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„Die Kenntnis der Ursachen bewirkt die Erkenntnis der Ergebnisse." 
(Cicero, Topica) 
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Kapitel 1: Einführung  

 

 

1.1 Titan als Implantatmaterial 

 

In den letzten Jahrzehnten hat sich Titan als eines der meistgenutzten 

Implantatmaterialien bewährt. Kommerzielles Titan (engl.: commercially pure Ti/ 

cp Ti) ist das am häufigsten eingesetzte Material für Knochenimplantate und gilt 

in diesem Bereich weiterhin als orthopädischer Standard. Insbesondere im Be-

reich der Dentalimplantate ist es mit über einer Million Implantaten pro Jahr und 

einer Osseointegrationsquote von ca. 95 % der weltweit erfolgreichste Werk-

stoff. [Kas83, LeG07, DeJ08, Ros05, Kan09, Ray09]  

Der Grund für diesen Erfolg findet sich in der hohen biologischen Kompatibilität 

des Materials. Dies liegt weniger an den metallischen Eigenschaften des Bulk-

materials selbst, sondern in erster Linie an einer sich spontan ausbildenden 

Oberflächenoxidschicht, welche einen eher keramischen Charakter aufweist. 

Titan ist hier als Kompositmaterial zu sehen. Sobald es Luft oder Wasser (z. B. 

in Körperflüssigkeiten) ausgesetzt wird, kommt es zur Einlagerung von Sauer-

stoffatomen in das Metall. Diese Schicht erreicht eine Tiefe von 3  bis  10 nm 

und besitzt einen Sauerstoffgradienten, der mit zunehmender Eindringtiefe ab-

nimmt. Auch wenn es innerhalb der Oxidschicht zu unterschiedlichen 

Stöchiometrien kommt, wird verallgemeinernd zumeist von einer Titandioxid-

Oberfläche (TiO2-Oberfläche) gesprochen, da dies die stabilste Form von Ti-

tanoxiden ist. Diese Oxidschicht schützt Titan vor Korrosion, was die Biokompa-

tibilität gegenüber anderen Metallen enorm steigert. Zusätzlich bewirkt die me-

tallische Härte ein verbessertes Einwachsen des Implantats. Der direkte Kon-

takt zum Knochen wird so gefördert und der Weichgewebekontakt, welcher zu 

einer Lockerung des Implantats führen kann, unterbunden. [Kas83, DeJ08, 

Ros05] 
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1.1.1 Ablauf der Implantatintegration 

Der Prozess der Zelladsorption an dentalen Implantatoberflächen ist in Abbil-

dung 1.1 schematisch dargestellt. Die Eigenschaften der Titanoxidoberfläche 

wirken sich hier ebenfalls auf die Integration des Implantats in den Knochen 

aus, indem diese die Adsorption von H2O, Ionen und Biomolekülen wie Protei-

nen an der Implantatoberfläche beeinflusst, was sich wiederum auf die Adhäsi-

on von Zellen auswirkt: Nach Ausbildung der Oxidschicht und Implantation 

kommt es zunächst zur Anlagerung von H2O-Molekülen an der TiO2-

Oberfläche. Diese können sich als Mono- oder als Bilayer anlagern, je nach 

Zusammensetzung der Oxidschicht. Im zweiten Schritt lagern sich Ionen an der 

Implantatoberfläche an. Welche Ionen sich anlagern, hängt erneut von den 

Oberflächeneigenschaften und der ausgebildeten H2O-Schicht ab. Anschlie-

ßend adsorbieren körpereigene Proteine an die ausgebildete Hydrathülle. Die-

ser Adsorptionsprozess ist, im Vergleich zur Adsorption von Proteinen an kör-

pereigenem Gewebe, weitestgehend ungerichtet und unspezifisch. Als Folge 

kommt es zur Ausbildung einer Proteinmischschicht, deren dynamische Zu-

sammensetzung durch die Schicht aus Ionen und H2O-Molekülen beeinflusst 

wird. Diese Proteinmischschicht dient nun als Substrat für die im nächsten 

Schritt erfolgende Adhäsion von Zellen. Neben der Adsorption von Knochenzel-

len (Osteoblasten) kommt es im Knochen vor allem zur Adsorption von 

mesenchymalen Stammzellen. Hierbei handelt es sich um multipotente Zellen, 

die u. a. zu Osteoblasten differenzieren können. Diese Differenzierung wird zum 

einen durch den Kontakt zu bereits adsorbierten Osteoblasten gefördert, zum 

anderen über die Proteinschicht auf dem Implantat beeinflusst. Zellen interagie-

ren mit dieser Schicht mithilfe von membranständigen Rezeptorproteinen, die 

als Integrine bezeichnet werden. Diese Neuadsorption von Zellen ist somit der 

initiale Schritt zur Gewebeneubildung. [Kas99, Ran05, DeJ08, Shi04] 

 



 

1.1 Titan als Implantatmaterial 

 
 

3 

 

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Prozesse an der Gewebe-Implantat-Grenzfläche nach 
der Implantation eines Dentalimplantates in den Knochen. A: H2O-Moleküle physisorbieren an 
die TiO2-Oberfläche. B: Ausbildung eines Mono- oder Bilayers von H2O-Molekülen an der TiO2-
Oberfläche. C: Ionen werden hydratisiert und lagern sich in die H2O-Schicht ein. D: Einlagerung 
von Proteinen in die Hydrathülle. E: Die verstärkte Einlagerung von Proteinen führt zur Ausbil-
dung einer Proteinmischschicht. F: Zellen erreichen Oberfläche und treten mit Proteinen der 
Proteinmischschicht in Wechselwirkung. Abbildung nach [Kas99]. 

 

Die Funktion der Osteoblasten besteht im Aufbau des Knochens. Hierzu syn-

thetisieren sie die extrazelluläre Matrix (ECM) des Knochengewebes, die aus 

Proteinen und einer Mineralphase aus Hydroxylapatitnanokristallen besteht. 

90 % der Proteine sind Collagenfasern, welche strukturgebende Eigenschaften 

besitzen. Weiterhin besitzen diese Fasern Bindestellen für Adhäsionsproteine, 

wie z. B. Fibronektin (Fn). Diese vermitteln u. a. die Adhäsion von Zellen und 

nehmen somit eine zentrale Rolle in der ECM ein (siehe Kapitel 2.6). In diese 

kalzifizierte Matrix sind Osteoblasten ebenfalls eingebettet und formen so eine 

durchgehende Schicht auf der Knochenoberfläche [DeJ08]. Durch den Kontakt 

von Osteoblasten zu neu adsorbierten mesenchymalen Stammzellen wird de-
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ren Proliferation und Differenzierung zu weiteren Osteoblasten (Osteoinduktion) 

verbessert. Weiterhin bewirkt der Kontakt von Osteoblasten des angrenzenden 

Knochengewebes zu adhärierten Osteoblasten auf der Implantatoberfläche eine 

erhöhte Akzeptanz des Knochens für das Implantat. Zellen des Knochengewe-

bes migrieren auf das Implantat und wachsen in dessen Oberflächenstrukturen 

hinein (Osteokonduktion). So bildet sich eine mechanisch solide Grenzschicht 

zwischen Knochen und Implantat ohne störende Weichgewebsschicht aus. Die 

Ausbildung einer fibrillären Zwischenschicht kann hingegen zum Verlust des 

Implantats führen. [DeJ08, Ran05, LeG07, Eng05] 

 

1.1.2 Probleme bei Implantaten 

Nach wie vor kommt es bei 5 % der gesetzten Implantate zu keiner erfolgrei-

chen Integration und zu einem Implantatverlust [LeG07]. Ferner sind 95 % der 

Implantationen zwar erfolgreich, dennoch dauert es mehrere Wochen bis Mona-

te, bis das Implantat eingewachsen ist, was gerade bei dentalen Implantaten für 

den Patienten sehr belastend sein kann. Insbesondere wenige Wochen nach 

der Implantation kommt es zu einer kritischen Phase im Einheilungsprozess. 

Nach Setzen des Implantats wird dieses zunächst über die mechanische Ver-

ankerung zum alten Knochen im Gewebe gehalten. Dessen Knochensubstanz 

nimmt nach einer Woche rapide ab. Gleichzeitig kommt es zur Knochenneubil-

dung. Allerdings dauert es mehrere Wochen bis ausreichend Knochensubstanz 

gebildet wurde, um das Implantat zu stabilisieren. Als Folge tritt 2 bis 4 Wochen 

nach der Implantation eine Stabilitätslücke auf (Abb. 1.2) [Ran05]. Könnte die 

Osseointegration verbessert bzw. beschleunigt werden, würde sich die entste-

hende Lücke verkleinern. Aus diesem Grund ist für eine erfolgreiche Integration 

des Implantats die Aktivität adhärierter Osteoblasten wichtig. Das Titanimplantat 

selbst wird zum größten Teil über seine mechanische Verzahnung im Knochen 

stabilisiert. Eine starke und dichte Adhäsion des Knochengewebes an das Im-

plantat bzw. eine chemische oder biochemische Bindung zum Knochen wurde 

aufgrund der biologischen Inertheit von Titan, bedingt durch die oxidische Ober-

fläche, bisher nicht erreicht. Eine spezifische Aktivierung auf molekularbiologi-
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sche oder biophysikalische Weise ist bisher noch nicht gelungen. [Kan09, 

LeG07, Ran05] 

 

 

Abb. 1.2: Stabilitätsverlauf eines eingesetzten Implantats. Aufgetragen ist die Stabilität des 
Implantats, erzielt durch das alte (durchgezogene Linie) und neu aufgebaute (gestrichelte Linie) 
Knochengewebe, gegen die Zeit in Wochen. Zwischen der zweiten und vierten Woche entsteht 
eine Stabilitätslücke, wodurch es zu einer kritischen Phase im Einheilungsprozess kommt. Nach 
[Ran05].  

