o
1

D
o
1

34.1 uyg cm

7

w
o
1

22.0 ug cm™2

N
o
1

10.0 yg cm™2

kumulative Roliprammenge | ug cm™2
o
1

1000 Zyklen 2000 Zyklen 4000 Zyklen 8000 Zyklen

Abbildung 4.34:  Freigesetzte Rolipram-Mengen bis zum 4. und 32. Tag aus sp-NPPt-
Beschichtungen, die unter Verwendung der Standardsynthese-
bedingungen mit 1000 (griin), 2000 (blau), 4000 (orange) und 8000 (rot)
Abscheidungszyklen in Elektrolysezelle 2 hergestellt wurden.

In Bezug auf die bis zum 32. Tag freigesetzten Rolipram-Mengen wurde aus der
mit 1000 Zyklen beschichteten sp-NPPt-Beschichtung bis zum 4. Freisetzungstag 23%
Rolipram abgegeben. Durch Erhéhung der Zyklenzahl steigt auch der prozentuale
Rolipram-Anteil, der bis zum 4. Tag freigesetzt wurde. Dieser liegt bei einer
Zyklenzahl von 2000 bei 50%, fiir 4000 Zyklen bereits bei 74% und fiir 8000 Zyklen
schliefflich bei 86%. Folglich unterscheiden sich die Freisetzungsprofile der mit
unterschiedlicher Zyklenzahl abgeschieden sp-NPPt-Beschichtungen hauptsachlich
in den ersten vier Freisetzungstagen. Die abgegebenen Rolipram-Mengen bis zum
32. Tag weisen zwar keinen linearen Zusammenhang auf, allerdings kann mit
Verachtfachung der Zyklenzahl die Rolipram-Menge versechsfacht werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Zur Bestimmung des Freisetzungsmechanismus wurden unbeschichtete
Platinsubstrate analog zu den sp-NPPt-Beschichtungen mit den jeweiligen Thiolen
modifiziert und mit Rolipram beladen. In den Freisetzungsiiberstinden konnte zu
keinem Zeitpunkt Rolipram nachgewiesen werden. Entsprechend scheint Rolipram
in den Poren der sp-NPPt-Beschichtung und nicht nur an der makroskopischen
Oberflache angelagert zu werden. Trotzdem sollte beachtet werden, dass durch die
elektrochemische Platinabscheidung die Morphologie der Platinoberflache verandert
wird. Moglicherweise findet an der deutlich raueren sp-NPPt-Beschichtung
zusétzlich eine bevorzugte Rolipram-Anlagerung statt.

Um den positiven Einfluss des Roliprams auf Uberleben der Spiralganglienzellen
des Innenohrs bestimmen zu kénnen, sollten die Uberstdnde aus der unter sterilen
Bedingungen durchgefiihrten Rolipram-Freisetzung in Zellkulturuntersuchungen
evaluiert werden. Eine sterile Rolipram-Freisetzung in Panserin, dem Medium der
SGN-Zellkulturuntersuchungen, konnte nicht erfolgreich durchgefithrt werden.
Trotz der Zugabe von Antibiotika wurden nach einigen Freisetzungstagen
Kontaminationen, wie Bakterien aller Art, Pilze einschliefilich Hefen, sowie Viren,
in den Uberstinden beobachtet werden.?! Daher konnte diese Versuchsreihe
hinsichtlich des SGN-Uberlebens keinen Mehrwert liefern, weshalb die Diskussion
im Anhang zu finden ist (vgl. S. 212).

Da in PBS keine Néahrstoffe vorhanden sind, kann die Kontaminierung durch
Bakterien, Pilze sowie Viren wahrend der Rolipram-Freisetzung in PBS deutlich
leichter verhindert werden. Nachteilig ist jedoch die leichte Verdiinnung des
Zellmediums bei der Zellkulturuntersuchung, welche durch Zugabe des PBS-haltigen
Uberstands erzeugt wird. In Anlehnung an schon erfolgreich durchgefiihrte
Zellkulturuntersuchungen mit PBS-haltigen Uberstinden® wurden entsprechend
die Uberstiande aus der in PBS durchgefiihrten Rolipram-Freisetzung unter sterilen
Bedingungen (vgl. Abbildung 4.30, S. 105) fiur Zellkulturuntersuchungen mit SGN
verwendet.

Kurzzusammenfassung: Rolipram-Freisetzung

Zuniachst wurde Rolipram unter nicht sterilen Bedingungen aus sp-NPPt-
Beschichtungen, welche elektrochemisch in Elektrolysezelle 1 abgeschieden wurden,
iber 17 Tage unter dynamischen Bedingungen freigesetzt. Hierbei wurden fiinf
unterschiedlich modifizierte sowie unmodifizierte sp-NPPt-Beschichtungen
untersucht. Es zeigte sich, dass aus der unmodifizierten Beschichtung die héchsten
Rolipram-Mengen mit 28.7 pg-cm™ freigesetzt werden konnten. Die Modi-
fizierungen mit 11-Mercaptoundecansdure und Natrium-3-mercapto-1-propan-
sulfonat wiesen mit 24 pg-cm™? bzw. 16.5 pg-em™? die grofiten freigesetzten
Rolipram-Mengen aus modifizierten Oberflichen auf. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurden mit diesen drei Oberflichenmodifikationen weitere Freisetzungsversuche
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4.1 Nanopordse Platinbeschichtungen

unter sterilen Bedingungen iiber eine Dauer von 98 Tagen in PBS und Panserin
durchgefithrt. Durch die in Panserin enthaltenden Nahrstoffe konnten die
Uberstinde wihrend der Freisetzung nicht steril gehalten werden, weshalb
Zellkulturuntersuchungen mit diesen nicht méglich waren. Die Freisetzung in PBS
zeigte im Gegensatz zu der zuvor durchgefithrten Rolipram-Freisetzung keine
Abhiangigkeit zwischen der freigesetzten Rolipram-Menge und der chemischen
Modifizierung der sp-NPPt-Beschichtung. Nach 98 Tagen wurden aus allen sp-NPPt-
Beschichtungen etwa 38 ug-cm™2 Rolipram freigesetzt, wobei der Grof3teil des
Roliprams  (65-77%) bereits bis zum 17.Tag freigesetzt wurde. Die
Zellkulturuntersuchungen mit Uberstdnden aus der Rolipram-Freisetzung zeigten
keinen Einfluss des Roliprams auf die SGN-Uberlebensrate. Da auch die
Kontrollproben keinen eindeutigen Effekt zeigten, sollte daher zukiinftig der positive
Einfluss des Roliprams auf die SGN erneut evaluiert werden.

Die Dicke der sp-NPPt-Beschichtungen zeigte einen deutlichen Einfluss auf die
freigesetzte Rolipram-Menge. So konnte aus der mit 1000 Abscheidungszyklen
hergestellten sp-NPPt-Beschichtungen nach 32 Tagen 10.0 pg-cm™2 Rolipram
freigesetzt werden. Durch Verdopplung der Abscheidungszyklen erhéhte sich die
freigesetzte Rolipram-Menge auf 22.0 pg-cm™2. Die weitere Erhohung der Zyklenzahl
auf 4000 bzw. 8000 fithrte zu 34.1 pg-cm™2 und 60.5 pg-cm™2 freigesetztem Rolipram.
Obwohl kein linearer Zusammenhang zwischen Zyklenzahl der elektrochemischen
Abscheidung und freigesetzter Rolipram-Menge beobachtet werden konnte, wurde
durch die erhéhte sp-NPPt-Schichtdicke eine deutlich groflere Rolipram-Menge
abgegeben.

Dementsprechend eignet sich zur Einstellung der freizusetzenden Rolipram-
Menge am besten die Verwendung unterschiedlicher Schichtdicken der sp-NPPt-
Beschichtung. Der zunachst festgestellte Einfluss der sp-NPPt-Modifizierung konnte
nicht reproduziert werden.

4.1.1.6 Stabilitatsuntersuchungen nach Lagerung unter
Freisetzungsbedingungen

Fir die Anwendung als biomedizinisches Implantatbeschichtungsmaterial spielt
insbesondere die Stabilitit der sp-NPPt-Beschichtungen wunter Freisetzungs-
bedingungen eine grofie Rolle. Zur Simulation der Kérperbedingungen wurden die
Proben fiir 17 Tage unter dynamischen Bedingungen bei 37 °C in Panserin gelagert.
Es wurden sowohl unmodifizierte und modifizierte Oberflichen als auch mit
Rolipram beladene und unbeladene sp-NPPt-Beschichtungen untersucht. Anhand
von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen sollte die Oberflichen-
morphologie der Proben beurteilt werden, impedanzspektroskopische sowie cyclo-

voltammetrische Messungen dienten zur Kontrolle der elektrischen Eigenschaften.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Auflerdem wurden die Freisetzungsiiberstinde mittels Massenspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma (inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-
MS) auf Platinbestandteile untersucht, um Aufldsungen der sp-NPPt-Beschichtung
zu evaluieren. Insbesondere fiir biomedizinische Anwendungen werden freigesetzte
ionische Platinspezies im Hinblick auf mogliche cancerogene Eigenschaften als sehr
kritisch eingestuft (vgl. Kapitel 2.2.1, S. 12ff).

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen unmodifizierter mit Rolipram
beladener sp-NPPt-Beschichtungen sind in Abbildung 4.35 dargestellt.

vor Calcination

nach Calcination
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Abbildung 4.35:  REM-Aufnahme einer unmodifizierten mit Rolipram-beladenen sp-
NPPt-Beschichtung nach der Rolipram-Freisetzung (a-c) sowie nach der
Freisetzung zur Reinigung calcinierten (d-g) Proben.

Um mogliche Oberflachenverunreinigungen zu entfernen, die durch die Lagerung
im Freisetzungsmedium verursacht werden konnen, wurden die Proben bei 350 °C
calciniert und anschlieBend vermessen. Die Oberflichenmorphologie der sp-NPPt-
Beschichtung nach 17-tagiger Lagerung unter Freisetzungsbedingungen in Panserin
blieb, wie in Abbildung 4.35a-c zu erkennen, unverandert. Es sind weiterhin Poren
mit einem Durchmesser von etwa 10 nm und Risse mit einer Breite von 50 nm
vorhanden. Es scheint, als hétten sich durch die Calcination etwa 300 nm grof3e, nicht
pordse Ablagerungen auf der sp-NPPt-Beschichtung gebildet (Abbildung 4.35d-f).
Trotzdem sind weiterhin Poren mit unverianderten Porendurchmessern von 10 nm
und Risse in der Beschichtung vorhanden. Dies entspricht der unmodifizierten
Kontrollprobe (Abbildung 4.36), in der kein Rolipram eingelagert wurde.
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vor Calcination

nach Calcination

Abbildung 4.36:  REM-Aufnahme einer unmodifizierten unbeladenen  sp-NPPt-
Beschichtung nach Lagerung unter Freisetzungsbedingungen (a,b) sowie
nach der Freisetzung zur Reinigung calcinierter (c-e) Proben.

Die Poren- und Rissgrofien unterscheiden sich nicht zu der in Abbildung 4.35d-f
dargestellten sp-NPPt-Beschichtung. Auch hat sich die Oberflichenmorphologie der
Kontrollprobe durch die Calcination (Abbildung 4.36c-e) nicht verdndert.
Offensichtlich haben sich auf einigen Probenoberflichen Ablagerungen gebildet,
welche durch die Lagerungen in Panserin wiahrend der Rolipram-Freisetzung
verursacht wurden.

Die mit 11-Mercaptoundecansdure modifizierte sp-NPPt-Beschichtung zeigt die
gleiche Oberflichenmorphologie wie die bereits analysierten sp-NPPt-Beschich-
tungen, dargestellt in Abbildung 4.37.
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Abbildung 4.37:  REM-Aufnahme von mit 11-Mercaptoundecansaure modifizierten
Rolipram-beladenen  (a-c) sowie unbeladenen (d,e) sp-NPPt-
Beschichtungen nach Lagerung unter Freisetzungsbedingungen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Entsprechend konnen anhand der vorgestellten REM-Aufnahmen gravierende
Anderungen der Oberflichenmorphologie von den sp-NPPt-Beschichtungen durch
die Rolipram-Freisetzung ausgeschlossen werden. Unabhédngig von Oberflichen-
modifizierung und Rolipram-Beladung wurden bei einigen Proben nach der
Freisetzung Ablagerungen auf der sp-NPPt-Beschichtung beobachtet, welche auch
durch Calcination nicht entfernt werden konnten.

Zur weiteren Stabilitdtsbeurteilung der sp-NPPt-Beschichtung unter Frei-
setzungsbedingungen wurden impedanzspektroskopische Messungen von den sp-
NPPt-Beschichtungen, die auch unter dem REM untersucht wurden, durchgefiihrt.
(Abbildung 4.38).
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Abbildung 4.38:  Impedanzspektroskopische ~ Messungen  eines  unbeschichteten
Platinsubstrats (grau), sowie von sp-NPPt-beschichteten
Platinsubstraten vor der Rolipram-Freisetzung (blau), nach der
Rolipram-Freisetzung (griin) sowie anschlieflender Calcination (rot).

Das unbeschichtete Platinsubstrat (schwarz) weist, wie auch schon in Kapitel
4.1.1.2 (S. 85) erlautert, bei einer Frequenz von 0.1 Hz mit 630 Q-mm™2 eine deutlich
hohere Impedanz als die sp-NPPt-Beschichtungen auf. Vor der Rolipram-Freisetzung
wurde bei 0.1 Hz fir die sp-NPPt-Beschichtung eine Impedanz von 4.2 Q-mm™
(griin) bestimmt. Bei den impedanzspektroskopischen Messungen konnten weder
Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Modifikationen der Platinoberfliche
noch zwischen unbeladenen und beladenen sp-NPPt-Beschichtungen festgestellt
werden. Nach der 17-tigigen Rolipram-Freisetzung in Panserin bei 37 °C unter
dynamischen Bedingungen wiesen alle sp-NPPt-Beschichtungen bei 0.1 Hz eine
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Impedanz von etwa 2 Q-mm™ auf (blau), wobei keine Verdnderung durch die
anschlieende Calcination verursacht wurde (rot). Die Verschiebung der Impe-
danzen der calcinierten sp-NPPt-Beschichtung bei allen Frequenzen um einen
konstanten Wert wird auf einen systematischen Fehler zuriickgefithrt und kann mit
den Umgebungsparametern, wie Temperatur und Druck, erklart werden. Die Ver-
ringerung der Impedanz der sp-NPPt-Beschichtungen nach der Freisetzung im
niederfrequenten Bereich konnte mit einer besseren Zuginglichkeit des Poren-
systems und einer folglich erhohten spezifischen Oberfliche erklart werden. Dies
konnte auf leichte Auflosungen der sp-NPPt-Beschichtung oder Herauslosen von
Chemikalienriickstinden = aus dem  Herstellungsprozess,  beispielsweise
Pluronic® F127, zuriickzufiithren sein.

Anhand cyclovoltammetrischer Messungen sollte ein Vergleich der integralen
Ladungsmenge zwischen der sp-NPPt-Beschichtung vor sowie nach der Rolipram-
Freisetzung gezogen werden. Auflerdem wurde diese mit den Messungen an
calcinierten Proben verglichen. Es wurden unmodifizierte und modifizierte, sowie
unbeladene und Rolipram beladene Proben untersucht, die sich jedoch nicht
unterschieden. Daher wird im Folgenden ausschliefSlich zwischen sp-NPPt-
Beschichtungen vor und nach der Freisetzung sowie nach anschlielender
Calcination, differenziert. In Abbildung 4.39 sind die jeweiligen Cyclovoltammo-
gramme dargestellt.
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Abbildung 4.39:  Cyclovoltammetrische Untersuchungen von sp-NPPt-beschichteten
Platinsubstraten vor der Rolipram-Freisetzung (blau), nach der
Rolipram-Freisetzung (griin) sowie anschlieflender Calcination (rot).

Vor der Rolipram-Freisetzung weist die sp-NPPt-Beschichtung eine integrale
Ladungsdichte von 33.1-107* VA auf (griin; vgl. Abbildung 4.16, S. 86), welche durch

115



4 Ergebnisse und Diskussion

die 17-tagige Rolipram-Freisetzung auf 19.6-107* VA verringert wurde (blau). Durch
anschlieffende Calcination wurde die integrale Ladungsmenge mit einem Wert von
31.9:-107* VA wieder stark erhoht (rot), wodurch der Ausgangswert der integralen
Ladungsmenge fast erreicht wurde. Allerdings unterscheiden sich die Verlaufe der
Cyclovoltammogramme (rot, griin). So ist in dem Cyclovoltammogramm der
calcinierten sp-NPPt-Beschichtung (rot) eine deutlichere Oxidationsreaktion
erkennbar. Da sich die Impedanz durch die Rolipram-Freisetzung im
niederfrequenten Bereich verringerte (vgl. Abbildung 4.38, S. 114) und dies mit einer
Erhéhung der spezifischen Oberflache erklart wurde, scheinen die Redoxreaktionen
an der sp-NPPt-Oberfliche durch die Freisetzungsbedingungen vermindert zu
werden. Die auf den REM-Aufnahmen erkennbaren Ablagerungen (vgl. Abbildung
4.36, S. 113) wurden durch die Calcination nicht entfernt, weshalb die verminderten
Oberflachenreaktionen vor der Calcination mit diesen nicht erklart werden kénnen.
Infolgedessen scheinen Riickstinde mit einer Zersetzungstemperatur kleiner als
350 °C in der sp-NPPt-Beschichtung vorhanden zu sein, welche die Redoxreaktionen
an der sp-NPPt-Oberfliche beeinflussen. Dies konnen zum einen Rolipram-Riick-
stande, welche noch nicht freigesetzt wurden, sein. Zum anderen sind auch Rick-
stinde aus dem Freisetzungsmedium Panserin denkbar.

Zur Untersuchung moglicher Auflésungen der sp-NPPt-Beschichtung wahrend
der Wirkstofffreisetzung wurden die PBS-Uberstinde mittels Massenspektrometrie
mit induktiv gekoppeltem Plasma (inductively coupled plasma mass spectrometry,
ICP-MS) auf samtliche Platinspezies tberpriift. Zur generellen Evaluierung der
Messdurchfithrung und -parameter wurden zunichst mit Rolipram beladene
unmodifizierte, unbeladene unmodifizierte, sowie mit Rolipram beladene 11-
Mercaptoundecansdure-modifizierte und unbeladene 11-Mercaptoundecansiure-
modifizierte sp-NPPt-Beschichtungen auf ihre Stabilitdt gepriift. Die kumulativ
aufgetragenen Platinkonzentrationen aus den Uberstinden von Tag 1, 4, 10 und 17
sind in Abbildung 4.40 dargestellt.
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Abbildung 4.40:  Kumulative Auftragung der durch ICP-MS-Messungen bestimmten
Platinkonzentrationen der Freisetzungsiiberstande von Tag 1, 4, 10 und
17. Es wurden mit Rolipram beladene unmodifizierte (a), unbeladene
unmodifizierte (b), sowie Rolipram beladene 11-Mercaptoundecansiure-
modifizierte (c) und unbeladene 11-Mercaptoundecansiure-modifizierte
(d) sp-NPPt-Beschichtungen untersucht.

Es ist zu erkennen, dass die Kurven der unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtungen
zunichst eine geringere Steigung aufweisen, welche ab dem 10. Tag deutlich
ansteigt. Nach 17 Tagen wurden aus der mit Rolipram beladenen unmodifizierten sp-
NPPt-Beschichtung (a) 17.5 pg-kg™! Platin freigesetzt, bei der unbeladenen sp-NPPt-
Beschichtung (b) sogar 28.6 pg-kg™'. Bei den mit Rolipram beladenen modifizierten
sp-NPPt-Beschichtungen (c) ergibt sich ein adhnliches Ergebnis, hier steigt die
Platinkonzentration schon ab dem 4. Tag deutlich an und weist nach 17 Tagen einen
Wert von 39.7 pg-kg! auf. Die unbeladene modifizierte sp-NPPt-Beschichtung (d)
zeigt schon wiahrend der ersten Freisetzungstage eine hohe Platinfreisetzung, welche
jedoch im weiteren Verlauf nicht weiter ansteigt. So wurde hier nach 17 Tagen
23.3 pg-kg™! Platin in den Uberstinden nachgewiesen.

Bei den unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtungen wurde eine geringere
Platinmenge als bei den mit Rolipram beladenen Proben freigesetzt. Bei den
modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen hingegen weist die Rolipram beladene
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Beschichtung eine deutlich hohere Platinfreisetzung auf. Folglich wurde die
freigesetzte Platinmenge nicht von der Rolipram-Freisetzung beeinflusst. Auch bei
dem Vergleich zwischen unmodifizierten und modifizierten sp-NPPt-
Beschichtungen kann kein Zusammenhang zu der freigesetzten Platinmenge
festgestellt werden.

Zukiinftig sollten zur genaueren Einschitzung der Stabilitit der sp-NPPt-
Beschichtung zusatzlich blanke Platinsubstrate mit der jeweils analogen Behandlung
als Blindkontrollen zu der sp-NPPt-Beschichtung vermessen werden. Da auch aus
dichten Platinoberflichen, welche bereits im Menschen eingesetzt werden,
Platinspezies freigesetzt werden, sollten die Platinkonzentrationen miteinander
verglichen und anhand dieser die Zelltoxizitat eingeschatzt werden. Aufierdem
sollten sowohl die Einlagerungs- als auch Freisetzungsbedingungen in Reinstwasser
simuliert und unterschiedlich behandelte nanopordse Platinbeschichtungen im
Vergleich zu unbeschichteten Platinsubstraten untersucht werden. Zellkultur-
untersuchungen mit NIH3T3-Fibroblasten und SH-SY5Y Krebszellen zeigten, dass
geringe Platinkonzentration unter 1000 pg-L™! kein Zellsterben hervorriefen.”! Daher
sollten aufgrund der potentiellen Anwendung im Innenohr Zellkulturunter-
suchungen der Uberstdnde mit den aus dem Innenohr stammenden Spiralganglien-
zellen durchgefithrt werden.

Durch in vivo Analysen der elektrochemischen Impedanzspektroskopie und
Cyclovoltammetrie unter Freisetzungsbedingungen koénnten weitere anwendungs-
bezogene Aussagen tiber die Beschichtungsstabilitat getitigt werden.?3?

Kurzzusammenfassung: Stabilitdtsuntersuchungen nach Lagerung unter Freisetzungs-
bedingungen

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten nach 17-tdgiger Lagerung
unter Freisetzungsbedingung keine Verdnderungen des Porensystems. Auflerdem
sind auf einigen Oberflichen Ablagerungen erkennbar, welche auf Riickstidnde aus
dem Freisetzungsmedium zuriickgefithrt werden.

Impedanzspektroskopische Messungen zeigten eine Verringerung des
Wechselstromwiderstands im niederfrequenten Bereich um etwa 2 Q-mm™2, welcher
sich auch durch anschliefende Calcination nicht verdnderte. Eine mdgliche
Erklarung ist eine bessere Zugénglichkeit des Porensystems durch Herauslosen von
Riickstinden, wie Pluronic® F127, aus der sp-NPPt-Beschichtung.

In aufgenommenen Cyclovoltagrammen konnte ein deutlicher Unterschied
zwischen den sp-NPPt-Beschichtungen vor und nach der Freisetzung festgestellt
werden. Die integrale Ladungsmenge wurde durch Lagerung unter
Freisetzungsbedingungen von 33.1-10* VA um 40% auf 19.6-10~* VA verringert. Hier
konnte eine anschliefende Calcination eine Anndherung des Cyclo-
voltammogramms der sp-NPPt-Beschichtung nach der Freisetzung an den
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Ausgangszustand hervorrufen, wodurch die integrale Ladungsmenge wiederum auf
31.9-107* VA erhoht wurde.

Die Untersuchung der Freisetzungsiiberstinde mittels ICP-MS auf Platinspezies
zeigte, dass unabhidngig von Modifizierung und Rolipram-Freisetzung bis zum
17. Freisetzungstag Platinkonzentrationen bis 39.7 pg-kg™! nachgewiesen werden
konnten. Da diese Platinkonzentrationen anhand bereits durchgefithrter Zellkultur-
untersuchungen mit NIH3T3-Fibroblasten und SH-SY5Y Krebszellen keine Toxizitét
zeigten, sollte der Einfluss der Platinmengen auf die aus dem Innenohr stammenden
Spiralganglienzellen untersucht werden (vgl. Kapitel 2.2.1, S. 12ff).

4.1.1.7 Transfer auf Elektrodenkontakte des Cochlea-Implantats

Aufgrund der in den vorherigen Abschnitten durch REM-Aufnahmen, elektrische
Charakterisierungen, Cytokompatibilitdtsuntersuchungen sowie Rolipram-Frei-
setzungen gezeigten erfolgsversprechenden Eigenschaften der sp-NPPt-
Beschichtung sollten weiterfithrend Elektrodenkontakte eines Cochlea-Implantats
beschichtet und charakterisiert werden.

Entwicklung einer alternativen Templatentfernung

Hierfiir musste zunéchst eine alternative Templatentfernung zur Calcination bei
350 °C entwickelt werden, da sich die Polytetrafluorethylen (PTFE)-Ummantelung
des an dem Elektrodenkontakt angeschweifite Platindrahts ab etwa 300 °C zersetzt.!®

Zum Nachweis der Riickstinde des Pluronic® F127 in der sp-NPPt-Beschichtung
mussten zundchst geeignete Analysemethoden gefunden werden. Dafiir wurden
cyclovoltammetrische = Messungen, Krypton-Physisorptionsmessungen  und
Zellkulturuntersuchungen durchgefithrt. Geeignete Verfahren zur Pluronic® F127-
Entfernung kénnten zum einen die Extraktion und zum anderen eine Calcination bei
unter 300 °C sein.

Zur Bestimmung einer geeigneten Calcinationstemperatur unter 300 °C wurde der
genaue Zersetzungstemperaturbereich von Pluronic® F127 durch thermogravi-
metrische Messungen bestimmt (vgl. Abbildung 7.8, S. 214). Da sich Pluronic® F127
ab etwa 250 °C zersetzt, wurde 270 °C als eine mogliche geeignete Calcinations-
temperatur festgelegt. Anhand cyclovoltammetrischer Messungen sollten
Riickschliisse auf mogliche Restmengen von Pluronic® F127 in der sp-NPPt-
Beschichtung durch Detektion von Reduktions- und Oxidationsprozessen an der
Probenoberfliche geschlossen werden. Zur Bestimmung méglicher Pluronic® F127-
Riickstande wurden Cyclovoltammogramme einer nicht calcinierten sowie bei
120 °C, bei 270 °C und 350 °C calcinierten sp-NPPt-Beschichtungen aufgenommen,
welche in Abbildung 4.41 dargestellt sind.
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Abbildung 4.41:  Cyclovoltammetrische Messungen an nicht calcinierten (grau), sowie bei
120 °C (blau), 270 °C (rot) und 350 °C (griun) calcinierten sp-NPPt-
Beschichtungen zum Nachweis moglicher Pluronic® F127-Riickstéande in
der sp-NPPt-Beschichtung.

Um die an der Probenoberfliche ablaufenden Oxidations- und Reduktions-
reaktionen genauer analysieren zu konnen, wurde die Geschwindigkeit der
Potentialainderung im Vergleich zu den cyclovoltammetrischen Messungen in
Abschnitt 4.1.1.2 von 0.1 V-s™! auf 0.001 V-s7! herabgesetzt. Infolgedessen sind die
einzelnen Signale deutlich besser ausgebildet, wodurch der Potentialbereich
zwischen —1.0 V bis 0 V der Oxidation der atomaren Wasserstoff-Belegung auf der
Platinoberflaiche zugeordnet werden kann. Im weiteren Verlauf des Spannungs-
hinlauf ist die Bildung der Sauerstoffdeckschicht erkennbar, bis die Sauerstoft-
entwicklung bei etwa 1.1V einsetzt. Auch die Reduktion der Sauerstoffbelegung
beim Potentialriicklauf bei 0.5 V ist deutlich erkennbar. Durch den Vergleich der
Oberflachenreaktionen an der nicht calcinierten sowie bei unterschiedlichen
Temperaturen calcinierten sp-NPPt-Beschichtung, sollte auf mégliche Riickstande
von Pluronic® F127 geschlossen werden. Die nicht calcinierte sp-NPPt-Beschichtung
weist bei einem Potential von 0.35 V im Gegensatz zu den calcinierten Proben ein
deutliches Signal auf. Moglicherweise konnte dieses Signal durch eine
Oxidationsreaktion von den Riickstinden in der nicht calcinierten Probe
hervorgerufen werden. Da diese Reaktion jedoch an der Oberfldche der bei 120 °C
calcinierten sp-NPPt-Beschichtung nicht mehr stattfindet und Pluronic® F127 erst ab
etwa 250 °C zersetzt wird (vgl. Abbildung 7.8, S. 214), sollte diese Oxidationsreaktion
nicht dem Pluronic® F127 zugeordnet werden. Vermutlich werden durch die

Calcination noch weitere Riickstdnde, beispielsweise aus der Elektrolytlosung,
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entfernt, welche das Oxidationssignal bei 0.35V verursachen. Zwar weist die bei
120 °C calcinierte sp-NPPt-Oberflache bei —0.15 V ein deutlich kleineres Signal auf,
da aber an der nicht calcinierte sp-NPPt-Beschichtung eine dhnlich hohe Oxidations-
reaktion wie an den bei hoheren Temperaturen calcinierten Beschichtungen
stattfindet, sollte auch dieses Signal nicht den Rickstinden von Pluronic® F127
zugeordnet werden. Demzufolge ist die Cyclovoltammetrie als Nachweismethode fiir
Riickstinde von Pluronic® F127 nicht geeignet.

Es wurden dartiber hinaus Krypton-Physisorptionsmessungen von bei 120 °C,
270 °C und 350 °C calcinierten sp-NPPt-Beschichtungen durchgefithrt und die
spezifische Oberfliche mittels der Brunauer-Emmet-Teller-Methode (BET) bestimmt.
Die aufgenommenen Isothermen sowie der Vergleich der spezifischen Oberflichen
sind in Abbildung 4.42 dargestellt.
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Abbildung 4.42:  Isothermen der Krypton-Physisorptionsmessungen von bei 120 °C (blau),
270 °C (rot) und 350 °C (griin) calcinierten sp-NPPt-Beschichtungen sowie
der direkte Vergleich der jeweiligen spezifischen Oberflachen.

Die Isothermen verlaufen abhédngig von der Calcinationstemperatur
unterschiedlich. So weist die Isotherme unter Verwendung einer Calcinations-
temperatur von 120 °C eine grofiere Hysterese auf, welche sich im Druckbereich von
1.0 bis 0.4 ausbildet (blau). Durch die Erhéhung der Calcinationstemperatur auf
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270 °C konnte eine kleinere Hysterese detektiert werden, welche mit einem deutlich
flacheren Verlauf im Druckbereich von 1.0 bis 0.4 auftrat. Die weitere Temperatur-
erhohung auf 350 °C fiihrte zu einer flachen Hysterese mit einem deutlich grofleren
Druckbereich von 1.0 bis 0.2. Da die vermessenen Probenmengen aufgrund des
groflen Herstellungsaufwands mit ihrer sehr geringen makroskopischen Oberflache
an der unteren Nachweisgrenze fiir Krypton-Physisorptionsmessungen liegen,
sollten anhand des Isothermenverlaufs keine konkreten Aussagen iiber Porenformen
und Porengrofien getroffen werden. Trotzdem koénnen durch den Vergleich der
spezifischen Oberflaichen Riickschliisse auf moégliche Pluronic® F127-Riickstande
gezogen werden. Die bei 120 °C calcinierte sp-NPPt-Beschichtung weist mit
140 cm?-cm? eine kleinere spezifische Oberflache auf als die Proben, die bei 270 °C
oder 350 °C calciniert wurden. Durch die Calcination bei 270 °C konnte eine
spezifische Oberfliche von 210 cm?cm™, durch Calcinieren bei 350 °C eine
spezifische Oberflache von 190 cm?.cm™ erzeugt werden. Unter Beriicksichtigung
der Messfehler ist die spezifische Oberflache beider Proben gleichzusetzen, was auf
eine vollstandige Entfernung von Pluronic® F127 aus den Poren schliefen lasst. Fir
eine genaue Aussage tiber die Pluronic® F127-Entfernung und folglich tber die
Cytokompatibilitdit der sp-NPPt-Beschichtung missen abschliefend Zellkultur-
untersuchungen mit den sensitiven aus dem Innenohr stammenden Spiralganglien-
zellen (SGZ) durchgefithrt werden.

Da die Extraktion von Pluronic® F127 aus Silica-Partikeln im Arbeitskreis Behrens
bereits erfolgreich durchgefithrt wird, sollte dieses Verfahren durch Anpassen der
Parameter zur Entfernung des Pluronic® F127 aus sp-NPPt-Beschichtung verwendet
werden.?®  Aufgrund der vorrangegangenen Untersuchungen iber die
Pluronic® F127-Entfernung aus Silica-Partikeln wurden die unter Verwendung des
Extraktionsverfahrens hergestellten sp-NPPt-Beschichtungen direkt in Zellkultur-
experimenten mit den sensitiven aus dem Innenohr stammenden Spiralganglien-
zellen (SGZ) untersucht. Hierfiir wurden als Kontrollproben sowohl die Anzahl der
Spiralganglienneuronen (SGN) auf Well-Plastik als auch auf den unbeschichteten
Platinsubstraten bestimmt. Im Vergleich wurde eine nicht calcinierte sp-NPPt-
Beschichtung untersucht. Da die bei 350 °C calcinierten sp-NPPt-Beschichtungen
bereits in Zellkulturuntersuchungen mit SGN als cytokompatibel eingestuft wurden
(vgl. Abbildung 4.20, S. 91), dienten auch diese Beschichtungen als Vergleichsproben.
Es wurden zwei unterschiedlich lange Extraktionszeiten untersucht. Die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind in Abbildung 4.43 zu sehen, bei
welchen das Neurofilament der SGN in griin und die Zellkerne sowohl der SGZ, als

auch der Stutzzellen, in blau erkennbar sind.
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Abbildung 4.43:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von SGZ auf Ornithin/Laminin
beschichtetem Well-Plastik, unbeschichtetem Platin und der sp-NPPt-
Beschichtung, bei welcher Pluronic F127® nicht entfernt wurde (nicht
calciniert), sowie durch Calcination, durch lange Extraktion und durch
kurze Extraktion entfernt wurde. Die Spiralganglienneurone mit
eingefarbten Neurofilamenten sind in griin erkennbar, die Zellkerne
wurden mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) eingefarbt und sind in
blau zu sehen.

Auf allen Oberflaichen konnte ein Neuritenwachstum beobachtet werden. Visuell
konnten keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Oberflichen festgestellt
werden. Die absolute SGN-Anzahl nach zweitdgiger Kultivierungszeit auf den
unterschiedlichen Probenoberflichen ist in Abbildung 4.44 dargestellt.
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Abbildung 4.44:  Absolute  Zellzahlen ~der nach 48 Stunden  angewachsenen
Spiralganglienzellen — auf  Well-Plastik, dem  unbeschichteten
Platinsubstrat (grau) und der nicht calcinierten sp-NPPt-Beschichtung
(orange), sowie sp-NPPt-Beschichtungen aus denen Pluronic F127®
durch Calcination (griin), durch lange Extraktion (dunkelblau) und durch
kurze Extraktion (hellblau) entfernt wurde.

Die nach 48 Stunden ausgezahlte SGN-Anzahl auf Well-Plastik ist sehr gering,
insbesondere im Hinblick auf die Ergebnisse anderer Zellkulturuntersuchungen mit
SGN (vgl. Abbildung 4.83, S. 159). Aus den schon auf S. 91 erlauterten Griinden wird
daher die geringe SGN-Anzahl auf der Kontrollprobe nicht weiter diskutiert und fiir
die Auswertung nicht beriicksichtigt. Der Vergleich zwischen den als sehr gut
biokompatibel eingestuften unbeschichteten Platinsubstraten und den calcinierten,
oder extrahierten sp-NPPt-Beschichtungen zeigt keine entscheidenden Unterschiede
in der SGN-Uberlebensrate. AusschlieBlich auf der nicht calcinierten sp-NPPt-
Beschichtung wurde eine deutlich geringere SGN-Anzahl nachgewiesen, was auf das
in der Beschichtung eingeschlossene Pluronic® F127 zuriickgefithrt werden kann. Da
sich das Zellwachstum auf den mit kurzer Extraktionszeit behandelten sp-NPPt-
Beschichtungen von der calcinierten Probe nicht unterscheidet, wurde
Pluronic® F127 offensichtlich bereits nach der kurzen Extraktionszeit aus den Poren
der sp-NPPt-Beschichtung entfernt. Entsprechend eignet sich die Extraktion mit
kiirzerer Einlagerungszeit als alternative Templatentfernung und wird im Folgenden
zur Entfernung von Pluronic® F127 bei Beschichtung der Elektrodenkontakte
verwendet.
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Kurzzusammenfassung: Entwicklung einer alternativen Templatentfernung

Zur Beschichtung von Elektrodenkontakten des Cochlea-Implantats mit sp-NPPt
musste aufgrund der PTFE-Ummantelung der Elektrodenkontaktierung eine
alternative Templatentfernung bei niedrigeren Temperaturen entwickelt werden.

Es wurde zum einen eine Calcination unterhalb der PTFE-Zersetzungstemperatur
bei 270 °C untersucht. Anhand cyclovoltammetrischer Messungen konnten keine
Informationen tber Riickstinde von Pluronic® F127 in der sp-NPPt-Beschichtung
erhalten werden. Durch Krypton-Physisorptionsmessungen kann eine erfolgreiche
Pluronic® F127-Entfernung bei 270 °C angenommen werden

Zum anderen konnte die erfolgreiche Pluronic® F127-Entfernung durch ein
Extraktionsverfahren mittels Zellkulturuntersuchungen nachgewiesen werden. Da
der Beschichtungsprozess bei moglichst geringen Temperaturen durchgefithrt
werden sollte, um die PTFE-Ummantelung der Platindrahte nicht zu beschadigen,
und die Extraktion ein erfolgreiches Ergebnis lieferte, wurden die per Calcination
behandelten Proben nicht weiter untersucht.

Infolgedessen wird die Extraktion im Folgenden zur Pluronic® F127-Entfernung

angewendet.

Oberflachen- und Schichtdickencharakterisierung

Nachdem eine fiir Implantatbeschichtungen anwendbare sp-NPPt-Beschichtung
erfolgreich hergestellt und charakterisiert wurde, sollten anschlieBend Cochlea-
Elektrodenkontakte mit dieser beschichtet werden. Fotografische Aufnahmen eines
solchen Elektrodenkontakts sind in Abbildung 4.45 zu sehen.

& :
= I —
Abbildung 4.45:  Fotografische Aufnahme eines Platinkontakts mit kontaktiertem

Platindraht des Cochlea-Implantats in verschiedenen Vergrofierungen.

Der Elektrodenkontakt weist eine Breite von 450 pm und eine Lange von 700 pm
auf und ist iiber einen sehr flexiblen, wellenférmigen, Teflon-ummantelten Platin-
Iridiumdraht mit dem Implantat verbunden. Auf den rasterelektronenmikros-
kopischen Aufnahmen in Abbildung 4.46a und b ist der angeschweifite Draht an der
Unterseite des Elektrodenkontakts erkennbar.
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Abbildung 4.46:

Durch weitere Vergrofierung ist in Abbildung 4.46¢ die typische Struktur von
blanken Edelmetalloberflichen erkennbar. Diese weist durch den bei der Herstellung
von Edelmetallfolien verwendeten Walzprozess parallele Furchen auf.

Fir die Beschichtung der Cochlea-Elektrodenkontakte ergeben sich zwei
unterschiedliche Herstellungsrouten. Zum einen konnen die schon gefertigten
Elektrodenkontakte elektrochemisch mit sp-NPPt beschichtet werden, zum anderen
konnen die Kontakte aus einer schon beschichteten Platinfolie hergestellt werden.
Werden die schon angefertigten Elektrodenkontakte elektrochemisch beschichtet, so
missen gegebenenfalls die Parameter der Standardsynthese der sp-NPPt-
Beschichtung angepasst sowie Pluronic® F127 iiber Extraktion entfernt werden. In
Abbildung 4.47 sind die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen eines durch
Anlegen von 2000 Abscheidungszyklen mit sp-NPPt beschichteten Elektroden-
kontakts zu sehen.

KA o !
300 pm 5 pm 45 ey 100
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Abbildung 4.47:  REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt unter Verwendung der Standardsynthese-
bedingungen mit 2000 Abscheidungszyklen.

In der Ubersichtsaufnahme sind ausschlieflich an den dufleren Kanten des
Elektrodenkontakts wenige Bruchstiicke einer Beschichtung erkennbar, ein Grofiteil
des Kontakts weist keine Beschichtung auf. Durch nahere Betrachtung der
Beschichtung in Abbildung 4.47b scheint sich diese von dem Elektrodenkontakt
abzuheben, was eine schlechte Anhaftung vermuten lasst. Bei weiteren
Vergroflerungen werden Poren mit einer Grofie von unter 10 nm erkennbar. Anhand
der Bruchkante kann die Schichtdicke der sp-NPPt ermittelt werden, diese liegt bei
etwa 1300 nm. Da diese Beschichtung im Vergleich zu den sp-NPPt-Beschichtungen
auf den Platinsubstraten mehr als doppelt so dick ist (vgl. S.80) sollte durch
Verringerung der Anzahl der Abscheidungszyklen eine diinnere sp-NPPt-
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Beschichtung erzeugt werden. Unter Verwendung von 600 Abscheidungszyklen
konnte eine deutlich stabilere sp-NPPt-Beschichtung erzeugt werden, was auf den
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 4.48 erkennbar ist.

100 um [[RRRES 100 nm

Abbildung 4.48: REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt unter Verwendung von 600 Abscheidungszyklen.

Anhand der Ubersichtsaufnahme kann der Ablosungsprozess der sp-NPPt-
Beschichtung gut nachvollzogen werden. Sowohl an den Kanten als auch an dem
kontaktierten Draht 16st sich die sp-NPPt-Beschichtung durch Aufrollen von dem
Elektrodenkontakt ab. Aufierdem sind, wie in Abbildung 4.48b zu sehen, vereinzelt
Risse in der sp-NPPt-Beschichtung vorhanden. Anhand dieser Kanten kann zum
einen eine vollstindige Porositit durch die gesamte sp-NPPt-Beschichtung
festgestellt werden und zum anderen die Schichtdicke mit 450 nm bestimmt werden.
Durch die hohe Vergréflerung in Abbildung 4.48d sind wiederum Poren mit
Durchmessern kleiner 10 nm erkennbar.

Da durch die Verringerung der Zyklenzahl auf 600 Abscheidungszyklen eine
deutlich stabilere sp-NPPt-Beschichtung auf dem Elektrodenkontakt aufgebracht
werden konnte, wurde die Zyklenzahl nochmals auf 200 Abscheidungszyklen
verkleinert. Die so erzeugte sp-NPPt-Beschichtung ist in Abbildung 4.49 dargestellt.

100 pm TR 50 um

Abbildung 4.49: REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt unter Verwendung von 200 Abscheidungszyklen.

Es konnte eine Beschichtung ohne Ablosungen oder Risse erzeugt werden, selbst
an den Kanten des Elektrodenkontakts sind keine unbeschichteten Bereiche
erkennbar. Hohere Vergroflerungen zeigen eine homogene Beschichtung, welche
Poren mit Durchmessern kleiner 10 nm aufweisen.

Durch Beschichten einer Platinfolie unter Standardsynthesebedingungen,
welche in Abbildung 4.50 zu sehen ist (2000 Abscheidungszyklen, Calcination),
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konnten Elektrodenkontakte aus dieser durch den Implantathersteller gefertigt
werden.

Vorderseite Rickseite

Abbildung 4.50:  Fotografische Aufnahmen der mit sp-NPPt beschichteten Platinfolie des
Implantatherstellers, aus welcher die Elektrodenkontakte angefertigt
wurden.

Dafiir wurden aus dem in schwarz erkennbaren sp-NPPt beschichteten Bereich
der Platinfolie die Kontakte ausgestanzt, anschlieBend geborgen und der Platin-
Iridiumdraht angeschweif3t. Um die Stabilitidt der sp-NPPt-Beschichtung wahrend
der Herstellungsprozedur zu analysieren, wurden rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen nach den einzelnen Fertigungsschritten aufgenommen. Hierfiir wurden
alle Kontakte aus derselben beschichteten Platinfolie angefertigt. Dabei wird
zwischen dem Ausstanzen von der sp-NPPt beschichteten Seite und von der
Riickseite der beschichteten Platinfolie unterschieden. In Abbildung 4.51 ist ein
Elektrodenkontakt nach Ausstanzen von der beschichteten Seite der Platinfolie
gezeigt.

Abbildung 4.51:  REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt, welcher aus einer sp-NPPt-beschichteten Platinfolie
(2000 Abscheidungszyklen) gestanzt wurde.

Auf dem gesamten Elektrodenkontakt ist eine Beschichtung erkennbar, die an den
Kanten des Kontakts abgeplatzt ist. Dies kann auf den Ausstanzprozess
zuriickgefithrt werden. Durch hohere Vergroflerungen in Abbildung 4.51c und d ist
eine homogene, pordse Beschichtung mit etwas grofleren Porendurchmessern von
um die 10 nm zu sehen. Auflerdem sind in dieser sp-NPPt-Beschichtung, im
Vergleich zur sp-NPPt durch direkte elektrochemische Platinabscheidung auf den
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4.1 Nanoporose Platinbeschichtungen

Elektrodenkontakten (vgl. Abbildung 4.49), deutlich mehr Poren miteinander
verknupft.

Nach dem Biegen des ausgestanzten Elektrodenkontakts ist keine durchgehende
sp-NPPt-Beschichtung auf der Oberflaiche vorhanden (Abbildung 4.52).

100 ym LR Y \§ " 30 pm 300 nm

Abbildung 4.52:  REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt, welcher aus einer sp-NPPt-beschichteten Platinfolie
(2000 Abscheidungszyklen) gestanzt und anschlieflend gebogen wurde.

In vielen Bereichen des Elektrodenkontakts ist die Beschichtung briichig oder
abgeplatzt. In Abbildung 4.52a ist auf der linken Seite des Elektrodenkontakts eine
komplett unbeschichtete Oberfliche mit einer scharfen Kante zur sp-NPPt-
Beschichtung erkennbar. Diese scharfe Kante lasst das Abplatzen der Beschichtung
durch die sehr schwierige Handhabung der Elektrodenkontakte vermuten. Durch die
kleine Grofie der Kontakte waren diese mit einer Pinzette sehr schwer zu greifen,
was das Aufkleben auf den REM-Triagern erschwerte. Anhand der hoheren
Vergroflerung konnte die Schichtdicke auf mindestens 300 nm abgeschatzt und die
Porositat der Beschichtung mit Porendurchmessern von um die 10 nm festgestellt
werden. Da die Ansicht auf die Bruchkante der sp-NPPt-Beschichtung nicht
waagerecht ist, kann die Schichtdicke aufgrund moglicher Verzerrungen nur
abgeschéatzt werden.

Im Vergleich zu dem ausgestanzten und gebogenen Elektrodenkontakt ist auf der
Oberfliche des Kontakts, bei welchem zusatzlich ein Platin-Iridiumdraht

angeschweifit wurde, ein deutlich groflerer Anteil der Oberflache beschichtet.

Abbildung 4.53:  REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt, der aus einer sp-NPPt-beschichteten Platinfolie

(2000 Abscheidungszyklen) gestanzt, gebogen und an einen Platindraht
geschweif3t wurde.

Wie schon bei dem nur ausgestanzten Elektrodenkontakt (vgl. Abbildung 4.51)
wurde die sp-NPPt-Beschichtung ausschliefSlich am Rand des Kontakts durch den
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4 Ergebnisse und Diskussion

Herstellungsprozess entfernt. Im dufieren Bereich der sp-NPPt-Beschichtung sind
Risse und einzelne Beschichtungsstiicke erkennbar, welche sich teilweise von der
Elektrodenoberflache ablosen (Abbildung 4.53b). Die Beschichtung mittig auf dem
Elektrodenkontakt weist eine homogene pordse Oberfliche mit Porendurchmessern
um 10 nm auf.