 

1.1.3 Physikalische und chemische Oberflächenmodifizierungen 

Ein physikalisches Verfahren zur Verbesserung der Osseointegration kommer-

zieller Dentalimplantate ist das Anrauen der Oberfläche im Mikrometerbereich. 

Durch dieses Verfahren wird die mechanische Stabilität des Implantats im Kno-

chen erhöht. Dies bewirkt eine frühzeitige Fixierung und eine erhöhte Langzeit-

stabilität. Allerdings begünstigt eine raue Oberfläche zugleich das Anhaften von 

Mikroorganismen an der Oberfläche und steigert so die Gefahr einer Peri-

implantitis. Eine weitere physikalische Modifizierungsmethode ist das Erstellen 

von superhydrophilen Oberflächen, die das Einheilen ebenfalls positiv beein-

flussen sollen. Studien zu diesem Thema zeigen allerdings bisher widersprüch-

liche Ergebnisse. Einige bestätigen eine Verbesserung des Einheilungsprozes-

ses, andere können jedoch keinen Effekt nachweisen [LeG07]. Ein weiterer Lö-
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sungsansatz ist die Applikation einer biomimetischen Schicht, beispielsweise 

durch das Aufbringen anorganischer Calciumphosphat (CaP)-Schichten auf 

Dentalimplantate, die der natürlichen Zusammensetzung des Zahns ähnelt. 

Trotz einer erhöhten Osseointegration ist die generelle Akzeptanz solcher 

Schichten gering, da sie sogar innerhalb derselben Charge große Qualitäts-

schwankungen aufweisen. Zusätzlich sind sie zumeist nicht geschlossen, son-

dern porös, und besitzen eine erhöhte Grenzflächenspannung, die zur Ablö-

sung der anorganischen Schicht vom Implantat führt. Neben den rein anorgani-

schen Schichten wird ebenfalls versucht Kompositschichten, bestehend aus 

CaP, Collagen und Proteinen, aufzubringen. Ein generelles Problem dieser Art 

von Beschichtung ist, dass anorganische Schichten meist bei hohen Tempera-

turen und unter unphysiologischen Bedingungen appliziert werden, sodass Col-

lagen und Proteine nachträglich hinzugefügt werden müssen. Hierbei kommt es 

meist zu einer zu schnellen und unkontrollierten Abgabe dieser Komponenten 

an die Umgebung, dem sogenannten Burst. [LeG07, DeJ08] 

 

 

1.2 Bioaktivierung von Titanoberflächen 

 

Alternativ zu anorganischen Beschichtungen kann über eine gezielte Immobili-

sierung von Biomolekülen wie Proteinen, einzelnen Peptidsequenzen oder 

Wachstumsfaktoren, eine nanoskalige, biomimetische Schicht auf TiO2-

Oberflächen erzeugt werden, um so eine adhäsionsverstärkende Wirkung zu 

erzielen. Böing hatte zu diesem Zweck den Wachstumsfaktor „Bone 

Morphogenetic Protein 2“ (BMP-2), das Adhäsionsprotein „Fn“ und das 

Tripeptid „RGD“ auf aminoaktivierten Titanoberflächen kovalent immobilisiert 

[Böi03]. Das Tripeptid besteht aus den Aminosäuren Arginin, Glycin und Aspa-

ragin und wird im Allgemeinen als RGD oder RGD-Sequenz bezeichnet. Diese 

ist die primäre Bindestelle für Integrine innerhalb von Fn. Auernheimer nutzte 

ebenfalls über einen Phosphatanker auf TiO2-Oberflächen immobilisierte RGD-

Sequenzen, um deren Bioaktivität zu steigern [Aue05]. Der Wachstumsfaktor 

BMP-2 ist ein weiteres Protein, das häufig zur Steigerung der Osseointegration 
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eingesetzt wird. Insbesondere in Kombination mit Collagen oder 

Calciumphosphat zeigt auf Titan immobilisiertes BMP-2 eine erhöhte Knochen-

bildungsrate [DeJ08]. Hier tritt allerdings häufig das Problem der unkontrollier-

ten Freigabe des Wirkstoffes an die Umgebung auf [LeG07]. Weiterhin besteht 

eine Verbindung zwischen dem Einsatz von BMP-2 in hohen Konzentrationen 

und der Bildung von Tumoren, was eine Verwendung problematisch macht 

[Rai05, Ste08]. Eine weitere Art der Bioaktivierung von Implantaten besteht im 

Aufbringen künstlicher Membranen. Rossetti et al. zeigten, dass über das Auf-

bringen von Siliziumdioxid-Nanopartikeln (SiO2-Nanodots) und dem Einsatz von 

unterschiedlichen künstlichen Membranen, die über Phosphatanker immobili-

siert wurden (Supported-Phosphated-Bilayer), eine selektive Aktivierung von 

Titan mit unterschiedlichen Liganden möglich ist [Ros05]. Allerdings ist der Ein-

satz auf Implantatoberflächen aufgrund der geringen Stabilität von 

Lipidmembranen gegenüber Scherkräften äußerst unwahrscheinlich. Darüber 

hinaus gibt es Ansätze mit weiteren Proteinen wie „Bovines Serum Albumin“ 

(BSA) oder Enzyme wie der „Alkalischen Phosphatase“ (AP), um eine verbes-

serte Osseointegration zu erreichen. [DeJ08, Oka98] 

 

1.2.1 Problem Proteinmischschicht und bioinerte Oberflächen 

Die meisten der im vorherigen Abschnitt genannten Modifizierungen zeigen bei 

Zelladhäsionstests auf idealisierten Modelloberflächen eine Verbesserung der 

Osteoblastenadhäsion. Das Entstehen einer Proteinmischschicht bei Kontakt 

der Oberfläche mit Körperflüssigkeiten wie Blut, welche die biomimetische 

Schicht überdecken würde, wird hier allerdings nicht berücksichtigt. Diese Pro-

teinmischschicht stellt in der Praxis ein großes Problem dar. Zellen reagieren 

bei der Adhäsion zumeist stark unspezifisch auf diese Schicht an der 

Implantatoberfläche. Wie bereits erwähnt, wird ihre Zusammensetzung auch 

über die Oberflächeneigenschaften des Implantats bestimmt. Da die Proteinad-

sorption hier nicht gezielt gesteuert wird, unterscheidet sich die Schichtzusam-

mensetzung grundlegend von der der ECM. Um eine optimale Zelladhäsion und 

Gewebeintegration zu erreichen, dürften nur bestimmte Proteine, beispielswei-

se Zelladhäsionsproteine der ECM, in aktiver Konformation adsorbieren. Dies 
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ist bei der spontan ausgebildeten Proteinmischschicht jedoch nicht der Fall. Vie-

le Proteine der Schicht besitzen keinerlei adhäsionsfördernde Wirkung. Des 

Weiteren können die Proteine falsch orientiert oder sogar denaturiert sein. Die 

Dynamik der Schichtzusammensetzung erschwert die Erkennung durch 

membranständige Integrine adhärierender Zellen zusätzlich. Die Mischschicht 

unterscheidet sich stark in ihrem Aufbau von dem der ECM. Hierdurch wird die 

Adhäsion, Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten bzw. 

pluripotenten mesenchymalen Stammzellen aus dem Blut negativ beeinflusst. 

Im Vergleich zur ECM (der natürlichen Umgebung von Osteoblasten) läuft die 

Zelladhäsion daher ungerichtet und unkontrolliert ab, was wiederum das Ent-

stehen einer biochemischen Bindung zwischen Implantat und Knochengewebe 

erschwert. Darüber hinaus wird eine solche Schicht nicht vom Immunsystem 

erkannt oder sogar als fremd eingestuft, wodurch es zur fibrösen Einkapselung 

des Implantats kommen kann. Dies verschlechtert die Integration zusätzlich, 

sodass das Implantat nur über eine mechanische Verankerung im Knochen 

stabilisiert wird. [Bru01, Hua01, Mic02, Dal05, Ran05, DeJ08, Kan09, Ray09]  

Zusätzlich kann die unkontrollierte Agglomeration von Proteinen zu Infektionen 

führen, die sich negativ auf das Einheilverhalten auswirken, da diese ebenfalls 

die bakterielle Adhäsion fördern [Gri88]. Eine reine Titanoberfläche würde die-

ses Problem nicht lösen, da Osteoblasten auf diesen Oberflächen langfristig 

nicht stabil adhärieren [Oka98].  