Die sp-NPPt-Beschichtung auf dem Elektrodenkontakt, welcher nicht gebogen
wurde, sondern bei welchem direkt nach dem Ausstanzen der Platin-Iridiumdraht
angeschweifit wurde, ist in Abbildung 4.54 gezeigt.

i Tl A6

Abbildung 4.54:  REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt, welcher aus einer sp-NPPt-beschichteten Platinfolie
(2000 Abscheidungszyklen) gestanzt und anschlieBend an einen

Platindraht geschweif3t wurde.
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Diese sp-NPPt-Beschichtung zeigt eine vergleichbare Oberflaichenbeschaffenheit,
wie die der Beschichtung auf dem zuséatzlich gebogenen Elektrodenkontakt, welche
in Abbildung 4.53 zu sehen ist. In der Mitte des Kontakts ist eine intakte
Beschichtung erkennbar, an den Kanten hingegen hat sich die sp-NPPt-Beschichtung
abgelost. In den Randbereichen der Beschichtung sind Risse und Bruchstiicke
erkennbar. Da die Bruchkante der sp-NPPt-Beschichtung bei dieser Probe
waagerecht betrachtet werden kann, kann die Schichtdicke auf etwa 500 nm
bestimmt werden. Die Beschichtung selbst ist homogen und weist Poren mit
Durchmessern um 10 nm auf.

Da anhand der diskutierten Elektrodenkontakte die Vermutung aufgestellt
werden kann, dass die Ablosung der sp-NPPt-Beschichtung an den Kanten des
Elektrodenkontakts durch den Ausstanzprozess verursacht wurde, sollten aulerdem
Elektrodenkontakte durch Ausstanzen von der Riickseite der beschichteten
Platinfolie angefertigt werden. Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
eines so ausgestanzten Kontakts sind in Abbildung 4.55 dargestellt.
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Abbildung 4.55: REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt, welcher aus einer sp-NPPt-beschichteten Platinfolie
(2000 Abscheidungszyklen) gestanzt wurde.

Schon auf der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 4.55a ist eine deutlich bessere
sp-NPPt-Beschichtung erkennbar. An den Kanten des Elektrodenkontakts sind keine
Ablosungen, sondern lediglich einige Risse der Beschichtung im unteren Bereich
erkennbar. Ansonsten konnte ein Elektrodenkontakt mit einer homogenen porésen
Beschichtung mit Porendurchmessern von 10 nm hergestellt werden.

Nach dem Biegen hat sich jedoch ein Grofiteil der sp-NPPt-Beschichtung von dem
Elektrodenkontakt geldst, zu sehen in Abbildung 4.56.
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Abbildung 4.56: REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt, welcher aus einer sp-NPPt-beschichteten Platinfolie
(2000 Abscheidungszyklen) gestanzt und anschlielend gebogen wurde.

Es sind nur noch wenige beschichtete Bereiche auf dem Elektrodenkontakt
erkennbar, welche viele Risse aufweisen. Die Beschichtung ist wie auf den anderen
Elektrodenkontakten pords mit Durchmessern von 10 nm und einer Schichtdicke
von 500 nm. Auf dem Elektrodenkontakt nach Ausstanzen, Biegen und Anschweif3en
des Platin-Iridiumkontakts hingegen ist eine durchgehende sp-NPPt-Beschichtung
iiber die gesamte Elektrodenoberfliche erkennbar (Abbildung 4.57a).

Abbildung 4.57:  REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt, welcher aus einer sp-NPPt-beschichteten Platinfolie
(2000 Abscheidungszyklen) gestanzt, gebogen und an einen Platindraht
geschweifit wurde.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Entsprechend kann die Ablosung der sp-NPPt-Beschichtung nicht pauschal auf
den Biegeprozess zuriickgefithrt werden. Vermutlich ist eher die Handhabung fir die
Haftung der Beschichtung entscheidend. Im Vergleich zu den Kontakten, bei welchen
von der Vorderseite der beschichteten Platinfolie ausgestanzt wurde (vgl. Abbildung
4.53), konnte durch Ausstanzen von der Riickseite das Abplatzen der sp-NPPt-
Beschichtung an den Kanten des Elektrodenkontakts verhindert werden. Die
Beschichtung weist, abgesehen von den typischen Poren mit Durchmessern von
10 nm, zusatzlich deutlich groflere Poren mit Durchmessern um die 20 nm auf.
Auflerdem scheinen sich vermehrt Locher mit einem Durchmesser von tiber 150 nm
gebildet zu haben. Zusitzlich scheint die sp-NPPt-Beschichtung durch den
Schweiflprozess getempert worden zu sein, da die Beschichtung deutlich
verwachsener wirkt. Da alle Elektrodenkontakte aus der gleichen mit sp-NPPt
beschichteten Platinfolie gefertigt wurden, missen dieser Effekte auf den Schweif3-
prozess zuriickgefithrt werden. Diese Vermutung wird durch die rasterelektronen-
mikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 4.58 bestatigt.
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Abbildung 4.58: REM-Aufnahmen einer sp-NPPt-Beschichtung auf einem Cochlea-
Elektrodenkontakt, welcher aus einer sp-NPPt-beschichteten Platinfolie
(2000 Abscheidungszyklen) gestanzt und anschlieBend an einen
Platindraht geschweif3t wurde.

Der Elektrodenkontakt, welcher ausgestanzt und direkt mit einem Platin-
Iridiumdraht verschweif3t wurde, weist dhnlich grof3e Poren und Verwachsungen
auf. Die sp-NPPt-Beschichtung auf diesem nicht gebogenen Kontakt ist auf der
gesamten Elektrodenoberflache erkennbar, auch die Kanten zeigen eine vollstandige
Beschichtung. In einigen Bereichen haben sich Teile der Beschichtung mit einer
Lange von tiber 1600 nm abgelost. Allerdings treten diese Ablosungen nur vereinzelt
auf, was auf eine stabilere Beschichtung durch den moglichen Tempervorgang
zuriickzufithren wire. Anhand dieser Beschichtungskante kann die Schichtdicke auf
etwa 300 nm bestimmt werden.

Kurzzusammenfassung: Oberflichen- und Schichtdickencharakterisierung von sp-NPPt
auf Elektrodenkontakten

Anhand rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen konnten die Oberflichen
der sp-NPPt-Beschichtungen auf Elektrodenkontakten, welche durch zwei
unterschiedliche Herstellungsrouten gefertigt wurden, analysiert werden.
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4.1 Nanopordse Platinbeschichtungen

Durch elektrochemische Abscheidung auf den bereits gefertigten Elektroden-
kontakten konnte nach Anpassung der Standardsynthesebedingungen durch
Verringerung der Abscheidungszyklen und Templatentfernung durch Extraktion
eine homogene sp-NPPt-Beschichtung erzeugt werden. Diese zeigte keine
Ablosungseffekte und ist folglich als stabil einzuordnen. Auch die Teflonum-
mantelung des Platin-Iridiumdrahts zeigt keine Beschidigungen, die durch das
Extraktionsverfahren hatten erzeugt werden konnen. Die erzeugte sp-NPPt-
Schichtdicke unter Verwendung von 200 Abscheidungszyklen (vgl. S. 127) konnte
nicht bestimmt werden, da keine Bruchkanten vorlagen. Die Schichtdicke wird
vermutlich deutlich unter 400 nm liegen, da durch Anlegen von 600 Zyklen eine
Schicht mit einer Dicke von 450 nm abgeschieden wurde.

Bei der Anfertigung von Elektrodenkontakten aus einer sp-NPPt beschichteten
Platinfolie 16ste sich bei einigen Elektrodenoberflichen die sp-NPPt-Beschichtung
fast vollstindig ab. Da diese Ablosungen willkiirlich auftraten und keinem
Prozessschritt (Ausstanzen, Biegen, Schweiflen) zugeordnet werden konnten, sind
diese der schwierigen Handhabung der Elektrodenkontakte zuzuordnen. Durch die
sehr kleine Elektrodengrofle konnten diese nur schwierig mit der Pinzette gegriffen
werden, weshalb dabei vermutlich auf einigen Elektrodenkontakten die
Beschichtung zerstért wurde. Aufgrund der erfolgsversprechenden sp-NPPt-
Beschichtung auf dem Elektrodenkontakt nach dem Ausstanz-, Biegen- und
Schweiflprozess (Abbildung 4.57) kann durch Optimierung der Handhabung
vermutlich auch durch diesen Fertigungsprozess ein mit sp-NPPt beschichteter
Elektrodenkontakt hergestellt werden. Hierbei zeigte sich, dass das Ausstanzen
bevorzugt von der Riickseite durchgefithrt werden sollte. Auflerdem wurde die sp-
NPPt-Beschichtung durch den Schweiflprozess vermutlich getempert, was zu einer
erhohten Stabilitat fithren konnte. Dies miisste zukiinftig weiter untersucht werden.

Durch die Beschichtung des schon gefertigten Elektrodenkontakts konnte eine
homogenere sp-NPPt-Beschichtung erzeugt werden, welche jedoch vermutlich eine
deutlich diinnere Schichtdicke im Vergleich zu dem aus der beschichteten Platinfolie
gefertigten Elektrodenkontakt aufweist. Zur Beurteilung der bevorzugten
Herstellungsmethode sollten weitere Untersuchungen, wie Stabilitdtsunter-
suchungen unter Stimulationsbedingungen, elektrische Charakterisierungen und
Freisetzungsversuche mit Wirkstoffen durchgefithrt werden.

Bestimmung der elektrischen Eigenschaften

Durch impedanzspektroskopische Messungen sollte der erfolgreiche Transfer der
sp-NPPt-Beschichtungen auf die Elektrodenkontakte des Cochlea-Implantats
anhand der verbesserten elektrischen Eigenschaften (vgl. Abschnitt 4.1.1.2, S. 82)
bestitigt werden. Hierfiir wurden unbeschichtete sowie sp-NPPt-beschichtete
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4 Ergebnisse und Diskussion

Platinkontakte im Frequenzbereich von 107! Hz bis 10° Hz untersucht (Abbildung
4.59).

—— unbeschichteter Pt-Elektrodenkontakt
sp-NPPt beschichteter Elektrodenkontakt
(2000 Zyklen)

107€
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Abbildung 4.59:  Impedanzspektroskopische Messung eines unbeschichteten (schwarz)
und eines sp-NPPt-beschichteten (griin) Platinkontakts einer Cochlea-
Elektrode.

Zunéchst wurde ein mit 2000 Zyklen elektrochemisch beschichteter Platinkontakt
vermessen, von einem analog beschichteten Platinkontakt wurden bereits raster-
elektronenmikroskopische Aufnahmen in Abbildung 4.47 (vgl. S. 126) gezeigt. Im
hochfrequenten Bereich weisen sowohl der unbeschichtete als auch der sp-NPPt-
beschichtete Elektrodenkontakt eine Impedanz von etwa 230 Q-mm™2 auf. Bei beiden
Kontakten erhoht sich die Impedanz bereits ab 10* Hz, jedoch mit deutlich unter-
schiedlichen Verlaufen. So steigt die Impedanz der unbeschichteten Platinoberflache
ab etwa 103 Hz auf einen Wert von 2.6-10° Q-mm™2 bei einer Frequenz von 0.1 Hz.
Fiir den sp-NPPt-beschichteten Elektrodenkontakt scheint sich bei 20 Hz ein Plateau
mit 2.25-103 Q-mm™ abzuzeichnen, bevor die Impedanz auf 25.9-103 Q-mm™ bei
0.1 Hz weiter ansteigt. Somit wurde die Impedanz im niederfrequenten Bereich durch
die sp-NPPt-Beschichtung im Vergleich zu dem unbeschichteten Platinkontakt um
zwei Groflenordnungen verringert, was mit den Ergebnissen der sp-NPPt-
Beschichtung auf Platinsubstraten tibereinstimmt (vgl. Abbildung 4.15, S. 85). Da die
Anzahl der zur Verfiigung gestellten Elektrodenkontakten begrenzt war, wurde
zundchst nur der mit 2000 Abscheidungszyklen beschichtete Elektrodenkontakt
vermessen, obwohl bei diesem anhand der REM-Aufnahmen eine Ablésung der sp-
NPPt-Beschichtung festgestellt wurde. Auflerdem wurden die Messungen in der in
Abbildung 4.60 gezeigten Zelle durchgefiihrt, bei der die Elektrodenkontakte
lediglich in den Elektrolyten gehdngt und nicht definiert fixiert werden konnen.

134



4.1 Nanoporose Platinbeschichtungen

Abbildung 4.60:  Fotografische Aufnahme der Zelle fiir elektrochemische Abscheidung
sowie impedanzspektroskopische und cyclovoltammetrische Messungen
der Elektrodenkontakte einer Cochlea-Elektrode. In der Vergroflerung
(rot) ist der Elektrodenkontakt erkennbar.

Dadurch konnten zum einen die Abstande zwischen dem Elektrodenkontakt und
der Gegen- bzw. Referenzelektrode nicht konstant eingestellt werden, zum anderen
konnten Bewegungen des Elektrodenkontakts wiahrend der Messung nicht
vollstindig verhindert werden. Somit koénnte sich durch Verdnderung des
Elektrodenabstands wéahrend der Messung auch der Elektrolytwiderstand und somit
der Systemwiderstand #ndern, was das Plateau im Kurvenverlauf der
Impedanzmessung begriinden koénnte. Infolgedessen sollten anhand des
Kurvenverlaufs der Impedanz (vgl. Abbildung 4.59) keine Interpretationen iiber
elektrische = Charaktereigenschaften der sp-NPPt-Beschichtung auf den
Elektrodenkontakten angestellt werden.

Durch cyclovoltammetrische Messungen sollten in Anlehnung an die in
Abschnitt 4.1.1.2 vorgestellten Ergebnisse der sp-NPPt-Beschichtungen auf
Platinsubstraten (vgl. Abbildung 4.16, S.86) Oberflichenreaktionen und die
integralen Ladungsdichten der unbeschichteten sowie der sp-NPPt-beschichteten
Elektrodenkontakte bestimmt werden. Auch bei diesen Messungen wurde der
Potentialbereich von —0.6 V bis 0.9 V gewahlt, um die Zersetzungsspannungen von
Wasserstoff und Sauerstoff nicht zu tiberschreiten. Die Potentialanderung wurde mit
einer Geschwindigkeit von 0.1 V-s7! durchgefithrt. Die in Abbildung 4.61 dar-
gestellten Cyclovoltammogramme des unbeschichteten und des sp-NPPt-
beschichteten Platinkontakts zeigen deutliche Unterschiede beziiglich des Kurven-
verlaufs und der eingeschlossenen Flache.
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Abbildung 4.61:  Cyclovoltammetrische Untersuchung eines unbeschichteten (grau) und
eines sp-NPPt-beschichteten (orange) Platinkontakts einer Cochlea-
Elektrode.

So konnen die im Cyclovoltammogramm des sp-NPPt-beschichteten Elektroden-
kontakts erkennbaren Signale den in Abschnitt 3.1.6.2 (vgl. Abbildung 3.8, S. 55)
erlauterten Oxidations- und Reduktionsprozessen an der Platinoberfliche zuge-
ordnet werden. Im Bereich von etwa —0.4V bis 0.4 V findet die Aufladung der
elektrolytischen Doppelschicht, die Anbindung der Hydroxyl-Gruppen und die
Ausbildung der Sauerstoffdeckschicht an der Platinoberflache statt. Der Anstieg der
Stromstarke ab 0.4 V deutet auf die Entwicklung von elementarem Sauerstoff hin.
Die Reduktion der Sauerstoffbelegung findet im Potentialriicklauf bis etwa —0.5V
statt, woran die Aufladung der elektrolytischen Doppelschicht und die Bildung der
Wasserstoffdeckschicht anschliefit. Da sich bei -0.6 V ein negativer Anstieg der
Stromstarke andeutet, scheint sich erst ab diesem Potential elementarer Wasserstoff
zu bilden. Durch den Spannungshinlauf findet zwischen -0.6 V bis -0.4 V wiederum
die Oxidation der Wasserstoftbelegung statt. Die resultierenden Stromstdrken an den
Elektrodenkontakten sind im Vergleich zu denen der Substratoberflichen (vgl.
Abbildung 4.16, S. 86) zwei Groflenordnungen kleiner, was mit der deutlich kleineren
Probenoberflache der Elektrodenkontakte erklart werden kann. Auch unterscheiden
sich die integralen Ladungsdichten mit 1.18-10° VA des unbeschichteten und
1.99-10 VA des sp-NPPt-beschichteten Elektrodenkontakts nicht so stark. Trotzdem
konnte die integrale Ladungsdichte um 69% erhéht werden.

Zukinftig sollten die mit 200 Abscheidungszyklen beschichteten Elektroden-
kontakte durch impedanzspektroskopische und cyclovoltammetrische Messungen
beziiglich ihrer elektrischen Eigenschaften untersucht werden, da diese in den REM-
Aufnahmen die stabilsten und homogensten sp-NPPt-Beschichtungen aufwiesen.
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Kurzzusammenfassung: Bestimmung der elektrischen Eigenschaften von sp-NPPt auf
Elektrodenkontakten

Durch eine sp-NPPt-Beschichtung konnte die Impedanz im Vergleich zu
unbeschichteten Platinkontakten im niederfrequenten Bereich um zwei
Groflenordnungen verringert werden. Allerdings zeigte der Kurvenlauf keinen
linearen Verlauf, was vermutlich mit dem nicht optimalen Messaufbau
zusammenhangt. Der Platinkontakt wurde lediglich in die Elektrolytlosung gehangt,
weshalb Bewegungen des Kontakts wihrend der Messungen nicht ausgeschlossen
werden konnen. Durch die Veranderung der Elektrodenabstdnde kann sich somit der
Elektrolytwiderstand und folglich der Widerstand des gesamten Systems wahrend
der Messung @ndern. Dies sollte durch eine neu konstruierte Messzelle zukiinftig
verhindert werden.

Cyclovoltammetrische Messungen der sp-NPPt-beschichteten Elektroden-
kontakte zeigten eine Vergroflerung der integralen Ladungsmenge um 69%. Auch
konnten anhand des Kurvenverlaufs Oxidations- und Reduktionsprozesse an der sp-
NPPt-Oberflache nachvollzogen werden.

Da die mit 200 Abscheidungszyklen elektrochemisch beschichteten Elektroden-
kontakte in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen die stabilsten und
homogensten sp-NPPt-Beschichtungen aufwiesen, sollten diese zukiinftig auf ihre

elektrischen Eigenschaften untersucht werden.

Cytokompatibilitiatsuntersuchungen

Die erfolgreich mit sp-NPPt beschichteten Elektrodenkontakte wurden
anschlieffend in Zellkulturuntersuchungen beziiglich ihrer Cytokompatibilitat
untersucht. Alle Zellkulturuntersuchungen wurden durch Jennifer Harre aus der
Arbeitsgruppe von Dr. Athanasia Warnecke an der Klinik fiir Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde (Leitung Prof. Dr. Thomas Lenarz) der Medizinischen Hochschule
Hannover durchgefithrt und gemeinsam ausgewertet. Da sp-NPPt beschichtete
Platinwafer bereits eine gute Cytokompatibilitat mit Fibroblasten und den aus dem
Innenohr stammenden  Spiralganglienneuronen (SGN) aufwiesen  (vgl.
Abschnitt 4.1.1.3, S. 87ff und S. 124), wurde sofort das Zelliiberleben der sensitiven
SGN auf den sp-NPPt beschichteten Elektrodenkontakten charakterisiert.

Zunachst wurden lichtmikroskopische Aufnahmen der Elektrodenkontakte vor
Fixierung der SGN aufgenommen (Abbildung 4.62).
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Abbildung 4.62:  Lichtmikroskopische Aufnahmen eines mit sp-NPPt beschichteten
Elektrodenkontakts vor Fixierung der SGN.

Bei allen Proben sind sowohl in der mit Ornithin/Laminin beschichteten Well-
Platte als auch an der Elektrodenoberflache Zellen erkennbar. Da iiberall in dem Well
eine gleichmaflige Zellbesiedelung vorliegt und sich die Zelldichte direkt an der
Elektrodenoberflache nicht von der in dem Well unterscheidet, kann von einer guten
Cytokompatibilitdt und keiner Toxizitdt der sp-NPPt-Beschichtung ausgegangen
werden. Zur genaueren Quantifizierung wurden die SGN im gesamten Well

ausgezahlt und die in Abbildung 4.63 dargestellte prozentuale Uberlebensrate
bestimmt.

30

N
[6)]
1
—

——

N
o
1

Uberlebensrateggy | %
> o

5 -
0 < - S
N 4 N
NS S O
NS &
R 4 &
. S 2
@6\ N Q\.
W
\o\ ~
(@) R

Abbildung 4.63:  SGN-Uberlebensrate nach viertagiger Kultivierung auf Ornithin/Laminin
beschichteten Well-Plastik, unbeschichteten sowie sp-NPPt beschich-
teten Elektrodenkontakten.

Wie aufgrund der lichtmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 4.62 vermutet,
sind zwischen der SGN-Uberlebensrate auf dem Ornithin/Laminin beschichteten
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Well-Plastik, in den Wells mit dem wunbeschichteten sowie dem sp-NPPt
beschichteten Elektrodenkontakt keine Unterschiede auszumachen. Da die
Uberlebensrate der SGN auf Well-Plastik als Positivkontrolle zu betrachten ist und
der unbeschichtete Elektrodenkontakt bereits im Menschen eingesetzt wird, kann
anhand der vergleichbaren Uberlebensraten auf diesen drei Probenoberflichen von
einer guten Cytokompatibilitit der sp-NPPt-Beschichtung ausgegangen werden. Zur
genaueren Betrachtung der SGN-Anhaftung auf den Elektrodenoberflichen wurden
die Zellkerne mit 4°,6-Diamin-2-phenylindol (DAPI) sowie das SGN-Neurofilament
mit Anti-Neurofilament (ANF) angefarbt und sowohl unter dem Licht- (Abbildung
4.64) als auch Fluoreszenzmikroskop (Abbildung 4.65) betrachtet.

unbeschichteter
Elektrodenkontak

sp-NPPt
beschichteter
Elektrodenkontakt

Abbildung 4.64:  Lichtmikroskopische Aufnahmen von unbeschichteten und sp-NPPt
beschichteten Elektrodenkontakten nach Anfarben des SGN-
Neurofilament mit ANF.

Nach der Zellanfarbung weisen die Zellen unter dem Lichtmikroskop keine
sichtbare Veranderung beziiglich der Zelldichte oder Zellmorphologie auf. Auf der
gesamten Well-Platte, insbesondere an der Oberfliche der Elektrodenkontakte, sind
weiterhin Zellen erkennbar. Jedoch kann anhand der lichtmikroskopischen
Aufnahmen keine Aussage uiber die Zelldichte beziehungsweise Zellmorphologie der
SGN direkt auf den Elektrodenkontakten gemacht werden, weshalb die Betrachtung
unter dem Fluoreszenzmikroskop (Abbildung 4.65) weitere Erkenntnisse liefern
sollte.
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Abbildung 4.65:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von sp-NPPt beschichteten
Elektrodenkontakten nach Anfarben der Zellkerne mit DAPI und dem
SGN-Neurofilament mit ANF.

Jedoch konnten, wie auf allen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in
Abbildung 4.65 zu sehen, keine fluoreszierenden Zellen auf den Elektrodenkontakten
gefunden werden. Folgendermaf3en sind sowohl auf den unbeschichteten als auch
den sp-NPPt beschichteten Elektrodenkontakten keine Zellen vorhanden, was mit
der Durchfithrung und dem Aufbau der Zellkulturuntersuchung erkliart werden
kann. Aufgrund ihrer geringen Gréfie schwammen die Elektrodenkontakte haufig
auf der Panserin-Oberfliche und konnten nur erschwert mit dem Medium bedeckt
werden. Dies konnte das Anwachsen der Zellen auf der Elektrodenoberfliche
verhindert haben. Durch den Transport der Well-Platte konnen Bewegungen der
Elektrodenkontakte ausgelost worden sein, was wiederum eine dauerhafte
Zellanhaftung auf der Elektrodenoberfliche erschwerte. Auflerdem wurden die
Elektrodenkontakte zur Untersuchung unter dem Fluoreszenzmikroskop aus dem
Medium entfernt, wobei sich die Zellen von der Elektrodenoberfliche gelost haben
konnen. Ein direktes Aufsetzen der Zellen zu Beginn der Zellkulturuntersuchungen
auf die Elektrodenoberfliche war aufgrund der geringen Elektrodengrofie nicht
moglich.

Trotz alledem zeigen die mikroskopischen Aufnahmen sowie die Zellzahlen in
den gesamten Wells mit den unbeschichteten und sp-NPPt beschichteten Elektroden
keine Unterschiede. Da die unbeschichteten Elektrodenkontakte bereits im
Menschen eingesetzt werden und als sehr gut biokompatibel gelten, konnen die sp-
NPPt beschichteten Elektrodenkontakte als nicht toxisch eingestuft werden.

Da die beschriebenen Untersuchungen als Vorversuche gewertet werden, sollten
die Elektrodenkontakte bei zukiinftigen Zellkulturuntersuchungen durch Einbetten
in beispielsweise biokompatiblen Hartklebewachs (Deiberit 502®, SILADENT) oder
ein Hydrogel wie Agarose befestigt werden. Dies wiirde Bewegungen der
Elektrodenkontakte sowie das Schwimmen auf der Medium-Oberfliche verhindern,
wodurch das Aufwachsen der Zellen auf der Elektrodenoberflache verbessert werden
konnte.
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Kurzzusammenfassung: Bestimmung der Cytokompatibilitit von sp-NPPt auf
Elektrodenkontakten

Sowohl auf den licht- als auch fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen konnten
keine Unterschiede zwischen den Wells mit unbeschichteten und den sp-NPPt
beschichteten Elektrodenkontakten festgestellt werden. Die lichtmikroskopischen
Aufnahmen zeigten eine gute Zellbesiedelung, welche sich bis zur Elektroden-
kontaktoberfliche homogen iiber das gesamte Well erstreckte.

Auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen konnten keine Zellen auf den
Elektrodenkontakten festgestellt werden. Da jedoch auch auf den unbeschichteten
Elektrodenkontakten keine Zellen vorhanden waren, wird das verhinderte Zell-
anwachsen mit der schwierigen Handhabung der Elektrodenkontakte wahrend der
Zellkulturuntersuchungen begriindet.

Auch die absoluten Zellzahlen zeigten keine Unterschiede zwischen der SGN-
Uberlebensrate auf den unbeschichteten und sp-NPPt beschichteten Elektroden-
kontakten.

Infolgedessen kann die sp-NPPt-Beschichtung auf den Elektrodenkontakten als
nicht toxisch eingestuft werden. Allerdings missen weitere Zellkulturunter-
suchungen mit befestigten Elektrodenkontakten durchgefiihrt werden, um die sp-
NPPt beschichteten Elektrodenkontakte als gut cytokompatibel und somit als

geeignete neuronale Elektrode einstufen zu kénnen.

4.1.2 Nanoporose Platinbeschichtung mit grofien Porendurchmessern

Zur Herstellung nanopordser Platinbeschichtungen mit mittleren Porendurch-
messern von 50 nm (large pore nanoporous platinum, lp-NPPt) wurde mit
Polystyrollatex-Kugeln (PLBs) ein kolloidales Templat eingesetzt. Grundlegende
Syntheseparameter des Beschichtungsprozesses, welcher sich in das Aufbringen der
PLBs auf die Substratoberfliache, die anschlieflende elektrochemische Abscheidung
von Platin in die interpartikuldren Zwischenraume und in die abschlieBende PLBs-
Entfernung gliedert, wurden im Rahmen der Forschungspraktika von Dawid P.
Warwas und Dennis Miiller evaluiert (vgl. Abbildung 2.16, S. 35). Dabei wurden die
ersten lp-NPPt-Modifikationen auf Gold durchgefiihrt, im Laufe dieser Arbeit wurde
die Ubertragbarkeit der schon gewonnen Erkenntnisse fiir Platinsubstrate bestimmt

und weitere Untersuchungen mit den beschichteten Platinsubstraten durchgefiihrt.

4.1.2.1 Oberflachen- und Schichtdickencharakterisierung

Zunichst wurden Goldsubstrate mit einer 0.5 Gew.-% PLBs-Suspension mit einem
PLBs-Durchmesser von 50 nm unter Variation des PLBs-Suspensionsvolumens
beschichtet.

In Abbildung 4.66 sind fotografische Aufnahmen einer exemplarischen PLBs-
Beschichtung unter Verwendung von 100 pL PLBs-Suspension gezeigt.
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Abbildung 4.66: Fotograﬂsche Aufnahme eines unbeschichteten Goldsubstrats (a), eines
mit PLBs beschichteten Goldsubstrats (b) und dasselbe mit PLBs
beschichtete Goldsubstrat unter UV-Licht (c).

Schon mit dem Auge ist in Abbildung 4.66b eine farblose der
Trocknungszellen6ffnung entsprechende runde Beschichtung erkennbar. Bei
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht (UV-Licht) werden die blau fluoreszierenden
PLBs deutlich sichtbarer, die vermehrt am &ufleren Rand des Kreises abgelagert
wurden (Abbildung 4.66¢). Im mittleren Bereich des Kreises konnten hingegen keine
fluoreszierenden Partikel aufgebracht werden. Dieser Effekt kann auf mogliche
Kapillarkrafte wahrend der Trocknung aufgrund der Oberflaichenspannung des
Wassers zuriickgefithrt werden.

Um die Stabilitit der PLBs-Beschichtung gegen wéssrige Losungen fir die
anschliefende elektrochemische Platinabscheidung in die interpartikuldren
Zwischenraume zu uberpriifen, wurden PLBs-beschichtete Goldsubstrate fiir eine
Woche bei Raumtemperatur, sowie fiir 1 h bei 80 °C in Reinstwasser gelagert. Es
konnten keine Ablésungen oder Beschadigungen der PLBs-Beschichtung festgestellt
werden, weshalb von einer guten Anhaftung der PLBs-Beschichtung auf der
Goldoberfliche ausgegangen wird. Daher wurden in den folgenden Beschichtungen
die anschliefenden elektrochemischen Platinabscheidungen ohne weitere
Stabilitatsuntersuchungen durchgefiihrt.

Die in Abbildung 4.67 gezeigten Platinbeschichtungen wurden unter Verwendung
von 100 pL. PLBs-Suspension mit Abscheidungspotentialen von -0.2 V (Abbildung
4.67a-d) bzw. +0.1 V (Abbildung 4.67e-h) und Zyklenzahlen von 4000 (Abbildung
4.67a, b, e, f) bzw. 8000 (Abbildung 4.67c, d, g, h) hergestellt. Von jeder Probe ist
jeweils eine fotografische Aufnahme unter weiflem (Abbildung 4.67a, c, e, g) bzw.
UV-Licht (Abbildung 4.67b, d, £, h) dargestellt.
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Abbildung 4.67:  Fotografische Aufnahmen unter weiflem (a, c, e, g) und UV-Licht (b, d, f,
h) von vier verschiedenen Ip-NPPt-Beschichtungen auf Gold, bei welchen
Abscheidungspotentiale von -0.2V (a-d) bzw. +0.1V (e-h) und

Zyklenzahlen von 4000 (a, b, e, f) bzw. 8000 (c, d, g, h) verwendet wurden.

Die in Abbildung 4.67a und b gezeigte Platinbeschichtung wurde mit einem
Abscheidungspotential von -0.2 V mit 4000 Zyklen hergestellt, bei welcher etwa 75%
der beschichteten Oberflache eine schwarze Farbung aufweisen. Am Kreisrand sowie
in dem mittleren Bereich der Beschichtung ist eine Graufarbung erkennbar. Die
durch Bestrahlung mit UV-Licht in blau sichtbaren PLBs sind ausschlieflich im
Bereich der schwarzen Beschichtung zu sehen. Wie auch schon nach der PLBs-
Beschichtung in Abbildung 4.66 erkennbar war, wurden im mittleren Bereich
vermutlich keine PLBs abgeschieden, weshalb hier dichtes Platin elektrochemisch
aufgebracht wurde. In den Bereichen der PLBs-Beschichtung wurde vermutlich
pordses Platin abgeschieden, wodurch wiederum die Schwarzfarbung erklart werden
kann. Die Verdopplung der Zyklenzahl auf 8000 (Abbildung 4.67c, d) fithrte zu einer
vergleichbaren Beschichtung, bei der ebenfalls eine schwarze Farbung im dufleren
und eine graue Farbung im inneren Beschichtungsbereich zu sehen ist. Zuséatzlich
wirkt die schwarze Beschichtung durch graue, raue Bereiche deutlich inhomogener.
Durch die deutlich langere elektrochemische Abscheidung kénnte Platin hier nicht
nur in die interpartikularen Zwischenrdume der PLBs, sondern auch auf der PLBs-
Beschichtung abgeschieden worden sein.

Durch die Anderung von einem negativen auf ein positives Abscheidungs-
potential mit einem Wert von +0.1V (Abbildung 4.67e, f) zeigte sich keine
Verbesserung der Homogenitat. Zwar wurde der mittlere graue Beschichtungs-
bereich verkleinert, jedoch fithrte die Potentialainderung auch zu einem deutlich
breiteren grauen Randbereich. Unter UV-Licht sind die blau fluoreszierenden PLBs
in genau diesem grauen Bereich erkennbar. Im duf3eren Beschichtungsbereich weist
die PLBs-Schicht offensichtlich eine grofiere Schichtdicke auf. Moglicherweise
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konnte die Platinsalzlosung aufgrund der erhohten Schichtdicke nicht in die gesamte
PLBs-Beschichtung eindringen, wodurch die Reduktion der Platin-Ionen an dem
Platinsubstrat vermindert wurde. Durch die Verwendung von 8000 Zyklen
(Abbildung 4.67g, h) wurde eine stark inhomogene Beschichtung erzeugt, bei
welcher grofle Bereiche eine graue Farbung mit einer hohen Rauigkeit aufweisen.
Auch sind unbeschichtete Bereiche erkennbar, in denen das Goldsubstrat sichtbar
ist. Die Abscheidung einer schwarzen Beschichtung konnte durch das positive
Potential und die erhohte Zyklenzahl kaum erreicht werden.

Auf die in Abbildung 4.67a, b, e und f beruhenden Beobachtungen, dass bei einem
Abscheidungspotential von -0.2 V in dem Bereich der PLBs und unter Verwendung
von +0.1 V im inneren Bereich eine schwarze Beschichtung abgeschieden wurde,
sollten anschlieffend diese beiden Potentiale kombiniert werden. Es wurden zur
PLBs-Beschichtung wiederum 100 pL.  PLBs-Suspension  verwendet, die
elektrochemische Platinabscheidung erfolgte fiir beide Potentiale mit jeweils
4000 Zyklen. Durch die Potentialkombination wurde die in Abbildung 4.68
dargestellte Platinbeschichtung abgeschieden, welche wie auch die Beschichtungen
in Abbildung 4.67 eine schwarze Beschichtung im dufleren Bereich und eine graue
Beschichtung im inneren Bereich der beschichteten Flache zeigt.

a
-0.2V
4000

+0.1V
4000

Abbildung 4.68:  Fotografische Aufnahmen unter weiflem (a) und UV-Licht (b) eines mit
Ip-NPPt  beschichteten Goldsubstrat. In der elektrochemischen
Abscheidung wurde zunichst fiir 4000 Zyklen ein Potential von -0.2 'V,
anschliefiend fir 4000 Zyklen ein Potential von +0.1 V angelegt.

Unter UV-Licht sind blau fluoreszierende PLBs in den grauen Bereichen am Rand
der Beschichtung erkennbar. Demzufolge konnte auch durch die Kombination der
elektrochemischen Abscheidungen mit beiden Potentialen keine Verbesserung der
Homogenitét der pordsen Platinbeschichtung verbessert werden.

Auf diesen Beobachtungen basierend wurden im Folgenden die zur Beschichtung
eingesetzten PLBs-Suspensionsvolumina auf 300 pL erhoht und Platin mit
entsprechenden Abscheidungspotentialen von -0.2 V bzw. +0.1 V und 4000 bzw.
8000 Zyklen elektrochemisch abgeschieden. Die fotografischen Aufnahmen in
Abbildung 4.69 zeigen die resultierenden Beschichtungen vor und nach der PLBs-
Entfernung unter weiflem und UV-Licht.
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vor PLBs-Entfernung nach PLBs-Entfernung
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Abbildung 4.69: Fotograflsche Aufnahmen unter weiflem (a, ¢, e, g, i, I) und UV-Licht
(b, d, f, h, j, I) von drei verschiedenen Ip-NPPt-Beschichtungen auf Gold
vor und nach der PLBs-Entfernung, bei welchen Abscheidungspotentiale
von -0.2 V (a-h) bzw. +0.1 V (i-I) und Zyklenzahlen von 4000 (a-d, i-I) bzw.
8000 (e-h) verwendet wurden.

Durch das grofiere PLBs-Volumen von 300 pL, einem Abscheidungspotential von
-0.2 V und 4000 Zyklen (Abbildung 4.69a-d) konnte im Vergleich zu den mit 100 pL
beschichteten PLBs-Proben die gesamte Substratoberfliche, welche mit dem
Elektrolyten in Kontakt stand, mit Platin beschichtet werden. Unter dem UV-Licht
sind auch die blau fluoreszierenden PLBs im gesamten Beschichtungsbereich
erkennbar (Abbildung 4.69b). Allerdings zeigt die Aufnahme nach Entfernung der
PLBs eine graue Beschichtung, was auf eine dichte Platinabscheidung hindeutet
(Abbildung 4.69c). Wie auch schon anhand der Abbildung 4.67f vermutet wurde,
konnte durch eine zu grofle PLBs-Schichtdicke die Platinabscheidung in die
interpartikularen Zwischenrdume erschwert werden, wodurch bei einer dicken
PLBs-Beschichtung vorzugsweise dichtes Platin auf den PLBs entsteht. Da unter dem
UV-Licht nach der PLBs-Entfernung keine blau fluoreszierende Beschichtung zu
erkennen ist, wurden die PLBs erfolgreich aus der elektrochemisch abgeschiedenen
Platinbeschichtung geldst.

Durch Erhéhung der Zyklenzahl sowie Veranderung des Abscheidungspotentials
konnte weder die Homogenitdt verbessert noch eine schwarze Beschichtung
abgeschieden werden. Da bereits die Beschichtung unter Verwendung eines
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Abscheidungspotentials von +0.1 V und 4000 Zyklen eine stark raue Beschichtung
erzeugte, wurde auf eine Erhohung der Zyklenzahl bei diesem Arbeitspotential
verzichtet.

Durch rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahmen soll die Platin-
beschichtung auf deren Porositit und Homogenitdt im Folgenden genauer
charakterisiert werden. Analog zu den fotografischen Aufnahmen (Abbildung 4.67,
S.143) sind in Abbildung 4.70 die REM-Aufnahmen der mit 4000 Zyklen
abgeschiedenen Platinbeschichtungen dargestellt.

T - T 8

Abbildung 4.70:  REM-Aufnahmen zwei verschiedener Ip-NPPt-Beschichtungen auf Gold.
Durch Anlegen eines Abscheidungspotentials von -0.2 V wurde die in a-d
gezeigte Beschichtung hergestellt, bei einem Potential von +0.1V wurde
die in e-h gezeigte Beschichtung abgeschieden. Zur PLBs-Beschichtung
wurden 100 pL PLBs-Suspension verwendet.

In den Ubersichtsaufnahmen (Abbildung 4.70a und e) weisen beide
Beschichtungen starke Inhomogenititen auf. Es sind viele einzelne, in sich
homogene Bereiche erkennbar, die durch Risse voneinander getrennt sind. Bei
naherer Betrachtung ist auf der Oberflache, welche mit einem Potential von -0.2 V
abgeschieden wurde, ein grofiporiges Netzwerk mit Durchmessern von 300 nm
erkennbar. In den Rissen mit einer Breite von 500 nm hat keine Platinabscheidung
stattgefunden. Die Aufnahmen bei hoheren Vergréflerungen sind sehr unscharf, was
auf Aufladeeffekte zuriickzufithren ist. Dies konnte durch PLBs-Reste in der
Beschichtung verursacht werden. Durch die Potentialdnderung auf +0.1 V wurde in
den einzelnen Arealen ein kleinporiges Netzwerk mit mittleren Porendurchmessern
von etwa 30 nm abgeschieden. Das pordse Netzwerk ist aus einzelnen Schichten
aufgebaut, da einzelne Abgrenzungen erkennbar sind. In den Rissen mit einer Breite
von 800 nm wurde unter diesen Synthesebedingungen dichtes Platin abgeschieden.

Beim Vergleich der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Probe, bei
denen das dreifache PLBs-Suspensionsvolumen zur Templatbeschichtung verwendet
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wurde, sind in der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 4.71a #hnliche
Inhomogenitéten erkennbar.

Abbildung 4.71:  REM-Aufnahmen einer Ip-NPPt-Beschichtung auf Gold unter
Verwendung von 300 pL PLBs-Suspension fiir die Templatbeschichtung.
Platin wurde elektrochemisch mit einem Potential von -0.2V mit
4000 Zyklen abgeschieden.

Auf der Platinbeschichtung sind wiederum einzelne Areale sichtbar, welche durch
Risse voneinander abgetrennt sind. Bei hoherer Vergroflerung sind auf der
Beschichtung einzelne Partikel erkennbar, die keine Porositat aufweisen und keine
einheitliche Morphologie zeigen. Aulerdem sind Bereiche eines pordsen Netzwerks
mit mittleren Porendurchmessern von etwa 30 nm zu sehen. Auch bei dieser Probe
sind die schon unter Verwendung von 100 pL. PLBs-Suspension beobachteten Risse
erkennbar, in denen kein Platin abgeschieden wurde.

Durch Verwendung von 100puL PLBs-Suspension und anschlieBendem
Kombinieren der elektrochemischen Abscheidung mit Potentialen von -0.2 V und
+0.1V mit jeweils 4000 Zyklen bildete sich die Platinbeschichtung, deren
fotografische Aufnahmen bereits in Abbildung 4.68 vorgestellt wurden. Die REM-
Aufnahmen vor vollstdndiger PLBs-Entfernung in Abbildung 4.72a-d zeigen eine
inhomogene Beschichtung, welche bereits deutlich erkennbare Risse aufweist.
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Abbildung 4.72:  REM-Aufnahmen einer Ip-NPPt-Beschichtung auf Gold, bei der jeweils
fur 4000 Zyklen ein Abscheidungspotential von -0.2 V und anschlief3end
von +0.1V angelegt wurde. In a-e sind Aufnahmen der Probe vor PLBs-
Entfernung, in e-h Aufnahmen derselben Probe nach Entfernung der
PLBs dargestellt.

Bei ndherer Betrachtung sind auf der Oberfldche der beschichteten Bereiche dicht
gepackte PLBs mit einem mittleren Durchmesser von 40 nm erkennbar. Durch
Lagerung in Toluol konnten, wie in Abbildung 4.72e-h erkennbar, die PLBs
vollstandig entfernt werden. Es sind weiterhin einzelne Areale, welche durch Risse
voneinander getrennt sind, auf der Probenoberfliche vorhanden. Durch Entfernen
der PLBs konnte eine pordse Beschichtung mit Porendurchmessern entsprechend
dem PLBs-Durchmesser von 40 nm erzeugt werden. Die zweifach hintereinander
durchgefiihrte elektrochemische Platinabscheidung fithrte zu einer zweiten pordsen
Platinschicht entlang der mit dichtem Platin gefiillten Risse. Dies kann mit den
unterschiedlichen Keimbildungsenergien erklart werden, da diese im Vergleich zu
freien Flachen entlang der Kanten niedriger ist und somit dort der Keim zur
Elektrokristallisation bevorzugt entsteht.?3423> Da die Rissbildung, unabhiangig von
den wihrend der elektrochemischen Platinabscheidung verwendeten Parametern,
auf allen Proben auftrat, ist diese auf Trocknungseffekte bei der PLBs-Beschichtung
zuriickzufithren. Durch die Beschichtung mit einer ethanolischen PLBs-Suspension
und der dadurch schnelleren Trocknung konnten sowohl die inhomogene
Platinbeschichtung des Substrats als auch die Rissbildung der PLBs-Beschichtung
nicht verbessert werden. Da die Homogenitit der PLBs-Beschichtung durch das
organische Losungsmittel sogar deutlich verschlechtert wurde (vgl. Abbildung 7.9,
S. 215), erfolgten keine weiteren Experimente mit ethanolischen PLBs-Suspensionen.
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Basierend auf den Ergebnissen der mit lp-NPPt beschichteten Goldsubstrate
wurde auch bei der Beschichtung von Platinsubstraten das PLBs-Suspensions-
volumen variiert, wobei die elektrochemische Platinabscheidung mit einem
Arbeitspotential von 2 V und einer Zyklenzahl von 4000 konstant gehalten wurde.
Da die Verwendung von 300 pL. auf den Goldsubstraten zu stark inhomogenen
Beschichtungen mit nur geringen nanopordsen Platinbereichen fithrte (vgl.
Abbildung 4.69, S. 145), wurden im Folgenden das schon auf Gold verwendete
Volumen von 100 pL eingesetzt. Durch die Volumenerhohung auf 150 pL sollte der
Einfluss durch eine lingere Trocknungszeit auf eine moglicherweise hoher
geordnete PLBs-Beschichtung untersucht werden. Auch die Auswirkung einer
Konzentrationsdnderung der PLBs-Suspension sollte beurteilt werden. Die PLBs-
Konzentration von 0.5 Gew.-%, die auf den Goldsubstraten verwendet wurde, wurde
daher auf 0.25 Gew.-%, 0.125 Gew.-% sowie 0.0625 Gew.-% reduziert. In Abbildung
4.73 sind fotografische Aufnahmen von Platinbeschichtungen unter Verwendung der
PLBs mit einem Durchmesser von 50nm unter Variation des PLBs-
Suspensionsvolumen und der PLBs-Konzentration dargestellt.

0.0625 Gew.-% 0.125 Gew.-% 0.25 Gew.-% 0.5 Gew.-%

a il b CT// d'//\

100 pL

150 pL

Abbildung 4.73:  Fotografische Aufnahmen von Ip-NPPt-Beschichtungen auf Platin-
substraten unter Verwendung von PLBs mit einem Durchmesser von
50 nm, bei welchen 100 pL (a-d) bzw. 150 pL (e-h) der PLBs-Suspension
verwendet wurden. Die PLBs-Konzentration wurde zwischen
0.0625 Gew.-% (a,e), 0.125 Gew.-% (b,f), 0.25 Gew.-% (c,g) und 0.5 Gew.-%
(d,h) variiert.

Schon mit dem Auge sind Homogenitdtsunterschiede der verschiedenen
Platinbeschichtungen erkennbar. Durch die Beschichtung mit 100 pL. PLBs-
Suspension (Abbildung 4.73a-d) zeigt sich bei einer PLBs-Konzentration von
0.0625 Gew.-% (Abbildung 4.73a) eine nicht vollstindige Platinbeschichtung des

Substrats. Die schwarze Farbung der Beschichtung deutet auf eine Porositét hin. Die
unbeschichteten Bereiche der Probe, in denen das Platinsubstrat erkennbar ist,

149



4 Ergebnisse und Diskussion

sprechen fiir eine zu geringe eingesetzte PLBs-Konzentration. Durch Erhohung der
PLBs-Konzentration auf 0.125 Gew.-% (Abbildung 4.73b) konnte die Homogenitat der
schwarzen Platinbeschichtung stark erhoht werden. Ausschlieflich ein kleiner
Bereich in der Mitte der Probenoberfliache zeigt keine Beschichtung. Durch weitere
PLBs-Konzentrationserhdhungen auf 0.25 Gew.-% und 0.5 Gew.-% sind wiederum
stairkere Inhomogenititen und Bereiche einer grauen Beschichtung erkennbar
(Abbildung 4.73c, d), was die Abscheidung einer dichten Platinbeschichtung
vermuten lasst. Durch die Erhohung des PLBs-Suspensionsvolumens auf 150 pL
(Abbildung 4.73e-h) konnten ahnliche Platinbeschichtungen erzeugt werden. Bei
einer PLBs-Konzentration von 0.0625 Gew.-% (Abbildung 4.73e) wurde das Substrat,
wie auch schon bei der Verwendung von 100 pL PLBs-Suspension, unvollstdndig mit
Platin beschichtet. Auch hier sind Bereiche von unbeschichteten Platinsubstrat
erkennbar, was auf eine zu geringe Menge an PLBs schlielen lasst. Die Beschichtung
selbst weist eine schwarze Farbung auf, was wiederum auf eine Porositat hindeutet.
Die PLBs-Konzentrationserhdhung auf 0.125 Gew.-% fithrt zu einer deutlich
homogeneren schwarzen Beschichtung, bei welcher keine unbeschichteten Bereiche
erkennbar sind (Abbildung 4.73f). Eine weitere PLBs-Konzentrationserh6hung auf
0.25 Gew.-% und 0.5 Gew.-% erzeugte eine grof3flachige graue Beschichtung und nur
vereinzelte Bereiche einer schwarzen Beschichtung (Abbildung 4.73g-h). Durch die
Erhéhung des PLBs-Suspensionsvolumen von 100 pL auf 150 pL konnten keine
makroskopisch homogeneren Platinbeschichtungen erzeugt werden.