Die oben aufgeführten Punkte führen zu einem weiteren Anspruch an biomime-

tische Implantatmodifizierungen, einer biologisch inerten Ausgangsoberfläche. 

Um sicherzustellen, dass das immobilisierte Protein bzw. Peptid einen spezifi-

schen Effekt bei der Zelladhäsion hervorruft und dieser nicht durch die unspezi-

fische Adsorption von weiteren Proteinen beeinflusst wird, muss die Oberfläche 

ohne Aktivierung ein biologisch inertes Verhalten zeigen. Sie muss die Adsorp-

tion von Proteinen unterbinden, um so die unspezifische Adhäsion von Zellen 

und von Gewebe zu verhindern. Oberflächen, die diese Eigenschaften erfüllen, 

werden als Blank-Oberflächen bezeichnet. Erst durch die spezifische Immobili-

sierung eines Biomoleküls darf sich dieses antiadhäsive Verhalten entspre-

chend der Eigenschaften des Biomoleküls ändern (Abb. 1.3). [Mic02, Hua01, 

Dal05, Ray09] 
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Abb. 1.3: Unterschiedliche postimplantäre Abläufe an Titanimplantatoberflächen, je nach Ober-
flächenfunktionalisierung. (A): Reine Titanoberflächen in Kontakt mit Körperflüssigkeiten werden 
schnell mit einer Proteinmischschicht bedeckt. Die Proteine innerhalb dieser Schicht sind oft 
denaturiert und unterschiedlich orientiert. Weiterhin adsorbieren hier nicht nur Adhäsionsprotei-
ne. Zelluläre Reaktionen auf solche Beschichtungen sind zumeist unspezifisch. (B): Ein identi-
sches Bild zeichnet sich ebenfalls bei Beschichtungen mit Biomolekülen (Adhäsionsproteinen) 
ab. Die Schicht wird bei Kontakt mit Körperflüssigkeiten ebenfalls instantan mit einer Protein-
mischschicht bedeckt, welche den eigentlichen Effekt negativ beeinflusst. (C): Das Aufbringen 
einer antiadhäsiven Oberflächenbeschichtung verhindert die unspezifische Proteinadsorption 
und somit die Adhäsion von Zellen und Gewebe. (D): Optimal ist eine Kombination aus antiad-
häsiver Beschichtung mit adhäsionsfördernden Proteinen. Durch die antiadhäsive Beschichtung 
wird gewährleistet, dass adhärierende Zellen ausschließlich auf die angebundenen Proteine 
reagieren und so eine spezifische Reaktion sichergestellt.  
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Um Oberflächen wie z. B. TiO2-Oberflächen antiadhäsive Eigenschaften zu ver-

leihen, werden zumeist auf Ethylenglykol (EG) basierende Modifizierungen ein-

gesetzt. Solche Beschichtungen lassen sich z. B. in Form einer Monolage ap-

plizieren. Sie verhindern Zelladhäsion, indem sie die Adsorption von Proteinen 

unterbinden. [Gna07, Ray09  

Dies gelingt zum einen durch die durch EG-Ketten verursachte sterische Repul-

sion [Jeo91, Bjö92]. Gleichzeitig verstärkt sich das proteinabweisende Verhal-

ten mit der Anzahl an Wasserstoffbrücken, die sich zwischen den EG-Gruppen 

der Beschichtung und den H2O-Molekülen des umgebenden Mediums ausbil-

den [Per00]. Damit Proteine an eine Oberfläche physisorbieren können, müs-

sen H2O-Moleküle von der Oberfläche verdrängt werden. Je mehr Wasserstoff-

brücken vorhanden sind, desto schwerer fällt diese Verdrängung. Oberflächen-

modifizierungen mit Kohlenhydraten zeigen daher vergleichbare Eigenschaften. 

Neben Monolagen besitzen auch aus EG oder abgeleiteten Verbindungen auf-

gebaute Polymere diese antiadhäsiven Eigenschaften. Ein proteinabweisender 

Effekt konnte somit bereits bei unterschiedlichsten Polymeren wie etwa PLL-g-

PEG, mPEG-DOPA, pPEGMA, Star-PEG oder Poly(OEGMA) nachgewiesen 

werden. [Hun01, Dal05, Kan09, Gna07, Eng05] 

 

1.2.2 Spezifische Oberflächenaktivierung bioinerter Schichten 

Um eine Adhäsionsverstärkung hervorzurufen, kann eine antiadhäsive Be-

schichtung durch zusätzliche Immobilisierung biologischer Liganden spezifisch 

aktiviert werden. Zellreaktionen treten nun ausschließlich aufgrund dieser Modi-

fizierungen auf [Mic02, Gna07]. Hierbei können unterschiedliche Liganden zum 

Einsatz kommen. Dalsin et al. modifizierten beispielsweise eine TiO2-

Oberfläche mit einer mPEG-DOPA-Polymerbeschichtung, um ihr einen protein-

abweisenden Charakter zu verleihen [Dal05]. Anschließend immobilisierten sie 

3,4-dihydroxyphenylalanin, das Kernpeptid von Muscheladhäsionsproteinen, 

um einen spezifischen Effekt hervorzurufen. Engelhardt nutzte ein Polymer aus 

sechsarmigen PEG-Ketten, um bei TiO2-Oberflächen ein antiadhäsives Verhal-

ten zu erzeugen [Eng05]. Anschließend wurden zyklische und lineare RGD-
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Sequenzen hinzugegeben. Hierbei zeigte sich, dass zyklische RGD-Sequenzen 

effektiver die Zelladhäsion fördern als lineare.  

Eine wichtige Studie zu der Oberflächenaktivierung über Fn veröffentlichten 

u. a. Raynor et al. In dieser wurden unterschiedliche Oberflächen, darunter 

auch TiO2, mit verschiedenen proteinabweisenden Beschichtungen modifiziert, 

um eine biologisch inerte Oberfläche zu erhalten. Zu diesen Beschichtungen 

zählten u. a. ein OEG-SAM sowie ein Poly(OEGMA)-Polymer. Anschließend 

wurden die verschiedenen Beschichtungen mit unterschiedlichen, von Fn abge-

leiteten Biomolekülen weitermodifiziert, um zu analysieren, wie diese sich auf 

die Zelladhäsion und Osseointegration auswirken. Bei diesen Biomolekülen 

handelte es sich um RGD, RGD in Kombination mit „PHSRN“ sowie einem 

Tetramer, bestehend aus den Fn Typ-3-Modulen 7-10. „PHSRN“ ist ein speziel-

ler Sequenzabschnitt von Fn, der intramolekular in synergetische Wechselwir-

kung mit RGD tritt und so die Integrinbindung verbessert. Die Fn Typ-3-Module 

7-10 simulieren die natürliche Umgebung von RGD innerhalb von Fn. So wird 

eine Modifizierung der Oberfläche mit Fn simuliert, bei der die zelladhäsionsför-

dernde Wirkung auf diese vier Module reduziert werden kann.1 Als Ergebnis 

zeigte sich vor allem bei einer Oberflächenmodifizierung mit Fn im Vergleich zu 

einer Modifizierung mit RGD sowie RGD mit PHSRN eine Verstärkung der Zell-

adhäsion. Bei Fn-modifizierten Oberflächen wird die Zelladhäsion über α5β1-

Integrine vermittelt, bei den anderen Modifikationen über αvβ3-Integrine. [Ray09] 

Die Aktivierung von α5β1-Integrinen wirkt sich positiv auf die Zelladhäsion aus, 

da diese Integrine u. a. eine Adoptose bei Osteoblasten verhindern [Duf07]. 

Gleichzeitig zeigte sich bei mesenchymalen Stammzellen (MC3T3-E1-

osteoblast like cells) auf Fn-modifizierten Oberflächen eine verstärkte 

Osteoinduktion. Dies konnte anhand einer gesteigerten Expression der beiden 

Markerproteine „Runt related transcription factor 2“ (Runx2) und AP nachgewie-

sen werden. In-vivo-Studien mit Titanimplantaten, modifiziert mit Poly(OEGMA) 

und Fn, zeigten zudem eine stärkere mechanische Verankerung durch erhöhte 

Bildung von Knochensubstanz. [Gar99a, Ste02, Ray09] 

                                                             
1 Tatsächlich besitzt Fn entlang seiner Achse weitere Proteinbindungsstellen, siehe Kapitel 2.6.  
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Diese Ergebnisse decken sich mit denen weiterer Studien [Cut03, Aue05, 

Oka98]. Aus diesem Grunde sollte Fn und nicht RGD allein genutzt werden, um 

eine optimale Adhäsion und osteoblastäre Aktivität von Zellen an der Oberflä-

che zu erzielen. Zusätzlich besitzt Fn, je nach Substrat auf dem es immobilisiert 

wird, unterschiedliche osteoinduktive und osteokonduktive Eigenschaften 

[Gar99a, Ber03, Ste02]. Der Grund hierfür beruht auf den verschiedenen 

Konformationen, welche Fn je nach Oberflächenchemie annimmt [Mic03, 

Gar99b, Ber03]. 