Die makroskopisch homogenste Platinbeschichtung konnte unter Verwendung
von 100 pL einer 0.125 Gew.-%igen PLBs-Suspension abgeschieden werden. Zur
genaueren Beurteilung der Homogenitét und Porositat dieser Beschichtung wurden
rasterelektronische (REM) Aufnahmen angefertigt, die in Abbildung 4.74 dargestellt

sind.

~ o 300 nm v 'y |
3 % A S 31100 nm

Abbildung 4.74:  REM-Aufnahmen einer Ip-NPPt-Beschichtung auf Platin unter
Verwendung von 100 pL einer 0.125 Gew.-%igen PLBs-Suspension fiir die
Templatbeschichtung.

Auf der Ubersichtsaufnhahme in Abbildung 4.74a sind, wie auch bei den
Platinbeschichtungen auf Gold (vgl. Abbildung 4.70), einzelne Areale zu sehen.
Durch weitere Vergroflerung sind in Abbildung 4.74b homogene pordse
Beschichtungen erkennbar, die durch etwa 200 nm breite, aus dichtem Platin
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4.1 Nanoporose Platinbeschichtungen

bestehende, Bereiche voneinander abgegrenzt sind. Die Porendurchmesser des
ungeordneten Porensystems liegen im Bereich von 35-90 nm (Abbildung 4.74c und
d). Der mittlere Porendurchmesser von ungefahr 50 nm entspricht dem eingesetzten
PLBs-Durchmesser. Die Querschnittsaufnahmen in Abbildung 4.75 erméglichen die
Schichtdickenbestimmung der elektrochemisch abgeschiedenen Platinbeschichtung.

dichtesPt  poréses Pt 2 pm

Abbildung 4.75:  REM-Aufnahme einer Ip-NPPt-Beschichtung auf Platin im Querschnitt
unter 100 uL einer 0.125 Gew.-%igen PLBs-Suspension fir die
Templatbeschichtung.

Auf der Ubersichtsaufnahme in Abbildung 4.75a sind die einzelnen Areale sowie
die Grenzen aus dichtem Platin erkennbar. Durch weitere Vergroflerung in
Abbildung 4.75b kann der Querschnitt der Platingrenze genauer beurteilt werden.
Wie schon vermutet besteht die Platingrenze aus dichtem Platin und weist eine
Schichtdicke von etwa 400 nm auf (Abbildung 4.75c). Aufgrund einer nur begrenzten
Anzahl an rasterelektronischen Aufnahmen konnte keine weitere Querschnitts-
aufnahme von der pordsen Platinbeschichtung innerhalb der Areale angefertigt
werden. Jedoch lassen die Querschnittsaufnahmen die Vermutung zu, dass diese im
Vergleich zum dichten Platin eine deutlich geringere Schichtdicke aufweisen.

Basierend auf den vielversprechenden Ergebnissen der lp-NPPt-Beschichtungen
wurde im Rahmen der Doktorarbeit von Tim-Joshua Straufy die Integration von
nanopordsen Silica-Nanopartikeln (NPSNP) in die nanopordse Platinbeschichtung
untersucht.?3¢ Hierbei soll das bereits untersuchte Wirkstofffreisetzungssystem der
NPSNP zur Wirkstofffreisetzung genutzt werden.®* Durch die Integration der NPSNP
in die Poren des Ip-NPPT konnen die Elektrodenkontakte des Cochlea-Implantats
mit diesem Wirkstofffreisetzungssystem ausgestattet werden. Die Herstellung des
sogenannten NPSNP@NPPt-Systems ist schematisch in Abbildung 4.76 dargestellt.
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Abbildung 4.76:  Schematische Darstellung der Praparation eines Komposit-Materials aus
nanoporosen Silica-Nanopartikeln in nanoporésem Platin auf einem
Platinsubstrat.

Zunachst werden Nanopartikel mit einem nanopordésem Silica-Kern und einer
Polystyrollatex-Schale, sogenannte Kern-Schale-Partikel, synthetisiert. Diese
werden analog zu den Polystyrollatex-Kugeln auf der Platinsubstrat-Oberfliche
aufgebracht. Die Platinabscheidung in die Templat-Zwischenrdume erfolgt
elektrochemisch. Durch die anschliefende Auflésung der Polystyrollatex-Schale
bleiben ausschliefilich die NPSNP in den Nanoporen der Platinbeschichtung zuriick.
Anhand der in Abbildung 4.77 gezeigten rasterelektronenmikroskopischen Auf-
nahmen des Probenquerschnitts kann die erfolgreiche Herstellung des
NPSNP@NPPt-Systems mit einer Beschichtungsdicke von 360 nm und einem
NPSNP-Durchmesser von 75 nm nachgewiesen werden.

Abbildung 4.77:  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Komposit-Materials aus

nanoporosen Silica-Nanopartikeln in nanoporésem Platin.?%’
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4.1 Nanopordse Platinbeschichtungen

Kurzzusammenfassung: Oberflichen- und Schichtdickencharakterisierung von lp-NPPt

In diesem Abschnitt wurden pordse Platinbeschichtungen mit mittleren
Porendurchmessern von ungefahr 50 nm auf Gold- und Platinsubstraten vorgestellt.
Es zeigten sich sowohl auf den Gold- als auch auf Platinsubstraten starke
makroskopische Inhomogenitaten der schwarzen Platinbeschichtungen, welche
durch Einsatz von 100 pL PLBs-Suspension mit einer Konzentration von
0.125 Gew.-% deutlich verringert werden konnten. Durch rasterelektronenmikros-
kopische Aufnahmen waren einzelne, in sich homogene pordse Areale, die durch
dichtes Platin voneinander abgegrenzt waren, erkennbar. Das ungeordnete
Porensystem wies bei allen Proben einen Porendurchmesser entsprechend der PLBs-
Grofle von etwa 50 nm auf. Durch REM-Aufnahmen des Querschnitts einer pordsen
Platinbeschichtung auf Platin konnte die Schichtdicke der dichten Platingrenzen mit
400 nm bestimmt werden. Die Schichtdicke der pordsen Platinbeschichtung konnte
anhand der Aufnahmen nicht ndher untersucht werden, allerdings lasst sich
aufgrund der Ubersichtsaufnahme vermuten, dass diese deutlich unter 400 nm liegt.
Durch die Integration von nanopordsen Silica-Nanopartikeln in die lp-NPPt-
Beschichtung, kann ein implantatassoziiertes Wirkstoffsystem in der in dieser Arbeit
entwickelten Ip-NPPt-Beschichtung etabliert werden.?3¢

4.1.2.2 Bestimmung der elektrischen Eigenschaften

Fir die Anwendung als neuronales Elektrodenmaterial spielen die elektrischen
Eigenschaften der pordsen Platinbeschichtung eine entscheidende Rolle. Daher
wurden impedanzspektroskopische Messungen von den Ip-NPPt auf Platin-
substraten angefertigt und diese mit den Impedanzen der unbeschichteten
Platinsubstrate verglichen (Abbildung 4.78).
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Abbildung 4.78:  Impedanzspektroskopische Messungen einer [p-NPPt (orange) im
Vergleich zu einer unbeschichteten Platinoberflache (grau).

Sowohl die unbeschichteten als auch die Ip-NPPt-beschichteten Elektroden-
kontakte weisen im hochfrequenten Bereich eine Impedanz von 4 Q-mm™2 auf. Ab
einer Frequenz von 320 Hz steigen bei beiden Oberflichen die Impedanzen jeweils
an, wobei die Impedanzkurve des unbeschichteten Elektrodenkontakts eine héhere
Steigung besitzt. Infolgedessen hat der unbeschichtete Elektrodenkontakt bei 0.1 Hz
mit 1.4-10° Q-mm™2 eine hohere Impedanz als der lp-NPPt-beschichtete Elektroden-
kontakt mit 0.43-10% Q-mm™. Da der Systemwiderstand bei hohen Frequenzen von
dem Elektrolytwiderstand bestimmt wird und der Anteil des zu bestimmenden
Probenwiderstands im niederfrequenten Bereich zunimmt, kann die um ein Drittel
verringerte Impedanz bei 0.1 Hz auf die erhohte spezifische Oberfldche durch die Ip-
NPPt-Beschichtung zuriickgefiihrt werden.

Kurzzusammenfassung: Bestimmung der elektrischen Eigenschaften von Ip-NPPt

Durch die Ip-NPPt-Beschichtung konnte die Impedanz im niederfrequenten
Bereich um etwa ein Drittel herabgesenkt werden. Dies kann mit der erhdhten
spezifischen Oberfliache erklart werden.

4.1.2.3 Cytokompatibilitatsuntersuchungen

Auf der lp-NPPt-Oberflaiche wurden als potenzielles biomedizinisches Material
fir neuronale Elektroden grundlegende Cytokompatibilitdtsuntersuchungen mit
murinen NIH3T3-Fibroblasten, die das grin fluoreszierende Protein (green
fluorescent protein, GFP) exprimieren, durchgefithrt. Im Hinblick auf die Anwendung
als Beschichtungsmaterial der Cochleae-Elektrodenkontakte wurde anschlieBend
das Verhalten der aus dem Innenohr stammenden Spiralganglienzellen auf der lp-
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4.1 Nanoporose Platinbeschichtungen

NPPt-Oberflache untersucht. Als Kontrollen wurden sowohl Well-Plastik als auch
Glasoberflaichen untersucht. Da dichtes Platin bereits erfolgreich als neuronales
Elektrodenmaterial im Menschen eingesetzt wird, dienten unbeschichtete
Platinoberflichen als Vergleichsmaterial zu den lp-NPPt-Beschichtungen. Alle
Zellkulturuntersuchungen wurden durch Jennifer Harre aus der Arbeitsgruppe von
Dr. Athanasia Warnecke an der Klinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde (Leitung
Prof. Dr. Thomas Lenarz) der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt
und gemeinsam ausgewertet.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Zellkulturuntersuchungen mit
NIH3T3-Fibroblasten auf Ip-NPPt sowie unbeschichtetem Platin, Glas und Well-
Plastik als Kontrolle sind in Abbildung 4.79 dargestellt.

Well-Plastik Glas unbeschichtetes Pt Ip-NPPt-Beschichtung

d

Abbildung 4.79:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Fibroblasten auf Well-
Plastik (a,e,i,m), Glas (b,f,j,n), unbeschichtetem Platin (c,g,k,0) und Ip-
NPPt (d,h,l,p) nach 1 Tag (a-d), 2 Tagen (e-h), 3 Tagen (i-I) und 4 Tagen
(m-p) der Fibroblasten-Einsaat.
Einen Tag nach der Fibroblasten-Einsaat sind auf allen Proben griin fluoreszierende
Zellen erkennbar. Auf Well-Plastik (Abbildung 4.79a) weisen die Fibroblasten eine
hauptséachlich runde Zellform auf, ausgebreitete Zellen sind nur vereinzelt zu
beobachten. Eine dhnliche Anzahl an Zellen, jedoch eine stirkere Zellausbreitung,
ist auf der Glasoberflaiche (Abbildung 4.79b) zu sehen. Auf dem unbeschichteten
Platin, wie auch auf dem lp-NPPt sind deutlich mehr Zellen erkennbar, wobei eine
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4 Ergebnisse und Diskussion

verbesserte Zellausbreitung auf unbeschichtetem Platin zu beobachten ist. Da nach
einem Tag im Vergleich zum Well-Plastik und Glas eine verbesserte Zell-
proliferation und -morphologie sowohl auf dem unbeschichteten als auch porésem
Platin auftritt, scheint eine gute Fibroblasten-Kompatibilitat der Platinoberfldchen
vorzuliegen. Anhand der taglichen mikroskopischen Aufnahmen ist auf allen
Oberflachen ein gutes Zellwachstum erkennbar. Nach vier Tagen bildete sich auf
allen Probenoberflachen ein dichter Zellrasen aus Fibroblasten aus, der
hauptsiachlich aus ausgebreiteten Zellen und nur vereinzelt aus kugelférmigen
Zellen besteht. Auch die absoluten Zellzahlen des vierten Tages (Abbildung 4.80)
bestitigen die schon auf den fluoreszenzmikroskopischen Bildern beobachtete gute
Zellproliferation.
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Abbildung 4.80:  Absolute Zellzahlen der nach vier Tagen angewachsenen Fibroblasten
auf Well-Plastik, Glas, unbeschichteten Platin und Ip-NPPt-
Beschichtung.

Unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen unterscheiden sich die
absoluten Zellzahlen auf den verschiedenen Probenoberflichen nicht. Da Well-
Plastik als auch unbeschichtetes Platin als sehr gut biokompatibel gilt, kann durch
die nur leicht verminderte Zellproliferation auf dem lp-NPPt trotzdem von einer
guten Cytokompatibilitit ausgegangen werden.

Aufgrund des guten Ergebnisses der grundlegenden Cytokompatibilitats-
untersuchung mit NIH3T3-Fibroblasten wurden anschlieffend spezifischere Zell-
kulturuntersuchungen mit Spiralganglienzellen (SGZ) aus dem Innenohr
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4.1 Nanoporose Platinbeschichtungen

durchgefiihrt. Die aufgenommenen fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind in
Abbildung 4.81 dargestellt.

Well-Plastik Glas unbeschichtetes Pt  Ip-NPPt-Beschichtung

+ DAPI

Abbildung 4.81:  Fluoreszenzmikroskopische =~ Aufnahmen der immunfluoreszenz-
gefarbten  Spiralganglienzellkultur ~ auf mit  Ornithin / Laminin
beschichtetem Well-Plastik (a,e), mit Ornithin / Laminin beschichteten
Glas (b,f), unbeschichtetem Platin (c,g) und Ip-NPPt (d,h) 48 Stunden
nach der Spiralganglienzellen-Einsaat. In a-d sind Spiralganglienneurone
mit angefarbten Neurofilamenten (griin) erkennbar, in e-h sind
zusatzlich die mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
fluoreszenzgefarbten Zellkerne (blau) zu sehen.

Zur Identifizierung der Spiralganglienneurone (SGN) in der Mischkultur wurde
das Neurofilament der SGN mit Anti-Neurofilament (ANF) eingeférbt, wodurch diese
durch griine Fluoreszenz erkennbar sind (Abbildung 4.81a-d). Auf allen Proben-
oberflichen haben sich ausgehend vom Zellsoma Neuriten ausgebildet. In der
Zellmorphologie und den Neuritenldngen sind zwischen den Kontrolloberflichen
und der lp-NPPt-Beschichtung keine Unterschiede auszumachen. Auf den
fluoreszenzmikroskopischen Bildern scheinen auf der lp-NPPt-Beschichtung im
Vergleich zu dem mit Ornithin / Laminin beschichtetem Well-Plastik und der mit
Ornithin / Laminin beschichteten Glasoberflaiche mehr SGN angewachsen zu sein.
Da die Aufnahmen jedoch nur einen kleinen Bereich der Probenoberfliche
darstellen, sind diese nicht reprasentativ, weshalb im Folgenden fiir eine quantitative
Auswertung die SGN ausgezihlt wurden (vgl. Abbildung 4.83, S. 159).

Die Zellkerne von allen Zelltypen kénnen durch die Farbung mit 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) sichtbar gemacht werden, diese sind in Abbildung 4.81e-h in blau
zu sehen. Durch den Isolierungsprozess der SGZ sind in der verwendeten
Zellsuspension zusatzlich zu den SGZ sogenannte Stiitzzellen vorhanden. Daher sind
die in blau erkennbaren Zellkerne den SGZ, aber auch den Gliazellen oder
Fibroblasten zuzuordnen und konnen nicht unterschieden werden. Auf dem Well-
Plastik, wie auch auf der Glasoberfliche und dem unbeschichteten Platin sind auf der
gesamten Oberfliche runde Zellkerne zu sehen. Ausschliefllich auf der lp-NPPt-
Beschichtung sind keine Zellkerne eindeutig sichtbar. Zur besseren Beurteilung
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wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von dem Randbereich der Ip-NPPt-
Beschichtung aufgenommen und mit den mittig aufgenommenen Aufnahmen der lp-
NPPt-Beschichtung verglichen (Abbildung 4.82)

Ip-NPPt-Beschichtung
b

DAPI

—
100 pm

Randbereich Mitte

Abbildung 4.82:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Randbereichs sowie der
Mitte einer Ip-NPPt-Beschichtung mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) fluoreszenzgefarbten Zellkernen (blau).

Auf dem unbeschichteten Bereich der Probe sind die in blau fluoreszierenden
Zellkerne deutlich zu erkennen. Auch im Randbereich der Ip-NPPt-Beschichtung
sind Zellkerne zu sehen, die jedoch im Vergleich zu denen im unbeschichteten
Bereich deutlich schwicher fluoreszieren. Je weiter der Randbereich entfernt ist,
desto schwicher wird die erkennbare Fluoreszenz. In der Mitte der lp-NPPt-
Beschichtung konnen schliefllich keine Zellkerne mehr ausgemacht werden. Diese
Beobachtungen lassen die Anwesenheit der Zellkerne vermuten, die aufgrund von
Absorption des Lichts oder Adsorption der DAPI-Molekiile an der pordsen
Platinoberflache keine sichtbare Fluoreszenz aufweisen und somit nicht erkennbar
sind. Zur quantitativen Auswertung wurden die fiir 48 h kultivierten und
immuncytochemisch angefdrbten SGN am Fluoreszenzmikroskop ausgezahlt
(Abbildung 4.83).
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Abbildung 4.83:  Absolute  Zellzahlen der nach 48 Stunden angewachsenen
Spiralganglienneurone auf dem mit Ornithin / Laminin beschichteten
Well-Plastik, mit Ornithin / Laminin beschichteten Glas,
unbeschichteten Platin und Ip-NPPt-Beschichtung.

Auf dem mit Ornithin/Laminin beschichteten Well-Plastik konnten mit
74£17 Nsgn-cm ™2 etwa doppelt so viele Zellen als auf der mit Ornithin / Laminin
beschichteten Glasoberflache mit 32+9 Nsgn-cm ™2 nachgewiesen werden. Da auf der
Glasoberflache iiblicherweise ein positives Zellwachstum zu erwarten ist, scheint die
Sterilisation oder die Beschichtung mit Ornithin / Laminin nicht erfolgreich gewesen
zu sein. Daher werden zur Auswertung der SGN-Zellkulturuntersuchung die
Ergebnisse auf Glas nicht beriicksichtigt und im Folgenden das beschichtete Well-
Plastik als Positivkontrolle mit den Platinproben verglichen. Im Vergleich zu dem
Well-Plastik sind sowohl auf dem unbeschichteten Platinsubstrat mit
123+17 Nson-cm™2 als auch auf der Ip-NPPt-Beschichtung mit 87+16 Nsgn-cm™ mehr
SGN angewachsen, was eine gute Cytokompatibilitit beider Platinoberflichen
bestatigt. Die hoheren Zellzahlen auf unbeschichtetem Platin kénnen nicht eindeutig
erklart werden. Eine mogliche Erklarung ware das zunachst langsamere Anwachsen
der SGN auf der Ip-NPPt-Oberfliche im Vergleich zur unbeschichteten
Platinoberfliche. Dies konnte bereits bei den Zellkulturuntersuchungen von
mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark auf sp-NPPt-Beschichtungen
beobachtet werden (vgl. Abbildung 4.22, S. 93).
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Kurzzusammenfassung: Cytokompatibilitdtsuntersuchungen von lp-NPPt

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der grundlegenden Cyto-
kompatibilitdtsuntersuchungen mit murinen NIH3T3-Fibroblasten zeigten auf der
Ip-NPPt-Beschichtung eine erfolgreiche Zellproliferation iiber den gesamten
Zeitraum der Zellkulturuntersuchungen. Auch die typische Zellmorphologie und die
im Vergleich hierzu sehr geringen kugelférmigen Zellen bewiesen eine gute
Cytokompatibilitit der Ip-NPPt-Beschichtung. Anschliefende spezifischere
Zellkulturuntersuchungen mit den aus dem Innenohr isolierten Spiralganglienzellen
lieferten mit einer erhdhten Zelliberlebensrate im Vergleich zur Positivkontrolle
vielversprechende Ergebnisse. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der
Probenoberflichen zeigten ein sehr gutes Neuritenwachstum auf der lp-NPPt-
Beschichtung.

4.1.3 Direkter Vergleich der nanoporosen Platinbeschichtungen mit
unterschiedlichen Porengrofien

Abschlielend sollen die beiden in 4.1.1 und 4.1.2 vorgestellten nanopordsen
Platinbeschichtungen miteinander verglichen werden. Obwohl beide NPPt-
Beschichtungen aufgrund ihrer unterschiedlichen Porendurchmesser verschiedene
Anwendungsbereiche beziiglich der Wirkstoffeinlagerung haben konnten, sollen
sowohl die Oberflichenbeschaffenheit und Schichtdicken, als auch die elektrischen
Eigenschaften und die Cytokompatibilitit gegentibergestellt werden.

4.1.3.1 Oberflachen- und Schichtdickencharakterisierung

Zur Beurteilung der Oberflachenbeschaffenheit und der Schichtdicken sind in
Abbildung 4.84 rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer sp-NPPt-
Beschichtung (a-c; vgl. S.80), und einer Ip-NPPt-Beschichtung (d-f; vgl. S. 150)
dargestellt.
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Beschichtung (d-f).

Beide Beschichtungen weisen in der Ubersichtsaufnahme (a, d) eine pordse
Oberflache auf, welche sich in den Porendurchmessern stark unterscheiden. So kann
anhand einer hoheren Vergrofierung (b, e) fiir die mit Pluronic® F127 hergestellte sp-
NPPt-Beschichtung ein mittlerer Porendurchmesser von 10 nm festgestellt werden.
Durch die Verwendung von Polystyrollatex-Kugeln (PLBs) wurde eine pordse
Beschichtung mit mittleren Durchmessern entsprechend den PLBs-Durchmessern
von 50 nm erzeugt. Die sp-NPPt-Beschichtung weist Risse bzw. untereinander
verbundene Poren auf, bei der Ip-NPPt-Beschichtung hingegen treten dichte
Platinbereiche auf. Die Schichtdicke der sp-NPPt ist mit 500 nm dicker als die der Ip-
NPPt-Beschichtung, diese liegt unter 400 nm (vgl. S. 151).

4.1.3.2 Bestimmung der elektrischen Eigenschaften

Die elektrischen Eigenschaften wurden anhand impedanzspektroskopischer
Messungen beurteilt. Die Messungen der sp-NPPt- und lp-NPPt-Beschichtungen
wurden in unterschiedlichen Zellen durchgefithrt, weshalb sich durch die
verschiedenen Elektrodenabstiande der Elektrolytwiderstand Rg adnderte. Fiir eine
bessere Vergleichbarkeit wurden die Werte der Impedanzen daher auf den jeweiligen
Elektrolytwiderstand sowie die makroskopische Oberflaichengréf3e normiert und in
Abbildung 4.85 gegeniibergestellt.
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Abbildung 4.85:  Impedanzspektroskopischen Messungen von sp-NPPt- (griin) und Ip-
NPPt- (blau) Beschichtungen auf Platinsubstraten. Fir die
Vergleichbarkeit der Systemwiderstande wurden die Kurven auf den
Elektrolytwiderstand normiert.

Die unbeschichteten Platinsubstrate sind identisch, weisen aber aufgrund des
veranderten Messaufbaus unterschiedliche Impedanzen auf. Die in schwarz und grau
dargestellten normierten Impedanzen entsprechen Vergleichsmessungen
unbeschichteter Substrate in der Messzelle fiir lp-NPPt respektive sp-NPPt-
Beschichtungen.

Durch die Normierung weisen alle Oberflichen im hochfrequenten Bereich die
gleiche Impedanz auf, ab etwa 300 Hz steigen die Wechselstromwiderstdnde der
unbeschichteten Platinoberflichen sowie der lp-NPPt-Beschichtung stark an. Die
unbeschichteten Platinsubstrate wurden auf die makroskopische Flache und den
Elektrolytwiderstand normiert, weshalb sie die gleiche Impedanz aufweisen
missten. Trotzdem ist die Impedanz fur die lp-NPPt-Messung (schwarz) bei 0.1 Hz
fast dreifach so hoch. Folglich sollte bei dem Vergleich der Impedanzen von den sp-
NPPt- und lp-NPPt-Beschichtungen ein recht hoher Fehler beriicksichtigt werden.
Dennoch weist die sp-NPPt-Beschichtung eine um iiber zwei Groflenordnungen
kleinere Impedanz bei 0.1 Hz auf, was vermutlich auf die deutlich hohere spezifische
Oberflache der sp-NPPt-Beschichtung zuriickzufithren ist.

4.1.3.3 Cytokompatibilitatsuntersuchungen

Durch Zellkulturuntersuchungen mit den aus dem Innenohr stammenden
Spiralganglienzellen wurde die Cytokompatibilitit der sp-NPPt- und lp-NPPt-
Beschichtungen beurteilt. Alle Zellkulturuntersuchungen wurden durch Jennifer
Harre aus der Arbeitsgruppe von Dr. Athanasia Warnecke an der Klinik fir Hals-

162



4.1 Nanoporose Platinbeschichtungen

Nasen-Ohrenheilkunde (Leitung Prof. Dr. Thomas Lenarz) der Medizinischen
Hochschule Hannover durchgefithrt und gemeinsam ausgewertet. Auf beiden
pordsen Platinbeschichtungen kann ein erfolgreiches Neuritenwachstum (griin)
beobachtet werden (Abbildung 4.86).

Glas unbeschichtetes Pt beschichtetes Pt

Abbildung 4.86:  Fluoreszenzmikroskopische =~ Aufnahmen der immunfluoreszenz-
gefarbten  Spiralganglienzellkultur — auf mit  Ornithin / Laminin
beschichtetem Glas (a,d), unbeschichtetem Platin (b,e), sp-NPPt (c) und
Ip-NPPt (f) nach 48 Stunden der Spiralganglienzellen-Einsaat.

Ein direkter Vergleich der absoluten Uberlebensraten der Spiralganglienneurone
(SGN) aus dem Innenohr zwischen unabhédngigen Zellkulturuntersuchungen ist
nicht sinnvoll, da die SGN-Zelliiberlebensrate stark von der Qualitdt der aus Ratten
isolierten Zellen abhangt. Dies ist besonders anhand der stark unterschiedlichen
Zelluberlebensraten auf mit Ornithin/Laminin beschichteten Glasoberflachen
deutlich (vgl. Abbildung 4.20, S. 91 und Abbildung 4.83, S. 159). Fir einen Vergleich
wurden die Uberlebensraten jeweils auf die Blindprobe (unbeschichtetes
Platinsubstrat) normiert und in Abbildung 4.87 gegentibergestellt.
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Abbildung 4.87:  Normierte SGN-Zellzahlen der nach 48 Stunden angewachsenen Spiral-
ganglienzellen auf unbeschichteten Platinsubstraten (schraffiert) sowie
der sp-NPPt- (griin) und [p-NPPt- (blau) Beschichtung.

Unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen weisen die SGN auf den sp-
NPPt-Beschichtungen ein vergleichbares Zelliiberleben wie auf den unbeschichteten
Platinsubstraten auf. Das Zelliiberleben auf den Ip-NPPt-Beschichtungen ist im
Vergleich zu der unbeschichteten Platinoberfliche geringer.

Kurzzusammenfassung: Direkter Vergleich der nanoporosen Platinbeschichtungen mit
unterschiedlichen PorengrofSen

Durch die Verwendung von zwei unterschiedlichen Templaten konnten
nanopordse Platinbeschichtungen mit Porendurchmessern von 10 nm sowie etwa
50 nm hergestellt werden. Beide NPPt-Beschichtungen weisen eine Verringerung der
Impedanz im niederfrequenten Bereich auf. Die Beschichtung mit sp-NPPt fiihrte im
Vergleich zu Ip-NPPt zu einem deutlich grofieren positiven Einfluss der Impedanz,
da diese bei 10! Hz um zwei Groflenordnungen mehr verringert werden konnte.
Zellkulturuntersuchungen zeigten auf beiden Beschichtungen eine mit
unbeschichteten Platinsubstraten vergleichbare gute SGN-Uberlebensrate, auf den
sp-NPPt-Beschichtungen war diese etwas hoher.
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4.2 L1CAM-modifizierte Goldoberflichen

Aufgrund der deutlich besseren elektrochemischen Eigenschaften und des
erhohten SGN-Zelliberlebens sollte sp-NPPt zur Beschichtung der Elektroden-
kontakte fiir die Integration eines implantatassoziierten Wirkstoftfreisetzungs-
system verwendet werden.

4.2 L1CAM-modifizierte Goldoberflachen

In diesem Abschnitt wird die Immobilisierung von L1ICAM auf Goldoberflichen
vorgestellt und diskutiert.

Zur L1CAM-Modifizierung wurden goldbeschichtete Siliciumwafer verwendet.
Das Protein L1CAM wurde mittels Cysteamin auf der Goldoberflache angebunden,
da Cysteamin mit seiner Thiol-Gruppe Wechselwirkungen mit der Goldoberfliache
eingeht. Auflerdem konnen zwischen der Aminogruppe des Cysteamins und der
Carbonsaure-Gruppe des L1CAMs Wasserstoffbriickenbindungen und elektro-
statische Wechselwirkungen, sowie zwischen den Kohlenstoftketten des Cysteamins
und L1CAMs hydrophobe Wechselwirkungen ausgebildet werden (vgl. Abschnitt
3.2.2,S. 62).

Zur Beurteilung der L1CAM-Verteilung sowie der prozentualen Flachen-
bedeckung auf der Goldoberfliche wird angebundenes L1ICAM nach Fluoreszenz-
markierung mit Cy3® unter einem Fluoreszenzmikroskop visualisiert. Durch ein
antikorperbasiertes Nachweisverfahren (enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA) werden anschliefend die immobilisierten, immunologisch aktiven L1CAM-
Mengen direkt auf der Goldoberflache bestimmt. Als weiteres Nachweisverfahren
zur Bestimmung der immobilisierten, immunologisch aktiven LICAM-Menge wird
eine Kombination aus Cyclovoltammetrie und ELISA vorgestellt, bei der das LICAM
zunéchst elektrochemisch von der Oberflache abgelost und anschlieend in den
Uberstanden nachgewiesen wird. AbschlieBend werden zur Beurteilung des
elektrochemischen Abloseverhaltens Kontaktwinkelmessungen und kolorimetrische
Analysen ausgewertet.

4.2.1 Flachenbedeckung und Verteilung

Zur Beurteilung des Immobilisierungsverhaltens auf Goldoberflichen wurde
fluoreszenzmarkiertes LICAM mit Einlagerungskonzentrationen von 0.05 pg-mL™},
0.5 pg'mL™%, 1 pgmL™, 10 pgmL™1, 25 pg-mL™!, 50 uyg-mL™! und 100 pg-mL™! auf
Cysteamin-modifizierte Goldoberflachen aufgebracht und am Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit der Software
Image] analysiert, indem die Fluoreszenzpunkte gezahlt, die durchschnittliche Grofe
der Fluoreszenzpunkte bestimmt und die prozentuale Flaichenbedeckung berechnet
wurde. Dafiir wurde, wie in Abbildung 4.88 gezeigt, zuniachst der Hintergrund unter
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Beriicksichtigung der Leuchtpunktgréfie abgezogen, der Kontrast der Leuchtpunkte
erhoht und ein Threshold ausgewéhlt.

‘Binare Darstellung:

Uberlagerte Darstellung

Abbildung 4.88:  Ablauf der Bildbearbeitung durch Image] zur Auswertung der
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von auf dem Goldsubstrat
aufgebrachten Cy3 gelabelten L1CAM. Das Originalbild zeigt die
Aufnahme des Fluoreszenzmikroskops, in der bindren Darstellung
wurden die fluoreszierenden Leuchtpunkte des Originalbildes in weifle
Punkte transferiert. In der uberlagerten Darstellung wurde das
Originalbild und die binare Darstellung vereint.

Auflerdem wurde bei Image] der Befehl ,Watershed® angewendet, um grofe
zusammengelagerte Leuchtpunkte, die falschlicherweise als ein Leuchtpunkt gezahlt
werden, der Grof3e der anderen Leuchtpunkte anzupassen und zu trennen. Da sich
fiir jedes Bild der Hintergrund und Kontrast unterschieden, wurde zur Auswertung
fir jedes Bild ein passender Threshold visuell ausgewahlt (vgl. S 216). Im Hinblick
auf die ibliche Auswertungsmethode bei fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen,
beispielsweise bei Zellkulturuntersuchen, bei denen unter Anwendung definierter
Ablaufe jeder Leuchtpunkt manuell ausgezahlt wird, stellte sich diese Methode als
sinnvoll heraus.

Bereits auf den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen, dargestellt in Abbildung
4.89, konnen Unterschiede beziiglich der Anzahl der Leuchtpunkte zwischen den
eingesetzten L1ICAM-Einlagerungskonzentrationen von 0.05 pg-mL™%, 0.5 pg-mL™},
1 pg-mL™!, 10-50 pg-mL~! und 100 pg-mL™! festgestellt werden.
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Blindprobe 0.05 pg/mL

10 pg/mL 25 pg/mL

50 pg/mL 100 pg/mL

Abbildung 4.89:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von auf dem Goldsubstrat
aufgebrachten fluoreszenzmarkierten L1CAM mit unterschiedlich
eingesetzten LICAM-Einlagerungskonzentrationen mit Kennzeichnung
der ausgewerteten Leuchtpunkte durch Image].

Wie zu erwarten steigt die Anzahl der sichtbaren Leuchtpunkte mit grofier
werdender Konzentration an. Die Aufnahmen von Proben, die mit den L1CAM-

Konzentrationen 10 pg-mL7!, 25 pg-mL™! und 50 pg-mL™! hergestellt wurden, konnen
visuell nicht unterschieden werden.

Zur genaueren Auswertung wurden die Anzahl und die durchschnittliche Grofe
der Leuchtpunkte sowie die prozentuale Flichenbedeckung der Goldoberflache
durch die Leuchtpunkte betrachtet. Die Anzahl der Leuchtpunkte, welche in

Abbildung 4.90 aufgefiihrt sind, steigt zunachst im Bereich von 0.05 - 10 pg-mL™! mit
héher werdender L1CAM-Einlagerungskonzentration von 0.1-10°mm™2 bis

1.2-10° mm™2 an.
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Abbildung 4.90:  Anzahl der Leuchtpunkte der mit fluoreszenzmarkierten L1CAM-
beschichteten = Goldoberflachen in Abhangigkeit der L1CAM-
Einlagerungskonzentration.

Unter Beriicksichtigung der Standardabweichung kann die Leuchtpunktanzahl im
Bereich von 10 - 50 pg-mL™! mit einem Wert von etwa 10° mm2 als konstant an-
gesehen werden. Bei Erhoéhung der L1CAM-Einlagerungskonzentration auf
100 pg-mL! steigt die Leuchtpunktanzahl auf etwa 4.3-10° mm™ an, jedoch weist
dieser Wert eine deutlich héhere Standardabweichung auf als die Leuchtpunktanzahl
bei anderen Konzentrationen.

Bei Betrachtung der in Abbildung 4.91 dargestellten durchschnittlichen Leucht-
punktgrofle konnte unter Beriicksichtigung der teilweise sehr groflen Standard-
abweichung keine Abhingigkeit von der Konzentration festgestellt werden
(Abbildung 4.91).
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Abbildung 4.91:  Durchschnittliche Leuchtpunktgréfle auf den fluoreszenzmarkierten
L1CAM beschichteten Goldoberflachen in Abhangigkeit von der
L1CAM-Einlagerungskonzentration.

Alle Leuchtpunkte wiesen unabhidngig von der verwendeten L1CAM-
Einlagerungskonzentration eine Groéf3e zwischen 1.5 — 2.3 um auf.

Aus Anzahl und Grofle der Leuchtpunkte lasst sich die prozentual bedeckte
Oberflache bestimmen, die im Hinblick auf die Anwendung als Implantatbeschich-
tungsmaterial eine entscheidende Rolle spielen kann (Abbildung 4.92).
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Abbildung 4.92:  Prozentuale Bedeckung der Oberfliche mit fluoreszenzmarkiertem
L1CAM auf Goldoberflachen in Abhéangigkeit der LICAM-Einlagerungs-
konzentration.

Da sich die Leuchtpunktgrofien in Abhéngigkeit der L1CAM-Einlagerungs-
konzentration kaum unterscheiden, ahnelt der Verlauf der prozentualen
Flachenbedeckung dem der Leuchtpunktanzahl (vgl. Abbildung 4.90). Zunéchst
steigt die bedeckte Oberflaiche im Konzentrationsbereich von 0.05 — 10 ug-mL™! von
0.4% auf 3.4% an. Dabei unterscheiden sich die Werte der Konzentrationen von
0.05 pg-mL™! und 0.5 pg-mL~! mit einer Differenz unter 1% kaum. Auch kann im
Konzentrationsbereich von 10 - 50 yg-mL™' wunter Beriicksichtigung der
Standardabweichung kein signifikanter Unterschied festgestellt werden, die
Oberflachenbedeckung in diesem Konzentrationsbereich liegt bei etwa 3%. Durch
eine Konzentrationserhchung der L1CAM-Einlagerungslosung auf 100 pg-mL™!
wurde mit 15% auch eine deutlich héhere Oberflaichenbedeckung erreicht.

Kurzzusammenfassung: Verteilung und Fldchenbedeckung von L1ICAM

Zur Evaluierung des Immobilisierungsverhaltens wurde mit Cy3® fluoreszenz-
markiertes LICAM in unterschiedlichen Konzentrationen auf Cysteamin-modi-
fizierten Goldoberflichen aufgebracht. Die am Fluoreszenzmikroskop bestimmte
Leuchtpunktanzahl stieg im Konzentrationsbereich von 0.05 - 10 ug-mL™! von
0.1-10° mm=2 auf 1.2-10°mm™? an. Im Konzentrationsbereich zwischen
10 — 50 pg-mL™! hingegen konnte unter Berticksichtigung der Standardabweichung
kein Anstieg der Leuchtpunktanzahl festgestellt werden. Erst durch eine Konzen-

trationserhohung auf 100 pg-mL™! erhohte sich die Leuchtpunktanzahl auf iber
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4.2 L1CAM-modifizierte Goldoberflichen

4-10° mm~2 (vgl. S.168). Die durchschnittliche Leuchtpunktgrofle zeigte keine
Konzentrationsabhangigkeit (vgl. S. 169f). Entsprechend wies die aus Leuchtpunkt-
anzahl und -grofle bestimmte prozentuale L1CAM-Oberflichenbedeckung den
gleichen Verlauf, wie die Leuchtpunktanzahl auf (vgl. S. 170).

4.2.2 Bestimmung der immunologisch aktiven LICAM Menge

Neben Untersuchungen der L1CAM-Flichenbedeckung durch fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen sollte das immobilisierte, immunologisch aktive
L1CAM quantitativ bestimmt werden. Hierfiir wurde ein antikérperbasiertes
Nachweisverfahren (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) sowohl direkt auf
der Goldoberfliche als auch indirekt an den Uberstdnden der an den beschichteten
Goldoberflaichen durchgefithrten Cyclovoltammetrie angewendet.

4.2.2.1 ELISA auf modifizierten Goldoberflachen

Mit Hilfe des antikoérperbasierten Nachweisverfahrens enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) wurde das immobilisierte, immunologisch aktive L1CAM
direkt auf der Goldoberfliche nachgewiesen. Wie in Abschnitt 3.2.4.2 beschrieben
(vgl. S. 66) binden spezifische Antikorper an das immunologisch aktive LICAM und
losen einen enzymatisch erzeugten Farbumschlag im Uberstand aus, der
anschlieflend mittels eines Photometers vermessen werden kann.

Bei der Bestimmung des immobilisierten immunologisch aktiven L1CAMs
wurden als Kontrollen sowohl unbeschichtete als auch mit Cysteamin-beschichtete
Goldsubstrate vermessen. Dabei sollte durch die Evaluierung von den Cysteamin
beschichteten Goldsubstraten ausgeschlossen werden, dass die erh6hte Extinktion
durch das Verbindermolekiil zwischen Goldoberflaiche und L1CAM hervorgerufen
wird. Es wurden zwei L1CAM-Einlagerungskonzentrationen (100 pg-mL™1,
2000 pg-mL!) verwendet, wobei zum Vergleich bei einigen Proben zur Vorbeugung
einer unspezifischen Anbindung des Antikorpers ein Blockierungsschritt vor Zugabe
des Detektionsreagenz B durchgefithrt wurde. Der Blockierungsschritt erfolgte
analog zu der beim kommerziellen ELISA durchgefithrten Blockierung der
Mikrotiterplatte nach der Auftragung des primiren Antikorpers. Hierfiir wurden
300 pL einer 2%igen BSA-Waschlosung fiir eine Stunde auf die Probe gegeben. Die
geringen L1CAM-Einlagerungskonzentrationen waren nétig, um im Messbereich
des ELISAs zu liegen. Die in Abbildung 4.93 dargestellten Extinktionen zeigen einen
deutlichen Unterschied zwischen den unbeschichteten Goldsubstraten als Kontrolle,
den Cysteamin-beschichteten Goldsubstraten als Blindwert und den mit LICAM
beschichteten Goldsubstraten.
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Abbildung 4.93:  Extinktionen der Uberstinde aus dem ELISA von Proben, die mit
unterschiedlichen L1CAM-Einlagerungskonzentrationen hergestellt
wurden.

Daher konnte unter Abzug der Blindwerte der Cysteamin-beschichteten
Goldsubstrate und mithilfe einer Kalibrierung anhand der gemessenen Extinktion
die L1CAM-Konzentration auf der Goldoberfliche bestimmt werden. Wie in
Abbildung 4.94 zu sehen, wurde durch den zusétzlich durchgefithrten Blockierungs-
schritt eine um 35% verringerte Konzentration bestimmt.

172



4.2 L1CAM-modifizierte Goldoberflichen

0.35

0.30 /

0.25

0.20

A

0.15

0.10

: -2
Konzentration ,can / P9 mm

0.05

100 pg mL™" 2000 pg mL™" 100 pg mL™’ 2000 pg mL™"

———blockiert ———nicht blockiert——

Abbildung 4.94:  Darstellung der aus den Extinktionen des ELISAs berechneten L1CAM-
Konzentrationen auf Goldoberflichen von geblockten sowie nicht
geblockten Proben, die mit L1CAM-Einlagerungskonzentrationen von

100 pg-mL~" bzw. 2000 pg-mL™" hergestellt wurden.

Unter Verwendung einer Einlagerungskonzentration von 100 pg-mL~! weisen die
blockierten Proben eine Verringerung der berechneten L1ICAM-Konzentration von

0.31 pg-mL~! auf 0.2 pg-mL™! auf. Wurden die Proben in einer Einlagerungslosung
mit einer Konzentration von 2000 pg-mL™! mit LICAM immobilisiert, sank die
berechnete LICAM-Konzentration durch den Blockierungsschritt von 0.33 pg-mm™2

auf 0.22 pg-mm2. Wiahrend die nachgewiesenen L1CAM-Konzentrationen auf den
blockierten Proben aufgrund von Ablosungen oder Austauschreaktionen des
L1CAMs unterschiatzt werden konnen, fithren unspezifische Anbindungen des
Antikorpers auf der nicht blockierten Goldoberfliche zu vermeintlich erhohten
L1CAM-Konzentrationen.

Die unterschiedlichen L1CAM-Einlagerungskonzentrationen zeigen unter
Beriicksichtigung der Fehlerintervalle keinen Einfluss auf die LICAM-Menge. Im
Vergleich zur L1CAM-Einlagerungskonzentration wurden nur geringe L1CAM-
Mengen auf der Goldoberfliche nachgewiesen. Jedoch sollte beriicksichtigt werden,
dass durch den ELISA ausschliefllich immunologisch aktives LICAM bestimmt
wurde und sich die Einlagerungskonzentration auf die L1CAM-Gesamtmenge
bezieht. Wieviel LICAM von dieser Gesamtmenge immunologisch aktiv ist bzw. ob
jedes immobilisierte Protein seine immunologische Wirkung entfalten kann, muss
zukinftig geklart werden. Durch die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in
Abschnitt 4.2.1 (vgl. S. 167), auf welchen eine erfolgreiche konzentrationsabhéngige
L1CAM-Immobilisierung nachgewiesen werden konnte, wird die Vermutung der
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eingeschrankten immunologischen Aktivitdt unterstiitzt. Dennoch konnte bereits
durch sehr geringe L1CAM-Einlagerungskonzentrationen immunologisch aktives
L1CAM auf der Goldoberflache erfolgreich immobilisiert werden.

4.2.2.2 Cyclovoltammetrie mit anschlielendem ELISA

Als ein weiteres L1CAM-Nachweisverfahren wurde ein indirekter ELISA
durchgefiihrt. Hierfir wurde die Thiolgruppe des Cysteamin, welches als
Verbindermolekul zwischen der Goldoberfliche und dem L1CAM diente,
cyclovoltammetrisch durch Reduktion oder Oxidation von der Golfoberfliche
entfernt. Die Oxidation der Thiolgruppe fiihrte zu einer Disulfidbildung, durch die
Reduktion der Thiolgruppe bildet sich eine negativ geladene Sulfidgruppe unter
Abspaltung von Wasserstoff aus. Diese wird aufgrund des an der Goldoberfliche
angelegten Elektroneniiberschuss nicht mehr an dem Goldsubstrat angelagert.

Dadurch wurde das an das Cysteamin angelagerte LICAM mit entfernt und
konnte im Uberstand nachgewiesen werden. In Abbildung 4.95 ist exemplarisch ein
Cyclovoltammogramm der oxidativen Entfernung im Potentialbereich von 0 V bis
1.2 V aufgefiihrt.
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Abbildung 4.95:  Exemplarisches Cyclovoltammogramm der oxidativen Entfernung des
immobilisierten L1CAM von einer Cysteamin-beschichteten Gold-
oberflaiche. Es wurde eine L1CAM-Einlagerungskonzentration von
2000 pg-mL~" verwendet.

Im Vergleich zu den Cysteamin-beschichteten Goldsubstraten zeigen die mit
L1CAM immobilisierten Proben in den aufgenommenen Cyclovoltammogrammen

keine zusatzlichen Elektrodenprozesse, weshalb nicht von einer Verdnderung des
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Proteins durch die elektrochemischen Einfliisse ausgegangen wird.??” Daher konnte
anschliefend durch Vermessen des Uberstands im ELISA die in Abbildung 4.96
dargestellte immunologisch aktive LICAM-Konzentration bestimmt werden.
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Abbildung 4.96: L1CAM-Konzentrationen der Uberstinde aus der cyclovoltamme-
trischen Ablosung des LICAMs von der Goldoberflache durch reduktive
bzw. oxidative Prozesse. Zur LICAM-Immobilisierung wurden Losungen
mit Konzentrationen von 100 pg-mL™" und 2000 pg-mL™" verwendet.