Eine weitere Möglichkeit zur spezifischen Bioaktivierung antiadhäsiver Schich-

ten ist das Biotin-Streptavidin-System. Streptavidin ist ein tetrameres Protein 

mit vier Bindestellen für Biotin. Hierdurch fungiert es als Kopplungsreagenz für 

die Immobilisierung von biotinylierten Biomolekülen an Biotin-modifizierte Ober-

flächen (siehe Kapitel 2.5). Bisher fand dieses System in erster Linie im Bereich 

der Biosensorik Anwendung. Es wird nun aber auch zunehmend für die spezifi-

sche Aktivierung von Biomaterialien genutzt. Meistens werden Polymere wie 

etwa PLL-g-PEG oder pPEGMA auf TiO2 appliziert, um der Oberfläche einen 

proteinresistenten Charakter zu verleihen. In diese Polymere sind zusätzlich 

Biotinreste eingebaut, um eine Anbindung von Streptavidin zu ermöglichen. 

[Mic02, Hua02, Kan09] 

 

 

1.3 Aufgabenstellung und Zielsetzung  

 

Ziel dieser Dissertation ist die Entwicklung einer biomimetischen Beschichtung 

für TiO2-Implantat-Oberflächen auf Basis des Biotin-Streptavidin-Systems. Ad-

häsionsfördernde Proteine sollen über eine Streptavidin-Monolage spezifisch an 

die Oberfläche gebunden werden. Die Streptavidin-Schicht soll direkt, ohne den 

Einsatz einer antiadhäsiven Polymerbeschichtung, auf der TiO2-Oberfläche ent-

stehen. Die aufgebrachte Streptavidin-Monolage allein muss daher bereits ein 

antiadhäsives Verhalten gegenüber Proteinen und Zellen zeigen, um so eine 

biologisch inerte Ausgangsoberfläche für eine spezifische Aktivierung bereitzu-

stellen. Bisher wurden solche Streptavidin-Monolagen auf TiO2 noch nicht auf 



 

1.3 Aufgabenstellung und Zielsetzung 

 
 

13 

eine antiadhäsive Wirkung, ähnlich der von EG-Beschichtungen, untersucht. 

Um die Adhäsion von Osteoblasten auf Basis dieser Beschichtung zu steigern, 

soll biotinyliertes Fn spezifisch auf der Streptavidin-Monolage immobilisiert wer-

den. Es darf hier nicht zur Agglomeration von Fn auf der Oberfläche kommen, 

da dies ebenfalls die Adhäsion von Bakterien begünstigen könnte. Da bisher 

noch keine Erkenntnisse darüber vorliegen, inwieweit eine solche Beschichtung 

tatsächlich zu einer Steigerung der Zelladhäsion führt, soll dies weiterhin an-

hand der Adhäsion von Osteoblasten getestet werden. Zusätzlich sollte die fer-

tige Beschichtung weitere Eigenschaften besitzen, damit sie auf 

Implantatoberflächen verwendet werden kann. Sie muss eine ausreichende 

Stabilität besitzen, leicht zu applizieren sein und sich über kommerziell gut zu-

gängliche Chemikalien aufbauen lassen. 
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Kapitel 2: Grundlagen 
 

 

2.1 Oberflächenplasmonen-Spektroskopie 

 

2.1.1 Anregung von Oberflächenplasmonen 

In Metallen existieren Elektronen in Form eines delokalisierten Elektronengases 

zwischen den einzelnen Atomkernen, in dem es zu Schwankungen der Elektro-

nendichte kommen kann. An der Grenzfläche eines Edelmetalls zu einem Die-

lektrikum lassen sich diese Elektronendichteschwankungen über den Welle-

Teilchen-Dualismus als transversale Elektronenwellen beschreiben, welche 

Oberflächenplasmonen genannt werden. Diese Oberflächenplasmonen besit-

zen ein elektrisches Feld (E), das sowohl in Ausbreitungsrichtung (x) als auch 

orthogonal hierzu (z) exponentiell abfällt (Abb. 2.1). Es ist möglich, 

Oberflächenplasmonen über linear polarisierte (p-polarisierte) elektromagneti-

sche Wellen anzuregen, wenn diese sowohl dieselbe Energie als auch densel-

ben Impulswellenvektor besitzen. Dieser Prozess wird als 

Oberflächenplasmonenresonanz (engl.: Surface Plasmon Resonance, SPR) 

bezeichnet. Bei metallischen Schichten wie z. B. Gold (Au) oder Silber (Ag), 

wird eine solche Anregung in der Regel über Lichtwellen erreicht. 

(A): 
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(B): 

 

 

 

Abb. 2.1: A: Schematische Darstellung der Impulsvektoren (k) eines Oberflächenplasmons 
(kOberflächenplasmon) entlang einer Metall-Dielektrikum-Grenzfläche, das sich in x-Richtung ausbrei-
tet und eines Photons (kPhoton), welches unter dem Einfallswinkel θ auf die Metall-Dielektrikum-
Grenzfläche trifft. B: Schema des elektrischen Feldes eines Oberflächenplasmons, das sich in 
x-Richtung an einer Metall-Dielektrikum-Grenzfläche ausbreitet. Das elektrische Feld der Welle 
fällt in Ausbreitungsrichtung und in z-Richtung exponentiell ab. Entnommen aus [Kno98]. 

 

Um diesen Prozess zu verstehen, muss die Dispersionsrelation beider Wellen 

betrachtet werden. Diese ist ausschlaggebend dafür, ob sich ein Oberflächen-

plasmon durch Lichtwellen bzw. Lichtteilchen (Photonen) anregen lässt. Die 

Dispersionsrelation beschreibt das Verhältnis zwischen dem Impulsvektor der 

lateralen elektromagnetischen Welle in x-Richtung (kx) und deren resultierender 

Energie (Abb. 2.2). Die Energie der Welle wird hier über die Kreisfrequenz ω 

beschrieben, wobei c die Lichtgeschwindigkeit ist und ν die Frequenz. Die opti-

schen Eigenschaften der Grenzfläche fließen über die jeweiligen dielektrischen 

Konstanten (ε) mit ein.  
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Dispersionsrelationen unterschiedlicher elektromagne-
tischer Wellen an einer Goldoberfläche. A und B: Die Dispersionsrelation von Lichtwellen bei 
maximalem Einfallswinkel in Luft (A) und bei Durchlaufen eines Prismas (B). C und D: Die Dis-
persionsrelation eines Oberflächenplasmons vor (C) und nach (D). Adsorption einer Molekül-
Monolage. ωlaser entspricht der Energie des eingesetzten Lasers. Wie sich zeigt, ist die Disper-
sionsrelation von Lichtwellen in Luft zu stark ansteigend, sodass sie die Dispersionsrelation der 
Oberflächenplasmonen nicht schneidet. Als Folge ist eine Anregung dieser erst nach dem 
Durchlaufen eines hochbrechenden dispersen Mediums möglich, da sich hierdurch ein Schnitt-
punkt beider Dispersionsrelationen ergibt. Da ω über den Laser festgelegt ist, erfolgt die Anre-
gung der Oberflächenplasmonen bei einem bestimmten kR1. Durch die Adsorption einer Mole-
kül-Monolage auf der Goldoberfläche ergibt sich als Folge eine Verschiebung zu einem höheren 
kR2. Nach [Kno98]. 
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Wie sich zeigt, ist die Impulsvektorkomponente von einfallenden Photonen ab-

hängig von den optischen Eigenschaften des Dielektrikums (εd), in dem sich die 

Lichtwellen ausbreiten (2.3). Das Oberflächenplasmon entlang einer metallisch-

dielektrischen Grenzfläche (z. B. Gold-Glas) besitzt zusätzlich die dielektrische 

Konstante der Metallschicht (εm) als Parameter (2.2). Eine Anregung der Ober-

flächenplasmonen ist nur möglich, wenn deren Dispersionsrelation einen 

Schnittpunkt mit der Dispersionsrelation der Lichtwellen besitzt. Die Dispersi-

onsrelation von Licht in Luft steigt jedoch zu stark an (Abb. 2.2, A), als dass sie 

die Dispersionsrelation eines Oberflächenplasmons (Abb. 2.2, C) schneiden 

könnte. Wie sich allerdings in Gleichung 2.3 zeigt, ist es möglich, die Dispersi-

onsrelation von Lichtwellen herabzusetzen, indem das Licht ein disperses Me-

dium, etwa ein Prisma aus hoch brechendem Glas, durchläuft (Abb. 2.2, B). 

Dieses Prinzip wird daher auch als Prismenkopplung bezeichnet. Schneiden 

sich die Kurven beider Dispersionsrelationen, ergibt sich als Folge eine Schnitt-

fläche, die durch den maximalen Einfallswinkel des Lichts begrenzt wird. Inner-

halb dieser Schnittfläche ist eine Anregung der Oberflächenplasmonen durch 

Lichtwellen nun prinzipiell möglich. Die benötigte Resonanzenergie beider Wel-

len ist über die Wellenlänge des eingesetzten Laserlichts (Abb. 2.2, ωLaser) fest-

gelegt. Da der Impulsvektor des Laserlichts abhängig von dessen Einfallswinkel 

(Θ) ist, kann über die Einstellung von ΘResonanz eine Kopplung der Lichtwellen 

an die Oberflächenplasmonen erreicht werden (2.4). Hier kommt es zur positi-

ven Interferenz beider Wellen, wodurch die Lichtenergie auf die Ober-

flächenplasmonen übertragen und so deren elektrisches Feld verstärkt wird.  

 

    

)sin(*Pr 


dism
c

k 
   (2.4) 

 

2.1.2 SPR-Spektroskopie 

In der vorliegenden Arbeit werden Oberflächenplasmonen in Kretschmann-

Konfiguration angeregt. P-polarisiertes Laserlicht einer festen Wellenlänge 

(z. B. 632.8 nm) wird auf ein Prisma aus hoch brechendem Glas (z. B. LaSFN9-

Glas) gelenkt. Die Rückseite des Prismas ist in Kontakt mit einem dielektrischen 
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Medium, z. B. Wasser. An dieser Grenzschicht kommt es zur Reflexion des La-

serstrahls. Der reflektierte Strahl wird auf einen Detektor gelenkt, wo dessen 

Intensität registriert wird. Ab dem kritischen Winkel kommt es zur Totalreflexion 

des Lichtes. Die Bedingungen hierfür ergeben sich über das Snellius-Gesetz 

unter Berücksichtigung der Brechungsindizes der jeweiligen Medien 

(nmedium     medium
2

): 

 

    n1 sin Θ1 = n2 sinΘ2    (2.5) 

 

Für den kritischen Winkel an einer Glas-Wasser-Grenzschicht gilt: 

 

    sin Θkritisch = nGlas / nWasser   (2.6) 

 

Da Lichtwellen stetig sind und somit in jedem Punkt differenzierbar sein müs-

sen, kommt es als Folge der Totalreflexion zur Entstehung eines elektromagne-

tischen Photonenfeldes, das exponentiell im angrenzenden Medium abfällt und 

daher als evaneszentes Feld bezeichnet wird. Wird nun auf der Rückseite des 

Prismas eine ultradünne Metallschicht z. B. aus Gold oder Silber aufgebracht, 

können die Photonen des evaneszenten Feldes mit den Oberflächenplasmonen 

der Metallschicht in Wechselwirkung treten und diese anregen. An beiden 

Grenzflächen der metallischen Schicht entstehen Oberflächenplasmonen. Al-

lerdings fällt das evaneszente Feld innerhalb des Glases zu stark ab, als dass 

hier die Lichtwellen effizient an die Oberflächenplasmonen koppeln könnten. 

Eine Anregung ist daher nur an der gegenüberliegenden Grenzschicht möglich. 

Aufgrund des quantenmechanischen Tunneleffekts ist es den Photonen, ge-

nauer genommen den Lichtwellen des evaneszenten Feldes, möglich, durch die 

ultradünne Metallschicht hindurch zu tunneln, sodass sich das Feld an der ge-

genüberliegenden Seite fortsetzt. Dies ist allerdings nur bei ultradünnen metalli-

schen Schichten von ca. 50 nm Dicke möglich. Es kommt zur Überlagerung der 

elektromagnetischen Felder von Photonen des evaneszenten Feldes und Elek-
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tronen der Metallschicht, wodurch die Kopplung einer Lichtwelle an ein Oberflä-

chenplasmon ermöglicht wird. [Kno98] 

In der Praxis wird meist nicht die Basis des Prismas direkt mit dem Metall be-

dampft, sondern ein Objektträger, der aus dem gleichen Glas gefertigt wurde 

wie das Prisma selbst. Dieser wird über Immersionsöl optisch auf die Basis des 

Prismas gesetzt. Das Prisma wird dann auf eine Durchflussmesszelle gesetzt, 

die mit unterschiedlichen Reaktionslösungen befüllt werden kann. Prisma und 

Messzelle sind zusammen mit dem Detektor an einer Motorsteuerung befestigt, 

über die der Einfallswinkel des Laserlichts gesteuert wird und so die Resonanz-

bedingungen erzeugt werden können (Abb. 2.3). Bei dem Winkel der 

Oberflächenplasmonenresonanz überträgt sich die Lichtenergie auf die Ober-

flächenplasmonen. Es kommt zu einer Abnahme der Intensität des reflektierten 

Lichtes. Beim Scannen der Reflektivität (R) eines Winkelbereichs entlang der 

Oberflächenplasmonenresonanz ergibt sich so ein charakteristisches Spektrum 

mit einem Minimum und einer Totalreflexionskante, über die sich die Schichtdi-

cke der Metallschicht bestimmen lässt (Abb. 2.4, A). Die Kante der Totalreflexi-

on ist bei einem Prisma mit metallischer Schicht kleiner als ohne, da diese als 

Spiegel wirkt und somit die Reflexion verstärkt. 
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Abb. 2.3: A: Schematischer Aufbau eines SPR-Spektrometers. 1: Laser (λ   632.28 nm), 2: 
Polarisator, 3: Doppelgoniometer mit Detektorarm, 4: Prisma mit Messzelle, 5: Detektor, 6: Sig-
nalverstärker, 7: Motorsteuerung, 8: Computer. B: Prinzip der Prismenkopplung. 9: Prisma aus 
hochbrechendem Glas, 10: Glassubstrat mit aufgedampfter Metallschicht, das über 
Immersionsöl optisch auf das Prisma aufgesetzt wird. 11: Durchflusszelle aus Teflon für unter-
schiedliche Lösungsmittel und Adsorbate. 

 

In Gleichung 2.3 wurde die Dispersionsrelation von Oberflächenplasmonen ei-

nes vereinfachten Systems betrachtet, das nur aus einem metallischen und die-

lektrischen Medium besteht. Tatsächlich ist diese Dispersionsrelation jedoch 

abhängig von sämtlichen an die Metallschicht angrenzenden Dielektrika und 

deren dispersen Eigenschaften. Mit zunehmenden Brechungsindizes dieser 

Dielektrika kommt es zu einer Änderung der Dispersionsrelation der 

Oberflächenplasmonen, was eine Verschiebung der Totalreflexionskante und 

der Oberflächenplasmonenresonanz zu höheren Impulsvektoren bzw. zu größe-

ren Einfallswinkeln des polarisierten Laserlichtes bewirkt. Das Aufbringen einer 
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ultradünnen, dielektrischen Deckschicht auf die Metalloberfläche beeinflusst die 

Dispersionsrelation eines Oberflächenplasmons ebenfalls (Abb. 2.2, D) und 

bewirkt so eine Verschiebung des Resonanzwinkels (Abb. 2.4, A), allerdings 

ohne eine Verschiebung der Totalreflexionskante. Die Resonanzverschiebung 

nimmt für die Deckschichten linear zu ihrer optischen Schichtdicke zu, solange 

diese nicht größer als die Abfallslänge des Oberflächenplasmons im Dielektri-

kum ist (max. ca. 150 nm). Dieser Effekt ermöglicht es, bei Kenntnis des Bre-

chungsindex bzw. der dielektrischen Konstante der Deckschicht, über die Ver-

schiebung des Resonanzwinkels auf die Schichtdicke zu schließen und er bildet 

so die Grundlage der Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie. Die Be-

stimmung der optischen Schichtdicke erfolgt durch einen Fit der gemessenen 

Reflektivität, in Abhängigkeit des Einfallswinkels an theoretische Daten. Diese 

sind für ein beliebiges Schichtsystem als Lösung der Fresnel-Gleichungen ge-

geben. Es muss berücksichtigt werden, dass bei einer SPR-Messung die ermit-

telte Schichtdicke nicht nur von Größe und Form des Adsorbats abhängig ist, 

sondern auch von dessen Oberflächenbedeckung. Gemessen wird stets ein 

Mittelwert, was bedeutet, dass niedrige Bedeckungsgrade eine geringere Win-

kelverschiebung verursachen als höhere.  