Der Vergleich zwischen reduktiv und oxidativ entferntem L1CAM zeigt einen
deutlichen Unterschied in den nachgewiesenen L1CAM-Konzentrationen. Unter
Verwendung einer LICAM-Einlagerungskonzentration von 100 pg-mL™ wurden bei
der reduktiven Entfernung 42%, bei 2000 pg-mL™! sogar 57% weniger LICAM als bei
der oxidativen Entfernung bestimmt. Entsprechend wurden durch die reduktive
Entfernung vermutlich keine vollstindige Ablosung der Cysteamin-Beschichtung
erreicht. Zur ndheren Untersuchung dieser These wurden zwei reduktive
Entfernungszyklen von Cysteamin-beschichteten Goldsubstraten hintereinander
durchgefiithrt. Zwischen den beiden Zyklen wurde die Elektrolysezelle gereinigt und
der Elektrolyt ausgetauscht. Der Vergleich beider Zyklen in Abbildung 4.97 zeigt
deutliche Unterschiede in den Maxima der Stromspitzen.
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Abbildung 4.97:  Vergleich zwischen zwei hintereinander durchgefiihrten Cyclo-
voltammetrie-Messungen der reduktiven Cysteamin-Entfernung von
Goldoberflachen (links) und Vergleich eines unbeschichteten
Goldsubstrats mit dem zweiten Zyklus der Cysteamin-Reduktion
(rechts).

Die geringeren Oberflachenreaktionen der Cysteamin-Beschichtung im zweiten
Zyklus sprechen fiir eine erfolgreiche Reduktion der Thiol-Gruppe wiahrend des
ersten Zyklus. Trotzdem zeigt der Cyclovoltammogrammvergleich in Abbildung 4.97
einer unbeschichteten Goldoberflache mit dem zweiten Zyklus leichte Unterschiede
in den Oberflachenreaktionen, weshalb von einer nicht vollstindigen Reduktion der
Thiol-Gruppe ausgegangen werden muss. Da auch die Fehlerintervalle bei der
oxidativen Entfernung deutlich kleiner sind, spricht dies fiir eine genauere
Bestimmungsmethode.

Der Vergleich der durchgefithrten Analysemethoden unter Verwendung des
ELISAs in Abbildung 4.98 zeigt, dass im Gegensatz zu dem direkt auf der
Goldoberflaiche durchgefithrten ELISA (vgl. Abschnitt 4.2.2.1, S.171) durch
elektrochemische Ablosung sowohl grofiere LICAM-Mengen nachgewiesen werden
konnten, als auch, dass Abhingigkeiten in der nachgewiesenen L1CAM-
Konzentration von der Einlagerungskonzentration beobachtet werden kénnen.
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Abbildung 4.98:  Vergleich der LICAM-Konzentrationen an der Oberfliche, die durch den
direkt auf der Goldoberflache durchgefiihrten ELISA ermittelt wurden,
mit den Werten, die der ELISA der Uberstinde aus der
elektrochemischen Ablosung lieferte.

Durch Erhéhung der L1CAM-Einlagerungskonzentration von 100 pg-mL™! auf

2000 pg-mL™! kann bei der oxidativen Entfernung die 3-fache LICAM-Menge detek-
tiert werden. Trotzdem konnen, wie auch bei dem direkt auf der Probenoberflache
durchgefithrten ELISA in Abschnitt 4.2.2.1, nicht anndhernd die in der
Einlagerungslosung eingesetzten L1CAM-Konzentrationen erreicht werden. Durch
die 20-fache Konzentrationserhohung kann lediglich eine 3-fache L1CAM-Konzen-
tration nachgewiesen werden. Wie bereits in Abschnitt 4.2.2.1 erlautert ist ein
direkter Vergleich zwischen Einlagerungskonzentration und detektierter L1CAM-
Menge nicht sinnvoll, da bei dem ELISA ausschlieflich die immunologisch aktive
L1CAM-Konzentration bestimmt wird. Die Einlagerungskonzentration hingegen
bezieht sich auf die L1ICAM-Gesamtmenge, also auch auf nicht immunologisch
aktives LICAM. Welcher Anteil der LICAM-Gesamtmenge immunologisch aktiv ist
und ob die immunologische Aktivitit des LICAM durch die Immobilisierung
teilweise blockiert oder sogar zerstort wird, sollte zukiinftig untersucht werden. Im
Hinblick auf die in Abschnitt 4.2.1 (vgl. S.167) gezeigten fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen des immobilisierten fluoreszenzmarkierten L1CAM,
durch die eine erfolgreiche konzentrationsanhiangige L1CAM-Immobilisierung
nachgewiesen werden konnte, wird die Vermutung einer verminderten immuno-
logischen L1CAM-Aktivitat gefestigt. Trotz alledem konnte bereits mit geringen
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L1CAM-Einlagerungskonzentrationen immunologisch aktives L1ICAM erfolgreich
auf Goldoberflichen immobilisiert und mittels ELISA nach elektrochemischer
Oxidation bzw. Reduktion der Thiolgruppe des Verbindungsmolekiils nachgewiesen
werden. Bei oxidativer Entfernung konnte auflerdem die 3-fache immobilisierte
immunologisch aktive L1ICAM-Menge bei 20-facher Erh6hung der Einlagerungs-
konzentration nachgewiesen werden.

Kontaktwinkelmessungen

Zur weiteren Charakterisierung der elektrochemischen Entfernung des
Verbindermolekiils Cysteamin wurden Kontaktwinkelmessungen von der unbe-
schichteten Goldoberfliche und von einem parallel zur Thiol-Modifizierung in
Ethanol gelagerten Goldsubstrat als Blindproben durchgefiihrt. Auflerdem wurden
Messungen an einer Cysteamin-modifizierten Goldoberfliche, sowohl vor als auch
nach der oxidativen Cyclovoltammetrie, ausgewertet. Anhand der gemessenen
Kontaktwinkel, dargestellt in Abbildung 4.99, sind deutliche Unterschiede zwischen
den Blindproben und den mit Cysteamin-beschichteten Goldsubstraten erkennbar.
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Abbildung 4.99:  Kontaktwinkelmessungen einer unbeschichteten Goldoberflache, eines
in Ethanol gelagerten Goldsubstrats und eines Cysteamin-beschichteten
Goldsubstrats vor und nach oxidativer Cyclovoltammetrie.

Die unbeschichtete Goldoberflache weist einen Kontaktwinkel von 70°, das in
Ethanol gelagerte Goldsubstrat einen Kontaktwinkel von 73°, auf. Unter
Berucksichtigung der Messfehler sowie der Standardabweichungen sind bei den
beiden Blindproben demnach keine Unterschiede in der Benetzbarkeit erkennbar.
Durch die Modifizierung mit Cysteamin verringert sich der Kontaktwinkel auf 42°,
die Hydrophilie ist durch die Aminogruppen erhéht. Nach einem Zyklus der
Cyclovoltammetrie erhoht sich der Kontaktwinkel wiederum auf 54°, was auf eine
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Ablosung des Cysteamins und folglich eine Konzentrationsabnahme der
Aminogruppen auf der Goldoberfliche spricht. Da jedoch bei weitem nicht der
Kontaktwinkel einer unbeschichteten Goldoberfliche mit 70° erreicht wurde, spricht
auch diese Messung fiir eine nicht vollstindige elektrochemische Cysteamin-
Entfernung von der Goldoberflache.

Die fotografischen Aufnahmen der Kontaktwinkelmessungen sind im Anhang in
Abbildung 7.10 (vgl. S. 217) aufgefiihrt.

Kolorimetrische Analyse von Aminogruppen

Zur weiteren Untersuchung, ob die Oxidation bzw. Reduktion von Cysteamin auf
Goldoberflichen durch Cyclovoltammetrie nur eingeschréankt stattfindet, wurden
abschlieffend kolorimetrische Analysen der Aminogruppen des Cysteamins
durchgefithrt. Die Methode nach Cook et al.?? erméglicht durch die in Abschnitt
3.2.4.2 beschriebene Reaktion eine quantitative Bestimmung von priméren
Aminogruppen (vgl. S 69). Als Blindproben wurden auch hier unbeschichtete
Goldsubstrate sowie unter Modifizierungsbedingungen in Ethanol gelagerte Proben
verwendet. Im Gegensatz zu den in Abbildung 4.100 dargestellten Ergebnissen der
Cysteamin-beschichteten Goldsubstrate, konnten auf den Blindproben keine
Aminogruppen nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.100: Durch kolorimetrische Analyse der Aminogruppen bestimmte
Flachenbedeckung von Cysteamin auf Goldoberflachen vor und nach
einem Zyklus der oxidativen Cyclovoltammetrie.

Die kolorimetrische Analyse einer mit Cysteamin-beschichteten Goldoberflache
vor der Cyclovoltammetrie zeigt eine Flichenbedeckung von 7.2 + 0.8 pg-mm™.

Durch Oxidation der Thiole wahrend eines Zyklus der Cyclovoltammetrie wurde die

nachgewiesene Flichenbedeckung des Cysteamins um 33% auf 4.8 1.4 pg-mm 2
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verringert. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Erkenntnisse aus den Kontaktwinkel-
messungen (vgl. S 178), bei welchen bereits eine nicht vollstindige Cysteamin-
Entfernung durch Durchfithren der Cyclovoltammetrie vermutet wurde.

Basierend auf den Kontaktwinkelmessungen und der kolorimetrischen Analyse
der Aminogruppen muss abschliefend davon ausgegangen werden, dass der in
diesem Abschnitt erlduterte ELISA nicht die tatsachlichen LICAM-Konzentrationen,
sondern zu geringe Proteinmengen nachweist. Fiir eine genauere Bestimmung der
immobilisierten L1ICAM-Menge miissten weitere Versuchsreihen zur Bestimmung
des Oxidationsverhalten des Cysteamins durchgefiihrt werden.

Kurzzusammenfassung: Bestimmung der immunologisch aktiven LICAM-Menge auf
Goldoberflichen

Immunologisch aktives LICAM konnte qualitativ unter Verwendung eines anti-
korperbasierten Nachweisverfahren (ELISA) nachgewiesen werden. Dies war
sowohl direkt auf der Goldoberfliche moglich als auch indirekt durch
cyclovoltammetrische Ablosung des L1CAMs und anschlieBende Analyse der
Uberstéande.

Durch den direkten ELISA konnte die LICAM-Konzentration auf der Goldober-
fliche mit 0.2 pg-mm~2 bestimmt werden. Die immobilisierte immunologisch aktive
L1CAM-Menge lie3 sich durch Erhohung der L1CAM-Einlagerungskonzentration
von 100 pg-mL™! auf 2000 pg-mL™! nicht verdndern. Auflerdem wurde festgestellt,
dass die Durchfitlhrung eines Blockierungsschritts zu einer geringeren
nachweisbaren immunologisch aktiven L1CAM-Menge fithrte (vgl. 173). Die
unspezifische Anbindung des Antikorpers auf nicht blockierten Goldoberflichen
konnte die Messung verfalschen und die tatsachliche L1ICAM-Konzentration zu hoch
bewerten. Durch Austauschreaktionen oder Ablésungen wahrend des Blockierungs-
schritts konnten L1CAM-Molekiile durch Reaktion mit dem Blockierungsagenz
ersetzt worden sein, wodurch eine zu geringe L1CAM-Konzentration bestimmt
wurde. Dennoch konnte auch mit sehr geringen Einlagerungskonzentrationen
immunologisch aktives LICAM auf der Goldoberflache immobilisiert werden.

Auch durch cyclovoltammetrische Ablosung des L1ICAMs und die anschlieflende
Analyse der Uberstinde konnte immunologisch aktives L1ICAM nachgewiesen
werden. Durch Variation der Einlagerungskonzentration wurden unterschiedliche
L1CAM-Mengen zwischen 0.13 pg-mm™2 bis 0.95 pg-mm™2 auf der Goldoberfliche
immobilisiert. Auflerdem zeigte sich, dass LICAM durch eine reduktive Entfernung
nicht vollstandig von der Goldoberflache abgelost werden konnte. Mittels oxidativer
Entfernung hingegen konnte fast die doppelte LICAM-Menge in den Uberstinden
ermittelt werden (vgl. S. 175ff).

Zur Evaluierung der elektrochemischen L1CAM-Ablésung wurde mittels
Kontaktwinkelmessungen und kolorimetrischen Analysen die Bedeckung der
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4.2 L1CAM-modifizierte Goldoberflichen

Goldoberflaiche mit dem Verbindermolekiil Cysteamin untersucht. Die Kontakt-
winkelmessungen zeigten, dass Cysteamin durch einen cyclovoltammetrischen
Durchlauf teilweise, jedoch nicht vollstindig, entfernt werden konnte. Auch der
kolorimetrische Aminonachweis zeigte, dass nach der oxidativen Entfernung
weiterhin Aminogruppen auf der Goldoberflache vorhanden sind.

Dementsprechend wird davon ausgegangen, dass sowohl durch den direkten als
auch den indirekten ELISA nicht die tatsichliche L1CAM-Konzentration, sondern
eine zu geringe Proteinmenge nachgewiesen wurde.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden sowohl grundlegende Untersuchungen der
Oberflachenbeschaffenheit und der elektrischen Eigenschaften von nanopordsen
Platinbeschichtungen durchgefiithrt als auch tiefgehende Kenntnisse tiber die
Integration von implantatassoziierten = Wirkstofffreisetzungssystemen und
Biokompatibilititen gewonnen. Hierfir wurden Platinbeschichtungen mit
Porendurchmessern von 10 nm (small pore nanoporous platinum, sp-NPPt) und 50 nm
(large pore nanoporous platinum, lp-NPPt) mithilfe Templat-basierten Synthesen
elektrochemisch abgeschieden und untersucht. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden
Ansitze zur biochemischen Modifizierung unter Verwendung von L1CAM als
neuronales Zelladhiasionsmolekiil zur Verbesserung der Elektroden-Nerven-Inter-
aktionen untersucht. Das Aufbringen des LICAM iiber ein Verbindermolekiil sowie
die Entwicklung direkter und indirekter Nachweisverfahren der immunologisch
aktiven LICAM-Menge dienen als Grundlage zur Herstellung und Quantifizierung
immobilisierter Adhasionsmolekiile auf Edelmetalloberflachen.

Die Herstellung der sp-NPPt-Beschichtungen erfolgte durch Losen des Templats
Pluronic® F127 in der Platin(IV)-Elektrolysel6sung, anschliefende simultane elektro-
chemische Abscheidung von Platin sowie dem Templat und abschlieffend Templat-
entfernung. Durch Weiterentwicklung des Designs der Elektrolysezelle konnten
reproduzierbare homogene sp-NPPt-Beschichtungen mit Porendurchmessern von
10 nm erzeugt werden. Die sp-NPPt-Schichtdicke konnte durch Variation der
Zyklenzahl wahrend der elektrochemischen Abscheidung zwischen 300 — 500 nm
eingestellt werden (vgl. S. 78ff). Physisorptionsmessungen zeigten die nicht lineare
Erhohung der spezifischen Oberflache einer 300 nm dicken Platinbeschichtung von
30 cm?-cm™2 auf 190 cm?cm™2 der 500 nm dicken Beschichtung (vgl. S. 81). Eine
deutliche Verringerung der Impedanz im niederfrequenten Bereich durch die sp-
NPPt-Beschichtungen kann in der Anwendung im Cochlea-Implantat zu einer
erhohten Selektivitit der Nervenanregung fithren. Durch die Beschichtung des
dichten Platins mit einer 300 nm dicken sp-NPPt wurde die Impedanz bei 0.1 Hz um
zwei Groflenordnungen verringert. Durch das Aufbringen einer 500 nm dicken sp-
NPPt-Beschichtung wurde die Impedanz nochmals halbiert (vgl. S. 85). Cyclovoltam-
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metrische Messungen zeigten eine starke Vergroflerung der integralen Ladungs-
dichte durch Beschichtungen mit sp-NPPt, was auf die erhoéhte spezifische
Oberflache der sp-NPPt zuriickgefithrt werden konnte. So wiesen blanke Platinober-
flichen eine integrale Ladungsdichte von 1.4:107* VA auf, eine 300 nm dicke sp-
NPPt-Beschichtung fithrte bereits zu einer Vergrofierung auf 27.3-107* VA. Durch
weitere Erh6hungen der Schichtdicken konnten integrale Ladungsdichten von bis zu
41.1-10~* VA erreicht werden (vgl. S. 86). Durch die unterschiedlichen Aspekte aus
Elektrotechnik, Elektrochemie, den Materialwissenschaften und der Physik miissen
zukiinftig gemeinsam genormte Verfahren zur Charakterisierung des elektrischen
Verhaltens einer Elektrode entwickelt und vereinheitlichte Darstellungen der Daten
etabliert werden.?3® Angesichts der Anwendung als biomedizinisches Implantat-
material wurden die sp-NPPt-Beschichtungen in Zellkulturuntersuchungen
hinsichtlich ihrer Cytokompatibilitdt analysiert. Grundlegende Experimente mit
murinen NIH3T3-Fibroblasten zeigten eine gute Zellproliferation und -morphologie
auf der sp-NPPt-Beschichtung (vgl. S. 88f). Anschlieflende spezifischere Zellkultur-
untersuchungen mit den aus dem Innenohr stammenden, empfindlicheren
Spiralganglienzellen wiesen aufgrund der guten Zelliberlebensrate und des
ausgepragten Neuritenwachstums eine gute Cytokompatibilitdt nach (vgl. S. 90f).
Anhand abschlieflender Zellkulturversuche mit mesenchymalen Stammzellen aus
dem Knochenmark konnte eine zunéchst verminderte Zellanhaftung auf der pordsen
Oberflache beobachtet werden. Die jedoch sehr gute Zellproliferation iiber die
dreiwochige Versuchsdauer fithrte zu einer vervierfachten Zellzahl (vgl. S. 92f).
Folglich wiesen die Zellkulturuntersuchungen mit NIH3T3-Fibroblasten, Spiral-
ganglienzellen und mesenchymalen Stammzellen eine vielversprechende
Cytokompatibilitdt der sp-NPPt-Beschichtung fiir die Anwendung im Cochlea-
Implantat nach.

Die Generierung eines einstellbaren Wirkstofffreisetzungssystem in der sp-NPPt-
Beschichtung sollte durch die chemische Modifizierung mit unterschiedlich
funktionalisierten Thiolen erfolgen. Die funktionellen Gruppen des Thiols konnten
die Wechselwirkungen der Implantatoberfliche mit dem Wirkstoff verdandern und
somit die Freisetzungszeit beeinflussen. Durch Kontaktwinkelmessungen konnte die
Modifizierung mit sowohl hydrophoben als auch hydrophilen Thiolen erfolgreich
nachgewiesen werden. Auch réontgenphotoelektronenspektroskopische Messungen
an den Oberflichen bestétigten die erfolgreiche chemische Modifizierung der sp-
NPPt-Beschichtung.

Die Poren der sp-NPPt-Beschichtung sollten als Wirkstoffreservoir dienen, aus
welchen kontrolliert bioaktive Agenzien freigesetzt werden konnen. Hierfiir wurde
Rolipram als geeigneter neuroprotektiver Wirkstoff ausgewahlt. Dieser wurde in
unmodifizierte wie auch modifizierte sp-NPPt-Beschichtungen eingelagert und
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schlieffilich unter sterilen dynamischen Bedingungen freigesetzt. Aus der
unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung fand die gesamte Rolipramfreisetzung
bereits in den ersten 30 Tagen statt, aus der Thiol-modifizierten sp-NPPt-
Beschichtung konnte noch nach 98 Tagen eine Freisetzung gemessen werden (vgl.
S. 105). Zukunftig sollten daher Freisetzungsuntersuchungen iiber einen lingeren
Zeitraum als 98 Tage durchgefithrt werden, um mdglicherweise weitere
Rolipramfreisetzungen aus den Thiol-modifizierten Beschichtungen in Langzeit-Frei-
setzungsexperimenten festzustellen.

Rolipram-Freisetzungen aus sp-NPPt-Beschichtungen unterschiedlicher Schicht-
dicken zeigten im Vergleich zu modifizierten sp-NPPt-Beschichtungen deutlichere
Unterschiede. So wurden aus einer 300 nm dicken sp-NPPt-Beschichtung nach
32 Tagen 10.0 pg-cm™? Rolipram freigesetzt, bei einer Beschichtungsdicke von
500 nm wurde eine ungefihre Verdopplung auf 22.0 pg-cm festgestellt (vgl. S. 108).
Entsprechend eignet sich zum Einstellen der freizusetzenden Rolipram-Mengen die
Variation der Schichtdicken und nicht, wie zunachst vermutet, die Oberflachenmodi-
fizierung mit unterschiedlich funktionalisierten Thiolen.

Zellkulturuntersuchungen mit den Freisetzungsiiberstdnden zeigten fiir sp-NPPt
und Kontrollproben keinen Einfluss auf die Uberlebensrate der Spiralganglien-
neurone. Da moglicherweise systematische Fehler in der Durchfithrung der
Zellkulturuntersuchungen zu diesen Ergebnissen fiihrten, sollte der Rolipram-
Einfluss auf das Zelliberleben erneut evaluiert und die Zellkulturversuche
wiederholt werden (vgl. S. 107).

Die Stabilitat der sp-NPPt-Beschichtung wurde durch eine 17-tigige Lagerung
unter Freisetzungsbedingung untersucht. Anhand rasterelektronenmikroskopischer
Aufnahmen konnten keine Oberflichenverianderung, wie Auflosungseffekte des
Porensystems, festgestellt werden. Allerdings waren Ablagerungen, vermutlich
Riickstande aus dem Freisetzungsmedium, auf der sp-NPPt-Oberfliche erkennbar
(vgl. S. 112ff). Sowohl impedanzspektroskopische als auch cyclovoltammetrische
Messungen zeigten durch die Freisetzung verschlechterte elektrochemische
Eigenschaften. Auch eine anschlieBende Calcination konnte die urspriinglichen
elektrochemischen Eigenschaften nicht wiederherstellen (vgl. S. 114ff). Auflerdem
wurden die Freisetzungsiiberstinde mittels Massenspektrometrie mit induktiv
gekoppeltem Plasma auf samtliche Platinspezies iiberpriift. Es wurden unabhéngig
von chemischer Modifizierung oder Rolipram-Beladung bis zum 17. Freisetzungstag
Platinkonzentrationen von bis zu 39.7 pg-kg™! nachgewiesen (vgl. S.117f). Da
geringe Platinkonzentrationen unter 1000 ug-L™! in Zellkulturuntersuchungen mit
NIH3T3-Fibroblasten und SH-SY5Y Krebszellen keine negative Auswirkung auf das
Zelliiberleben aufwiesen, wurden die freigesetzten Platinkonzentrationen als nicht
kritisch eingestuft.”! Eine Bestitigung der Cytokompatibilitit kann zukinftig
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beispielweise anhand von Zellkulturuntersuchungen mit den Freisetzungs-
tberstanden durchgefithrt werden.

Aufgrund der vielversprechenden Oberflacheneigenschaften der sp-NPPt-Be-
schichtung und in Vorbereitung fiir die Erprobung in Tierversuchen sollte diese auf
den Elektrodenkontakten von realen Cochlea-Implantaten aufgebracht werden.
Hinsichtlich der PTFE-Ummantelung der Elektrodenkontaktierung musste hierfiir
eine alternative Templatentfernung bei niedrigeren Temperaturen entwickelt
werden. Pluronic® F127 konnte durch Extraktion erfolgreich aus der elektrochemisch
abgeschiedenen Platinbeschichtung entfernt werden, was durch Zellkulturunter-
suchungen mit Spiralganglienzellen nachgewiesen wurde (vgl. S. 124).

Solche sp-NPPt beschichteten Elektrodenkontakte wurden mit zwei unter-
schiedlichen Herstellungsrouten gefertigt. Zum einen wurde eine Platinfolie nach
der Standardmethode mit sp-NPPt beschichtet, woraus anschlieflend der Elektroden-
kontakt durch einen Implantathersteller gefertigt wurde. Zum anderen wurde der
schon gefertigte Elektrodenkontakt mit der alternativ entwickelten Syntheseroute
beschichtet. Durch beide Herstellungsrouten konnten die Elektrodenkontakte mit
einer sp-NPPt-Beschichtung ausgestattet werden. Die aus der beschichteten
Platinfolie gefertigten Elektrodenkontakte wiesen gegeniiber dichtem Platin
verbesserte elektrische Eigenschaften auf. Die Impedanz im niederfrequenten
Bereich konnte um zwei Groflenordnungen verringert werden (vgl. S. 134). Cyclo-
voltammetrische Messungen zeigten eine Vergrofierung der integralen Ladungs-
dichte (vgl. S.136). Zellkulturuntersuchungen mit Spiralganglienzellen ergaben
anhand der absoluten Zellzahlen eine gute Cytokompatibilitit der sp-NPPt-
Beschichtung im Vergleich zu den unbeschichteten Elektrodenkontakten (vgl.
S. 138). Bei einigen Proben traten Ablosungen der sp-NPPt-Beschichtung auf, welche
keinem der Prozessschritte (Ausstanzen, Biegen, Schweiflen) zugeordnet werden
konnten (vgl. S. 128ff). Die Beschichtung der bereits gefertigten Elektrodenkontakte
ergab durch Minimierung der Abscheidungszyklen eine homogene gut haftende sp-
NPPt-Oberflache (vgl. S. 127f), weshalb diese Herstellungsroute als besser geeignet
eingestuft wurde. Daher sollten mit diesen sp-NPPt beschichteten
Elektrodenkontakten weiterfithrende Charakterisierungen, wie Zellkultur-
untersuchungen sowie Stabilitdtsuntersuchungen unter Stimulationsbedingungen
durchgefithrt werden. Diese Elektrodenkontakte sollten anschlieffend fiir die
Herstellung von Implantaten fiir Tierversuche eingesetzt werden.