 

 

Abb. 2.4 A: Oberflächenplasmonenresonanzspektrum vor und nach Adsorption einer dielektri-

schen Deckschicht. Aufgetragen ist die Reflexion des Laserlichts (R) an der Grenzfläche gegen 
den Einfallswinkel (Θ). Deutlich zu erkennen ist die Verschiebung des Minimums zu einem hö-
heren Winkel. Ebenfalls eingezeichnet ist der Winkel der Totalreflexion (ΘKritisch). B: SPR-
Adsorptionskinetik, aufgenommen beim fixen Winkel ΘKin. Der Wert ΔR beschreibt die Reso-
nanzzunahme durch die Winkelverschiebung kurz vor der Oberflächenplasmonenresonanz, 
was die Aufnahme von Adsorptionskinetiken ermöglicht.  
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Da in einem Oberflächenplasmonenresonanzspektrum (SPR-Spektrum) die 

Intensität kurz vor dem Resonanzwinkel linear abfällt und das Spektrum durch 

die Schichtdickenzunahme zu höheren Winkeln hin verschoben wird, verläuft 

eine Intensitätszunahme in erster Näherung linear zur Schichtdickenzunahme. 

Auf diese Weise lassen sich in Echtzeit Kinetiken von Adsorptionsvorgängen an 

Metalloberflächen bzw. an Moleküle, welche auf diesen zuvor immobilisiert 

wurden, erfassen (Abb. 2.4, B). Die Zunahme der gemessenen Intensität ist 

hierbei in erster Näherung proportional zum Schichtdickenwachstum. [Kre68, 

Kre71, Gor77, Kno98, Sch08] 

 

 

2.2 Oberflächenplasmonen-Fluoreszenz-Spektroskopie 

 

2.2.1 Fluoreszenzprozess 

Moleküle, die in der Lage sind Lichtenergie zu absorbieren und die Strahlung 

anschließend zu emittieren, werden Chromophore genannt. Das Molekül ab-

sorbiert zunächst die Lichtenergie, wodurch seine Elektronen in ein energetisch 

höheres Niveau gehoben werden. Beim Rückfall der Elektronen auf ihr ur-

sprüngliches Energieniveau wird diese Energie in Form von Strahlung wieder 

an die Umgebung abgegeben. Der gesamte Prozess unterteilt sich in drei Pha-

sen (Abb. 2.5). Nachdem das Chromophor Lichtenergie absorbiert hat, geht es 

zunächst in den instabilen Zustand S1* über. Dieser Zustand ist gekennzeichnet 

durch eine extrem kurze Lebensdauer. Von diesem instabilen Zustand aus fal-

len die angeregten Elektronen zunächst zurück auf den energetisch geringeren 

Zustand S1. Bei diesem strahlungsfreien Übergang kommt es zu 

Konformationsänderungen des Chromophors, wodurch die Energie dieses Zu-

standes insgesamt etwas geringer ist als bei S1*. Relaxiert das Elektron nun 

zurück auf seinen Grundzustand S0, wird die Energie in Form von Photonen 

abgegeben, wodurch es zur Fluoreszenz kommt. Da die Energie des freigesetz-

ten Photons geringer ist als die gesamte absorbierte Energie, kommt es zur 

Rotverschiebung des Lichtes. Diese Rotverschiebung wird als Stokes Shift be-

zeichnet. [Sch08]  
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Abb. 2.5: Vereinfachtes Jablonski-Diagramm: Ein Fluoreszenzprozess unterteilt sich in drei 

unterschiedliche Phasen. In der ersten Phase (1) nimmt das Chromophor Lichtenergie auf. Auf 
diese Weise wird es vom Niveau S0 in ein höheres, instabiles Energieniveau S1* gehoben. In 
der zweiten Phase (2) kommt es zum strahlungsfreien Abfall auf das Energieniveau S1. Von 
diesem fällt das Chromophor zurück auf sein ursprüngliches Energieniveau S0 (3). Hierbei wird 
die aufgenommene Energie in Form von Photonen wieder abgegeben. Da das Niveau S1 unter 
dem Niveau S1* liegt, ist das abgegebene Fluoreszenzlicht rotverschoben. Dieses Phänomen 
wird als Stokes Shift bezeichnet. [Sch08] 

 

Mit der SPR-Spektroskopie wird bereits eine Auflösung erreicht, die hoch genug 

ist, die Adsorption einer monomolekularen Schicht zu detektieren. Die Auflö-

sung liegt typischerweise bei 0.1 bis 0.2 nm [Spi93]. Dennoch stößt die SPR-

Spektroskopie bei extrem kleinen Analyten oder geringen Bedeckungsgraden 

an ihre Auflösungsgrenze. Durch die Einbeziehung der Fluoreszenz in die SPR-

Spektroskopie kann dieses Problem umgangen werden. Bei der Ober-

flächenplasmonen-Fluoreszenz-Spektroskopie (engl.: Surface Plasmon [Field 

Enhanced] Fluorescence Spectroscopy, SPFS) können kleinste Chromophore 

bis in den attomolaren Bereich hinein an Oberflächen detektiert werden 
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[YuF04]. Am Punkt der Oberflächenplasmonenresonanz stimmen Energie und 

Impulswellenvektor von Oberflächenplasmon und Lichtwelle überein, sodass es 

zur Resonanz zwischen beiden Wellen kommt. Hierbei wird nahezu die gesam-

te einfallende Strahlung auf die Oberflächenplasmonen übertragen und deren 

elektromagnetisches Feld drastisch verstärkt. Je kleiner der Imaginärteil der 

dielektrischen Konstante des eingesetzten Metalls, umso kleiner ist die Absorp-

tion und somit die Dissipation bzw. umso höher die Feldverstärkung (Abb. 2.6). 

 

Abb. 2.6: Feldverstärkung (gestrichelte Linie) der evaneszenten Welle nahe der Ober-

flächenplasmonenresonanz auf Silber- (A) und Goldoberflächen (B). Aufgetragen sind die 
Reflektivität (durchgezogene Linie) und die Feldverstärkung (gestrichelte Linie) gegen den Ein-
fallswinkel des Laserlichts im Bereich der Oberflächenplasmonenresonanz. Wie zu erkennen 
ist, ist die Feldverstärkung auf Silberoberflächen höher als auf Goldoberflächen. Entnommen 
aus [Lie00]. 
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Durch die Oberflächenplasmonenresonanz kommt es so zu einer zusätzlichen 

Verstärkung des elektromagnetischen, evaneszenten Feldes an der Grenzflä-

che zwischen Metall und Dielektrikum. Diese Feldverstärkung kann nun genutzt 

werden, um Chromophore im Wellenlängenbereich des Lasers lokal begrenzt 

zur Fluoreszenz anzuregen. Da die maximale Feldverstärkung an der Grenzflä-

che auftritt und innerhalb des Dielektrikums exponentiell abfällt, ist eine Fluo-

reszenzanregung nur möglich, wenn die Chromophore sich nahe genug an der 

Oberfläche befinden. Dieser Umstand macht eine oberflächensensitive Fluores-

zenzspektroskopie möglich. [Sch08, Lie00, Neu02] 

 

2.2.2 Quenchingprozesse an der Oberfläche  

Quenching ist eine distanzabhängige Interaktion zwischen einem angeregten 

Donator und einem Akzeptormolekül. Die Fluoreszenzenergie wird vom Donator 

auf das Akzeptormolekül übertragen. Die Energie kann als Licht oder Wärme 

bzw. Vibration weitergegeben werden oder ein zweites Molekül direkt in den 

angeregten Zustand versetzen. Letzteres wird als Fluoreszenz-Resonanz-

Energie-Transfer (FRET) bezeichnet. Die Fluoreszenz des Akzeptormoleküls ist 

rotverschoben. Der Försterradius beschreibt den Radius zwischen einem 

Donator und einem Akzeptor, bei dem die Effizienz des strahlungsfreien Über-

gangs bei über 50 % liegt. Dieser beträgt typischerweise 2 bis 6 nm.  
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Abb. 2.7: Quenchingeffekte zwischen Chromophor und Oberfläche bei unterschiedlichen Ab-

ständen. Links: 0 bis 10 nm: Energie wird an Oberfläche als Wärme abgegeben. Mitte: Bis 20 
nm: Elektronen aus dem Chromophororbital koppeln an die Oberflächenplasmonen zurück. 
Rechts: Über 20 nm: Das Chromophor kann frei fluoreszieren. Entnommen aus [Lie00]. 

 

 

Abb. 2.8: Optische Intensität des evaneszenten Feldes (durchgezogene Linie) und Fluores-
zenzintensität (gestrichelte Linie) aufgetragen gegen den Abstand des Fluoreszenzfarbstoffes 
zur Oberfläche. Wie zu erkennen ist, ist die optische Feldverstärkung direkt an der Grenzfläche 
am stärksten. Die maximale Fluoreszenz des Farbstoffes tritt allerdings erst ab einem Abstand 
von ca. 20 nm auf, da es zuvor zu Quenchingprozessen an der Oberfläche kommt. Entnommen 
aus [Lie00]. 
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Das Phänomen des Quenchings muss bei SPFS-Messungen berücksichtigt 

werden. Die elektrische Kopplung der Elektronenorbitale des Chromophors an 

das Leiterband der Metalloberfläche ermöglicht neue Zerfallsarten der Fluores-

zenzenergie. Hierdurch verändern sich Fluoreszenzintensität und Strahlungs-

dauer drastisch, je näher das Chromophor der Oberfläche kommt. Bei einem 

Abstand bis zu 10 nm kommt es so zu einer starken Reduzierung von Lebens-

dauer und Strahlungsintensität. Die Fluoreszenz ist „gequenched“, und die 

Energie geht als Wärme in die Metallschicht über. Bei einer mittleren Distanz 

von bis zu 20 nm kann die Anregungsenergie des Chromophors an die 

Oberflächenplasmonen zurückkoppeln. Da ein Teil der Anregungsenergie be-

reits vor der Fluoreszenz durch strahlungsfreie Übergänge wie etwa Vibration 

dissipiert, ist der resultierende Oberflächenplasmonenmode rotverschoben und 

strahlt kegelförmig ins Prisma zurück. Ab einer Distanz von 20 nm kommt es 

zur freien Fluoreszenz des Chromophors (Abb. 2.7 und 2.8). Die Stärke der 

Fluoreszenz hängt nur von der Intensität des evaneszenten Feldes ab. Wie zu-

vor erwähnt, ist dieses am stärksten direkt an der Grenzfläche zum Dielektri-

kum. Der Abstand des Chromophors darf daher nicht größer werden als die 

Ausbreitung des evaneszenten Feldes im Dielektrikum. Diese Punkte müssen 

beim Oberflächendesign berücksichtigt werden. [Sch08, Lie00, Neu02] 

 

 

2.3 Rasterkraftmikroskopie (AFM) 

 

Das Rasterkraftmikroskop (engl.: Atomic Force Microscope, AFM) wurde 1986 

von IBM vorgestellt. Es stellt eine Weiterentwicklung bzw. eine Kombination aus 

Rastertunnelmikroskop (engl.: Surface Tunneling Microscope, STM) und 

Profilometer dar und wurde mit dem Ziel entwickelt, ein Mikroskop mit ver-

gleichbarer Auflösung wie das STM zu schaffen, allerdings ohne die Einschrän-

kung einer elektrisch leitfähigen Probe. Es wird nicht der gemessene Tunnel-

strom zur Oberflächenvisualisierung genutzt, sondern die Kräfte, die zwischen 

Messspitze (befestigt an einer Blattfeder, engl.: cantilever) und Probe auftreten. 

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit dieser Methode können Kräfte bis 10-18 N 
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gemessen werden, was in einer vertikalen Auflösung geringer 1 Å resultiert. 

[Bin86] 

1986 wurde Binnig für die Entwicklung des AFM mit dem Nobelpreis ausge-

zeichnet. In Kombination mit der ebenfalls sehr hohen lateralen Auflösung von 

ca. 2.5 Å gelang 1987 erstmalig die Visualisierung einzelner Atome mittels AFM 

[Bin87]. Das AFM besitzt einen höheren Oberflächenkontrast als das Raster-

elektronenmikroskop (REM) und eine höhere Auflösung als ein Transmissions-

elektronenmikroskop (TEM). Durch die vereinfachte Probenvorbereitung und 

die zusätzliche Möglichkeit der Visualisierung in Flüssigkeiten ergeben sich ins-

besondere für die Biologie neue Möglichkeiten [Bra04]. Das AFM ermöglicht 

dabei nicht nur die Strukturaufklärung innerhalb einer Größenskala. Die Band-

breite der Anwendungen reicht von der Visualisierung einzelner Proteinstruktu-

ren in künstlichen Membranen oder biomimetischer Grenzflächen bis hin zur 

Visualisierung mikrobieller Vorgänge wie der Phagozytose von E. coli [Mül02, 

Mül06, Sch99, Dub08].  

Der Aufbau eines AFM ähnelt in seinen Grundzügen dem eines Schallplatten-

spielers, besitzt aber einige deutliche Verfeinerungen. Das Herz des AFM ist 

der Cantilever, an dessen Ende die Spitze sitzt. Diese Spitze ist extrem scharf, 

sodass im Idealfall nur die Wechselwirkung zwischen jeweils einem Atom an 

der Oberfläche und der Spitze registriert wird. Weiterhin ist der Cantilever ext-

rem flexibel und die Position an der Oberfläche wird durch eine hochauflösende 

Spitzenpositionierungselektronik gesteuert. Die Cantilever sind aus Silizium 

oder Siliziumnitrid gefertigt und besitzen je nach Länge, Tiefe und Breite unter-

schiedliche Eigenschaften wie Federkonstanten und Resonanzfrequenzen. Die 

Auflösung des AFM hängt maßgeblich von der Schärfe der Spitze ab. Eine 

schmale Spitze kann kleinste Bereiche abtasten und besitzt somit eine höhere 

Auflösung als eine stumpfe Spitze. Als Nachteil zeigt sich häufig eine schnelle 

Abnutzung. Auch eine Beschädigung der Spitze wirkt sich auf die Visualisierung 

aus. So kann es bei einem Cantilever mit doppelter Spitze zu dem „Double-tip-

Effekt“ kommen. Hier wird bei der Messung jeder Punkt zweimal gemessen und 

visualisiert, was zu einer falschen Darstellung der Oberflächenstruktur führt. 

[Jan01, Bra04] 
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Abb. 2.9: Schematische Zeichnung des AFM-Messprinzips. Je nach Oberflächentopografie 
kommt es zu unterschiedlichen Auslenkungen des Cantlilevers. Hierdurch wird der auf den 
Cantilever gerichtete Laserstrahl auf eine unterschiedliche Position im Detektorfeld gelenkt. Das 
so erfasste elektrische Signal wird mit dem Setpoint Signal verglichen und die Differenz ver-
stärkt. Das entstehende Fehlersignal wird an den Z-Feedback-Controller weitergegeben, wo es 
mit den zuvor festgelegten Gain-Werten verrechnet wird. Hieraus resultiert zum einen das 
Höhenbild der Oberfläche. Gleichzeitig wird über die Gains die Spannung berechnet, die ange-
legt werden muss, um den Piezomotor wieder in seine Ausgangsstellung zu bringen. Abgeleitet 
aus [Vee08] und [Bra04]. 

 

Die Spitze wird während der Messung in unmittelbare Nähe zur Probenoberflä-

che gebracht, wodurch es über die Van-der-Waals-Anziehung und Pauli-

Repulsion zur Wechselwirkung zwischen Spitze und Oberfläche kommt. Zur 

Detektion dieser Kräfte wird auf den Cantilever ein Laserstrahl gelenkt und über 

einen Spiegel in einen Vierfeld-Photodiodendetektor reflektiert, wo die Intensität 

als Spannung registriert wird. Der Cantilever selbst ist häufig zusätzlich mit Me-

tall beschichtet, damit der Laser mit maximaler Intensität reflektiert werden 

kann. Während der Messung wird der Cantilever über die Oberfläche bewegt. 

Je nach Oberflächentopografie kommt es zu einer Veränderung der zwischen 
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Spitze und Probenoberfläche wirkenden Kräfte und zu einer Auslenkung des 

Cantilevers. Diese verändert das Signal im Detektor. Die ermittelte Spannungs-

differenz wird verstärkt und das Fehlersignal an den Feedbackcontroller über-

geben. Der Feedbackcontroller berechnet mittels der vorgegebenen Gain-

Parameter und des Fehlersignals die Höhenauslenkung des Cantilevers. Dies 

ist möglich, da das Fehlersignal in erster Näherung linear zur Höhendifferenz 

ist. Nichtlineares Verhalten wird über die Gain-Parameter und einen im Feed-

back-Loop implementierten PID-Regler ausgeglichen. Gleichzeitig wird die 

Spannung berechnet, die am Scanner angelegt werden muss, um den 

Cantilever wieder in seine Ausgangsposition zu bringen. Der Scanner selbst 

besteht aus piezoelektrischem Material mit der Eigenschaft, sich je nach ange-

legter Spannung zusammenzuziehen oder auszudehnen. Dies ermöglicht die 

präzise Kontrolle des Scanners. Auf diese Weise wird die Probenoberfläche 

linienweise abgerastert, wobei je Linie die Höhe in mehreren Messpunkten mit 

jeweils gleichem Abstand gemessen wird. So ergibt sich nach und nach ein 

dreidimensionales Bild der Oberfläche (Abb. 2.9). [Jan01, Vee08, Bra04] 

Je nach AFM-Typ wird zwischen „Scanned Sample“ und „Scanned Tip“ unter-

schieden, wobei entweder die Probe direkt auf dem Scanner befestigt wird und 

unter der Spitze bewegt wird (Scanned Sample) oder die Spitze am Scanner 

befestigt wird und über die Probe bewegt wird (Scanned Tip). Beide Anordnun-

gen besitzen Vor- und Nachteile. In dieser Arbeit wird ein Scanned-Sample-

AFM genutzt. Dabei wird es in der Regel leichter, ein „Closed-Loop-Feedback“ 

zu implementieren. Hierbei handelt es sich um eine zusätzliche elektronische 

Korrektur der Position der Spitze auf der Oberfläche. Weiterhin verursacht diese 

Anordnung ein geringeres Rauschen, was gleichzeitig zu einer höheren Auflö-

sung führt. Ein großer Nachteil ist die limitierte Probengröße. [Bra04, Vee08] 

Im Allgemeinen kann zwischen zwei Messmodi unterschieden werden: Gleich-

strom (engl.: direct current, DC) oder Wechselstrom (engl: alternating current, 

AC). Beim Ersten wird die Durchbiegung des Cantilevers konstant gehalten, 

beim Zweiten der Cantilever zur Oszillation angeregt. Die Kräfte, welche zwi-

schen Probe und Spitze wirken, lassen sich über das Lennard-Jones-Potential 

darstellen. Je nach AC- oder DC-Modus treten die Kräfte in unterschiedlichen 

Abständen zur Oberfläche auf (Abb. 2.10): 
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Abb. 2.10: Kraft-Abstands-Diagramm mit Zuordnung der einzelnen, mittels AFM gemessenen 
Kräfte. Nach [Bra04]. 