Nanopordse Platinbeschichtungen mit Porendurchmessern gréfier 50 nm (lp-
NPPt) konnten durch Einsetzen von Polystyrollatex-Kugeln als Templat hergestellt
werden. Der resultierende Porendurchmesser in der lp-NPPt korreliert mit dem
eingesetzten Templatdurchmesser und war folglich leicht einstellbar. Durch die
elektrochemische Platinabscheidung auf dem Templat-beschichteten Substrat
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wurden Areale mit einem ungeordneten Porensystem erzeugt, welche durch dichtes
Platin voneinander abgegrenzt waren und eine Schichtdicke unter 400 nm aufwiesen
(vgl. S. 150f).

Auch durch die Ip-NPPt-Beschichtung konnte die Impedanz im niederfrequenten
Bereich gesenkt werden, was mit der vergroflerten spezifischen Oberfliche erklart
werden kann (vgl. S.154). Im Vergleich zur sp-NPPt-Beschichtung wurde eine
geringere Impedanzminimierung erzeugt, da die Ip-NPPt-Beschichtung durch die
grofleren Porendurchmesser eine geringere spezifische Oberflache aufweist.

Durch Zellkulturuntersuchungen mit Spiralganglienzellen konnte anhand der
hohen Zelliiberlebensrate und des erfolgreichen Neuritenwachstums eine gute
Cytokompatibilitat nachgewiesen werden (vgl. S. 157).

Die Kombination des neuroprotektiven Wirkstoffs Rolipram mit dem
Wachstumsfaktor BDNF bewirkt in Zellkulturuntersuchungen eine deutlich erhéhte
Uberlebensrate von Spiralganglienzellen!!, weshalb die lp-NPPt-Beschichtungen
zukiinftig mit BDNF beladen werden sollten. Da in vorherigen Studien der Einfluss
einer Oberflichenmodifizierung auf das BDNF-Freisetzungsverhalten gezeigt
werden konnte®, sollte der Effekt einer Thiolmodifizierung der nanopordésen
Platinoberflache auf die BDNF-Freigabe untersucht werden.

Aufgrund der inerten Platinoberfliche, die sich nur bedingt chemisch
modifizieren lasst, wurde ein Komposit-System aus modifizierbaren nanopordsen
Silica-Nanopartikeln (NPSNP) und nanopordsem Platin entworfen. Hierbei sollten
die NPSNP in die Ip-NPPt-Beschichtung integriert werden, da mit dem gut
modifizierbaren porosem Silica bereits erfolgreich einstellbare Langzeit-
Wirkstofffreisetzungssysteme etabliert werden konnten.23%:240.241.242 Aych Zellkultur-
untersuchungen von NPSNP mit den aus dem Innenrohr stammenden Spiral-
ganglienzellen zeigten aufgrund eines erfolgreich etablierten Langzeit-Wirkstoft-
freisetzungssystems ein verbessertes Zelliiberleben.®* Infolgedessen sollten die als
Templat verwendeten Polystyrollatex-Kugeln durch NPSNP ersetzt werden (vgl.
S. 152). Fiir eine gute Ablagerung der Templat-Partikel auf der Substratoberflache,
einer anschlieBenden erfolgreichen Platinabscheidung in die Partikelzwischenraume
und zur Verhinderung der Beschddigung der NPSNP sollten die NPSNP mit
Polystyrollatex ummantelt werden. In Abbildung 5.1 ist die schematische
Herstellung des Komposit-Materials gezeigt.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Praparation eines Komposit-Materials aus
nanoporosen Silica-Nanopartikeln in nanoporésem Platin auf einem
Platinsubstrat. Zunachst werden die Kern-Schale-Partikel auf dem
Platinsubstrat aufgebracht, anschlieend das Platin in die Templat-
Zwischenrdume abgeschieden. Nach Entfernung der Polystyrollatex-
Beschichtung durch Extraktion mit Toluol oder Calcination entsteht das
Komposit-Material.

Im Vergleich zu der in Abbildung 2.16 (vgl. S. 35) dargestellten Synthese der Ip-
NPPt-Beschichtung sollten anstelle der Polystyrollatex-Kugeln Kern-Schale-Partikel
mit einem NPSNP-Kern und einem Polystyrollatex-Mantel eingesetzt werden. Die
Umsetzung dieses Konzepts erfolgte im Rahmen der Doktorarbeit von Tim-Joshua
Strauf3?3¢ in denen bereits erste Beschichtungen erfolgreich hergestellt werden
konnten (Abbildung 5.2).

Abbildung 5.2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des Komposit-Materials aus
nanopordsen Silica-Nanopartikeln in nanoporésem Platin.?¥’
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Schichtdicke betrdgt etwa 360 nm und die in den Poren der Platinbeschich-
tung erkennbaren NPSNP weisen einen Durchmesser von 75 nm auf. Angesichts
dieses erfolgsversprechenden Materials wurde eine Erfindungsmeldung eingereicht
und ein Patent angemeldet, was mittlerweile veroffentlicht ist.?37

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Anlagerung des Adhasionsmolekiils L1ICAM
auf Goldoberflachen untersucht. Das Aufbringen von mit Cy3® fluoreszenz-
markiertem L1CAM zeigte ein konzentrationsabhingiges Immobilisierungs-
verhalten. Im Konzentrationsbereich der Einlagerungslgsung von 0.05 — 10 pg-mL™!
stieg die Leuchtpunktanzahl von 0.1-10° mm™ auf 1.2:10° mm™ an, wohingegen
zwischen 10 — 50 pg-mL™! keine Verdanderung der Leuchtpunktanzahl zu beobachten
war. Eine weitere Konzentrationserhohung auf 100 pg-mL™! fithrte wiederum zu
einer Verdopplung der Leuchtpunktanzahl auf 4-10°mm™ (vgl. S.168). Die
prozentuale Flichenbedeckung wies die gleiche Konzentrationsabhéngigkeit auf
(vgl. S. 170), da die Leuchtpunktgrofle keine Konzentrationsabhangigkeit zeigte (vgl.
S. 169).

Die immunologisch aktive LICAM-Menge wurde durch Verwendung eines anti-
korperbasierten Nachweisverfahren (ELISA) sowohl direkt auf der Goldoberflache
als auch indirekt nach Ablésen des L1CAMs bestimmt. Die direkte L1CAM-
Bestimmung ergab eine von der Einlagerungskonzentration unabhingige An-
lagerung von 0.2 pg-mL~!. Dies kann auf den Blockierungsschritt zuriickgefithrt
werden, bei welchem moglicherweise Austauschreaktionen oder L1CAM-Ab-
l6sungen zu einer zu niedrig liegenden nachgewiesenen L1CAM-Konzentration
fuhrten (vgl. S. 173). Durch die oxidative LICAM-Entfernung konnte im Vergleich
zu den anderen Entfernungsmethoden mit bis zu 0.9 pg-mm™ die gréfte immuno-
logisch aktive L1CAM-Menge nachgewiesen werden (vgl. S.175). Da L1CAM
offensichtlich durch keine Methode vollstindig entfernt werden konnte, wurde die
Veranderung des Kontaktwinkels und die Anwesenheit des Verbindermolekiils
Cysteamin mit einem kolorimetrischen Aminonachweis untersucht. Durch beide
Analysemethoden wurde die unvollstindige L1CAM-Entfernung bestatigt (vgl.
S. 178ff). Dementsprechend wird davon ausgegangen, dass sowohl durch den
direkten als auch den indirekten ELISA zu geringe L1CAM-Konzentrationen
nachgewiesen wurden.

Fiir eine genauere Analyse sollte zundchst der Anbindungsmechanismus des
L1CAM genauer verstanden werden. Dies konnte durch die Untersuchung einer
umfangreichen konzentrationsabhéngigen Versuchsreihe umgesetzt werden.
Auflerdem miissen die elektrochemischen Ablosungsprozesse durch Variation der
Geschwindigkeit der Potentialdanderung sowie der Zyklenzahl optimiert werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neuartiges und praktikables Konzept zur
Etablierung eines implantatassoziierten Wirkstofffreisetzungssystem auf neuronalen
Elektroden entwickelt. Basierend auf den durchgefiihrten Versuchen mit realen
Cochlea-FElektrodenkontakten, kann das entwickelte System im nachsten Schritt
bereits in Tierexperimenten in die Anwendung in Cochlea-Implantate iiberfithrt
werden. Hiermit und mit darauf basierenden Weiterentwicklungen?3” sollten sich
effiziente kontrollierbare Cochlea-implantatassoziierte ~Wirkstofffreisetzungs-
systeme realisieren lassen. Grundlegende Untersuchungen zur Immobilisierung mit
L1CAM auf Goldsubstraten bilden die Basis zur Herstellung und Charakterisierung
von biochemischen Modifizierungen auf Edelmetalloberflichen, welche in naher
Zukunft an Relevanz gewinnen kénnen.
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7.1 Chemikalienverzeichnis

Chemikalie Reinheit Hersteller
11-Mercaptoundecanséure 98 % Sigma-Aldrich
1-Propanthiol 99 % Sigma-Aldrich
2-Phenylethanthiol 98 % Sigma-Aldrich
4’ ,6-Diamin-2-phenylindol AppliChem
8-Amino-1-octanthiol 95 % Sigma-Aldrich
Aceton 299.5 % Roth
Alexa Fluor®488 - Jackson
ImmunoResearch
Anti-Neurofilament-Antikorper (200 kDa, - Leica Biosystems
monoclonal mouse, clone RT97)
BSA =98 % Sigma-Aldrich
Carboxyfluorescein Succinimidylester - Abcam
CBS 299.9 % Sigma-Aldrich
Cysteamin 295 % Sigma-Aldrich
Dimethylformamid >299.8 % Sigma-Aldrich
Dimethylsulfoxid 299.9 % Sigma-Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - Biochrom
Ethanol, absolut >99.5 % Emplura
Glukose - B. Braun
Goldbeschichteter Siliciumwafer 99.9 % Sigma-Aldrich
HEPES - Invitrogen
Hexachloroplatinsaure Hexahydrat 37.3-38.0 % Pt- TCI
Anteil
Insulin - Biochrom
Isopropanol 299.5 % Roth
Kalberserum - Medizinische
Hochschule Hannover
L1CAM =285 % Thermo Fisher
Scientific
L1CAM ELISA Kit (Basis-Set) - Sino Biological Inc.
L1CAM ELISA Kit (Komplett-Set) - Antibodies-online
N2-Zusatz - Invitrogen
Natrium-3-mercapto-1-propansulfonat 90 % Sigma-Aldrich
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Natriumhydrogencarbonat 295 % Merck
Natriumhydrogenphosphat- 295 % Merck
dihydrat
PBS Steril-filtered, Sigma-Aldrich
suitable for cell
culture
Penicillin - Biochrom
Perchlorséure 70 % Riedel de Haen
Polystyrol Nanopartikel 50 nm - Sigma-Aldrich
Schwefelsiure, konzentriert >95-97 % Sigma-Aldrich
Siliciumwafer - Sigma-Aldrich
Streptomycin - Medizinische
Hochschule Hannover
Sulfo-SDTB 295 % Emelca
TBS mit Tween20 299.9 % Sigma-Aldrich
Tetramethylbenzidin 299.9 % Sigma-Aldrich
Toluol 299.7 % Sigma-Aldrich
Triethylamin 299 % Sigma-Aldrich
Trypsin / Ethylendiamintetraessigsaure-Losung | - Medizinische
Hochschule Hannover
Wasserstoffperoxid 235 % Sigma-Aldrich
Zitronensdure 99 % Sigma-Aldrich

7.2 Ethische Erklarung iiber die Isolation der SGC aus
neonatalen Ratten

Die Experimente wurden im Sinne der internationalen Richtlinien fiir Tierschutz
der Medizinischen Hochschule Hannover unter Einhalten der Standards
entsprechend dem deutschen Tierschutzgesetz und der europiischen Richtlinie
2010/63/Eu tber den Tierschutz durchgefithrt. Fiir die in vitro Experimente wurde
die registrierte Euthanasie (no.:2013/44) mit der lokalen Autorisierung (Zentrales
Tierlaboratorium, Medizinische Hochschule Hannover) durchgefiithrt und nach den
gesetzlich vorgeschriebenen Vorgaben gemeldet. Da vorweg keine weitere
Behandlung durchgefithrt wurde, war keine weitere Genehmigung fiir die Totung
der Tiere zur Nachforschung durch Gewebeanalysen nétig (§4). Die Ratten aus dem
Zuchtbestand von Charles River (Charles River, USA) wurden im lizensierten
zentralen Tierlaboratorium der Medizinischen Hochschule Hannover geziichtet,
geboren und mit ihrem Nachwuchs zur Verwendung in Forschungsstudien gehalten.
Die Euthanasie wurde zur Minimierung des Stresslevels der Ratten durch eine
lizensierte Person durchgefiihrt, bevor die Ratten enthauptet und fiir Experimente

verwendet wurden.
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7.3 Ergebnisse und Diskussion

7.3.1 Nanoporose Platinbeschichtung mit kleinen Porendurchmessern
Fir die genaue Erlduterung, weshalb die impedanzspektroskopischen Messungen
nicht anhand der Nyquist-Auftragung ausgewertet werden konnten, ist eine

exemplarische Nyquist-Auftragung mit unterschiedlichen Vergroflerungen in
Abbildung 7.1 gezeigt.
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Abbildung 7.1: Impedanzspektren von sp-NPPt-Beschichtungen (1000 Abscheidungs-
zyklen) in der Nyquist-Auftragung, wobei b-d Vergrofierungen der in a
dargestellten Ubersicht sind.

Die gezeigte Nyquist-Auftragung zeigt nicht den iiblichen Verlauf, anhand dessen
normalerweise durch den Schnittpunkt mit der x-Achse der Elektrolytwiderstand Rg
bestimmt werden kann (Abbildung 7.2).
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Abbildung 7.2: Beispielhafte Nyquist-Auftragung aus Hamann & Vielstich.?"”

Der zweite Schnittpunkt mit der x-Achse entspricht entsprechend der Summe des
Elektrolytwiderstands Rg und des Durchtrittswiderstands Rp. Somit konnen
Aussagen uber Diffusionsprozesse getroffen werden und folglich Riickschliisse auf
die Zuganglichkeit des Porensystems gezogen werden. Durch Bestimmung des
Phasenwinkels, welcher durch die kapazitiven Anteile der Gesamtimpedanz
bestimmt wird, kann das elektrochemische Verhalten des Gesamtsystems analysiert
werden. Betragt der Phasenwinkel 0°, so liegt ein Ohmsches Verhalten vor. Ein
Kondensator weist einen Phasenwinkel von 90° auf, bei 45° hingegen wird von der
Warburg-Impedanz gesprochen, welche durch Diffusionsprozesse hervorgerufen
wird.

Folglich konnen durch den nicht auswertbaren Kurvenverlauf der Nyquist-
Auftragung keine Aussagen Uber die Widerstinde der sp-NPPt-Beschichtungen
getroffen werden.
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Abbildung 7.3: Hohenprofile der konfokalmikroskopischen Messungen an sp-NPPt-
Beschichtung auf Platin unter Verwendung der Standardsynthese-
bedingungen mit 1000 Abscheidungszyklen in Elektrolysezelle 1.
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a) Ubersicht b) Schwefel
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Abbildung 7.4: XPS-Spektrum einer mit 11-Mercaptoundecansiure modifizierten sp-

NPPt-Beschichtung (a) sowie Vergroflerungen des Bindungsenergie-
bereichs von Schwefel (b), Platin (c) und Kohlenstoff (d).

211



7 Anhang

a) Ubersicht b) Schwefel
g g i
§ § i »& M
'S IS i
j m’{, IW‘;;WI, L/ (ﬂ r W
1200 1000 800 600 400 200 0 775 170 165 160 155 150
Bindungsenergie | eV Bindungsenergie | eV
c) Platin d) Kohlenstoff
£ £
\ | ’ l‘
" ‘w W VH )
% 85 80 75 70 65 60 295 290 285 280 75 270
Bindungsenergie | eV Bindungsenergie | eV
e) Platin /Sauerstoff f) Phosphor
5 3
§ § l"ﬁf
h h | \
l‘ l‘ ) WH ,w ﬂ‘ | '«W
'”*1% “d
I‘\“‘u "‘v'w
540 530 520 510 500 140 135 130 125 120
Bindungsenergie | eV Bindungsenergie | eV
Abbildung 7.5:  XPS-Spektrum einer unmodifizierten sp-NPPt-Beschichtung nach

eintagiger Lagerung unter Freisetzungsbedingungen (a) sowie
Vergroflerungen des Bindungsenergiebereichs von Schwefel (b), Platin
(c), Kohlenstoff (d), Platin / Sauerstoff (e) und Phosphor (f).

Rolipram-Freisetzung unter sterilen Bedingungen in Panserin

Durch Kontaminationen dndert sich der pH-Wert des Panserins, welcher mithilfe
eines enthaltenden Indikators (Phenolrot) anhand der Farbung festgestellt werden
kann. Fotografische Aufnahmen der Freisetzungsiiberstinde sind in Abbildung 7.6

gezeigt.
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Abbildung 7.6: Fotografische Aufnahmen der durch Kontamination verfarbten
Freisetzungsiiberstande vom 1.Tag, 4. Tag, 10. Tag und 17.Tag. Als
Freisetzungsmedium wurde mit Antibiotika versetztes Panserin
verwendet.

Am ersten Tag der Freisetzung sind alle Uberstinde frei von Kontaminationen,
der pH hat sich nicht verdndert und es konnte visuell kein Pilzwachstum festgestellt
werden. Bereits beim zweiten Probenumsetzen am 4. Tag der Rolipram-Freisetzung
zeigten sich in drei Uberstinden pH-Anderungen, welche durch Kontaminierungen
hervorgerufen wurden. Am 10. Freisetzungstag zeigten alle Uberstinde durch
Gelbfarbungen eine pH-Wert-Anderung auf etwa 6, auflerdem wurde ein
Pilzwachstum visuell festgestellt. Da ab diesem Zeitpunkt alle Proben kontaminiert
waren, wurde durch das Umsetzen die Kontamination wie erwartet in alle weiteren
Uberstande (17. Tag) ubertragen. Aufgrund der Kontamination konnten diese
Uberstinde fiir keine Zellkulturuntersuchungen verwendet werden.

Daher sollten die Proben in den folgenden Freisetzungsversuchen nicht umgesetzt
werden, um Kontaminierungen durch Offnen der Freisetzungsgefiafie zu verhindern.
Stattdessen wurde fiir jeden zu vermessenen Zeitpunkt eine Probe hergestellt, die
entsprechend lang im Uberstand gelagert wurde. Beispielsweise wurde zur Unter-
suchung des Uberstands vom 17. Tag die Probe die gesamten 17 Tage in dem Frei-
setzungsmedium gelagert. Die fotografischen Aufnahmen der Uberstinde sind in
Abbildung 7.7 dargestellt.
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Abbildung 7.7:
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Freisetzungsiiberstande. Die Proben wurden nicht umgesetzt, es wurde
stattdessen tiber 1 Tag, 4 Tage, 10 Tage sowie 17 Tage aus jeweils einem
Substrat freigesetzt. Als Freisetzungsmedium wurde mit Antibiotika
versetztes Panserin verwendet.

Die Kontaminationen konnten im Vergleich zu der in Abbildung 7.6 gezeigten

Versuchsreihe minimiert, jedoch nicht verhindert werden. Unabhangig von der

chemischen Modifizierung sowie der Rolipram-Freisetzung, wurden bei allen

Probenarten mindestens zwei Uberstinde kontaminiert, weshalb auch mit diesen

Uberstianden keine Zellkulturuntersuchungen durchgefithrt werden konnten.

Abbildung 7.8:
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7.3.2 Nanoporose Platinbeschichtung mit grof3en Porendurchmessern

Abbildung 7.9: Fotografische Aufnahme eines mit PLBs beschichteten Platinsubstrats
unter Verwendung einer ethanolischen PLBs-Suspension (a) und eines
mit PLBs beschichteten Platinsubstrats unter Verwendung einer
wassrigen PLBs-Suspension (b) unter UV-Licht. Nach der elektro-
chemischen Platinabscheidung auf das mit einer ethanolischen PLBs-
Suspension beschichteten Substrats sind nur wenige schwarze Bereiche
auf der Beschichtung erkennbar (c).
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7.3.3 L1CAM

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Parameter zur Auswertung der
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mit der Software Image).
Probenname Einlagerungs- | Substract Enhance Threshold
konzentration | background contrast [%]
[pg-mL]
Au_L1CAM_35_01-1 0.05 5 0.1 Yen
Au_L1CAM_35_01-2 0.05 5 0.1 Renyi Entropy
Au_L1CAM_35_01-3 0.05 5 0.1 RenyiEntropy
Au_L1CAM_35_02-1 0.05 5 0.1 RenyiEntropy
Au_L1CAM_35_02-2 0.05 10 0.1 RenyiEntropy
Au_L1CAM_35_02-3 0.05 5 0.1 RenyiEntropy
Au L1CAM_36_01-1 0.05 5 0.1 RenyiEntropy
Au L1CAM_36_01-2 0.05 0.1 RenyiEntropy
Au_L1CAM_36_01-3 0.05 0.1 RenyiEntropy
Au_L1CAM_36_02-1 0.05 10 0.1 Default
Au_L1CAM_36_02-2 0.05 10 0.1 Default
Au_L1CAM_36_02-3 0.05 5 0.1 RenyiEntropy
Au_L1CAM_37_01-1 1 10 0.4 Default
Au_L1CAM_37_01-2 1 10 0.4 Default
Au L1CAM _37 01-3 1 5 04 Default
Au_L1CAM_37 02-1 1 10 0.1 Li
Au L1CAM_37_02-2 1 5 0.4 RenyiEntropy
Au L1CAM_37_02-3 1 5 0.4 RenyiEntropy
Au_L1CAM 39 01-1 100 10 0.4 Li
Au_L1ICAM 39 01-2 100 10 0.4 Li
Au_L1CAM_39_01-3 100 10 0.4 Li
Au_L1CAM_39_02-1 100 10 0.1 Li
Au_L1CAM_39_02-3 100 10 0.4 Li
Au_L1CAM_40_01-1 50 10 0.4 IsoData
Au_L1CAM_40_01-2 50 10 0.4 Default
Au_L1CAM_40_01-3 50 10 0.4 IsoData
Au_L1CAM 40 02-1 50 5 0.4 Default
Au_L1CAM_40_02-2 50 5 0.4 RenyiEntropy
Au_L1CAM 41 02-1 25 10 0.4 Default
Au L1ICAM 41 02-2 25 10 0.4 Default
Au L1ICAM 41 02-3 25 10 0.4 Default
Au_L1CAM 42 02-1 10 10 0.4 Default
Au_L1CAM_42_02-2 10 10 0.4 Default
Au_L1CAM_42_02-3 10 10 0.4 Default
Au_L1CAM_43 _01-1 1 10 0.4 Default
Au_L1CAM_43_02-1 1 10 0.1 RenyiEntropy
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.Q_.Q_ﬁ.&

Abbildung 7.10:  Kontaktwinkelmessung einer unbeschichteten Goldoberflache (a), eines
in Ethanol gelagerten Goldsubstrats (b), eines Cysteamin- beschlchteten
Goldsubstrats vor (c) und eines Cysteamin-beschichteten Goldsubstrats
nach der Cyclovoltammetrie (d).
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7.4 Lebenslauf

Geburtsdatum

Geburtsort

01.01.2019 - heute
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06/2007
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