 

Im Kontakt-Modus (DC) wird der Cantilever in direkten Kontakt mit der Oberflä-

che gebracht. Die Regelung geschieht über die Konstanthaltung der Cantilever-

Durchbiegung, indem der Laser im Detektorfeld kontinuierlich an derselben 

Stelle auftrifft. Der Kontrast hängt von der aufgebrachten Kraft ab, mit der der 

Cantilever auf die Oberfläche einwirkt. Der Nachteil dieser Methode sind die auf 

die Probenoberfläche wirkenden starken Scherkräfte, welche die Oberfläche 

beschädigen können. Daher ist diese Methode ungeeignet für weiche Oberflä-

chen wie z. B. biologische Proben. Beim Intermediate-Modus, auch Tapping-

Mode genannt, handelt es sich um einen AC-Modus. Hierbei wird der Cantilever 

in Oszillation versetzt. Zu diesem Zweck wird ein zusätzliches Drive-Signal be-

nötigt, das über einen zweiten Piezomotor am Cantilever erzeugt wird, um die-

sen so über dessen Resonanzfrequenz in Schwingung zu versetzen (Abb. 2.9). 

Während des Scans versucht der Feedback-Loop den Setpoint, der sich über 

den Effektivwert der Spannungsamplitude im Detektorfeld ergibt, konstant zu 

halten. Der oszillierende Cantilever bewegt sich so über die Oberfläche. Im Ge-

gensatz zum Nicht-Kontakt-Modus, wo der Cantilever keinen direkten Kontakt 
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zur Oberfläche hat, berührt dieser die Oberfläche im Intermittent-Mode punktu-

ell. Allerdings ist der Kontakt zur Oberfläche im Gegensatz zum Kontakt-Modus 

stark verringert, wodurch das Problem von wirkenden Scherkräften umgangen 

wird. Hierdurch ist es ebenfalls möglich, biologische Proben in einer hohen late-

ralen und vertikalen Auflösung und mit starkem Kontrast zu visualisieren. Ein 

weiterer Vorteil ist die geringe Interaktion mit der Probe. Dies macht den 

Intermittent-Mode zusätzlich besonders geeignet für biologische Proben. Neben 

dem Höhensignal ist das Phasensignal des Intermediate-Mode ebenfalls gut zur 

Oberflächencharakterisierung geeignet. Es wird nicht die Höhe ermittelt, son-

dern die Materialeigenschaften der Oberfläche. Bewegt sich der Cantilever über 

eine Oberfläche mit unterschiedlichen Materialeigenschaften, z. B. Proteine auf 

Metall, so kommt es beim Übergang zwischen den Materialien zu einer Pha-

senverschiebung der Schwingung. Diese lässt sich über einen weiteren Kanal 

visualisieren und ermöglicht so hochauflösend die Darstellung unterschiedlicher 

Materialkomponenten einer Oberfläche, die sich in ihren Materialeigenschaften 

unterscheiden. [Bra04, Vee08] 

 

 

2.4 Chemisorption von Silanen auf oxidische Oberflä-
chen 

 

Bei Kontakt mit Wasser oder Sauerstoff bildet Titan spontan eine native Oxid-

schicht aus, welche wichtig für die Biokompatibilität des Werkstoffes ist (siehe 

Kapitel 1.1). Um eine oxidische Oberfläche (wie z. B. eine TiO2- oder SiO2-

Oberfläche) zu funktionalisieren, können Organosilane genutzt werden. Diese 

binden direkt an den Oberflächenoxiden und bilden so einen „Self-Assembled 

Monolayer“ (SAM) aus. Eine solche Monolage fungiert als Bindeglied zwischen 

organischem Adsorbat und anorganischer Oxidoberfläche. Organosilane, oder 

kurz Silane, bestehen aus einer Kopfgruppe, über die sie an die oxidische 

Oberfläche binden können, und einem organischen Rest, welcher für die jewei-

lige Funktion der Silanschicht wichtig ist. Die Kopfgruppe besteht aus einem 

Siliziumatom (Si-Atom) und einer bis drei hydrolisierbaren Gruppen, wie z. B. 
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Methoxy-, Ethoxy- oder Chlorogruppen. Chlorosilane reagieren hierbei am 

stärksten, allerdings sollte auf Chlor im Hinblick auf eine biologische Anwen-

dung verzichtet werden. Trifunktionalisierte Silane bilden auf der Oberfläche ein 

dreidimensionales Netzwerk aus und sorgen so für eine hohe Stabilität. Hierbei 

reagieren Trimethoxysilane stärker und adsorbieren in höherer Anzahl als 

Triethoxysilane. [Bus00, Gam98] 

Die Silanadsorption an oxidischen Oberflächen läuft nach folgendem Mecha-

nismus ab (Abb. 2.11): 

1.  Die Silane werden durch im Lösungsmittel befindliches H2O hydrolisiert.  

2.  Im nächsten Schritt physisorbiert das Silan zunächst an der Oberfläche 

des Substrats. Dies geschieht durch Ausbildung von Wasserstoffbrücken 

zwischen den am Si-Atom befindlichen Hydroxylgruppen und den Hydro- 

xylgruppen der oxidischen Oberfläche, im Falle von TiO2 Titanol- 

gruppen. 

3.  Silan und Oberfläche reagieren unter H2O-Abspaltung in einer Konden-

sationsreaktion und bilden eine kovalente Bindung aus.  

 

 

Abb. 2.11: Schema der Adsorption von Silanen an oxidischen Titanoberflächen. Die Adsorption 

lässt sich in drei Phasen unterteilen. In der ersten Phase (A) kommt es zur Hydrolyse der Ab-
gangsgruppe durch im Lösungsmittel befindliches H2O. Aufgrund der neu gebildeten Hydroxylg-
ruppe kommt es zur Ausbildung von Wasserstoffbrücken zwischen Silan und Oberfläche (B). 
Die Silane physisorbieren so auf der Oberfläche. Im abschließenden dritten Schritt erfolgt eine 
Kondensationsreaktion zwischen dem Adsorbat und der Oberfläche (C). Das Silan wird auf 
diese Weise kovalent an die Oberfläche gebunden.  

 

Bei der Adsorption von Silanen an TiO2-Oberflächen bilden sich, je nach einge-

setztem Silan, unterschiedliche Topografien aus. Monosubstituierte Silane wie 
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beispielsweise R-Si-(CH3)2-Cl adsorbieren einzeln, ungeordnet und statistisch 

über die Oberfläche verteilt. Bei dreifach substituierten Silanen bildet sich hin-

gegen eine andere Oberflächenstruktur aus. Bereits nach der Hydrolyse durch 

H2O vernetzen sich diese Silane im Lösungsmittel über Wasserstoffbrücken 

untereinander. Durch diese Vernetzung adsorbieren Silane als Agglomerat und 

bilden bei einem Bedeckungsgrad ΘSilan < 1 eine inselartige Oberflächenstruktur 

aus. Innerhalb der Monolage besitzen dreifach substituierte Silane eine hohe 

Ordnung, adsorbieren aber nicht so dicht wie monosubstituierte Silane. 

[Hem02] 

 

 

Abb. 2.12: Unterschiedliche Adsorptionsmechanismen auf Oberflächen. Bei dem oberen Me-

chanismus kommt es bereits im Lösungsmittel zur Hydrolyse und Vernetzung der Silane, so-
dass diese als Folge auf der Oberfläche inselartig agglomerieren, bevor sie eine geschlossene 
Schicht ausbilden. Bei dem unteren Mechanismus tritt keine Wechselwirkung der Moleküle in 
Lösung auf, sodass sie zufällig und ungeordnet über die Oberfläche verteilt adsorbieren. 
[Hem02]. 

 

 

2.5 Das Streptavidin-Biotin-System 

 

Streptavidin ist ein ca. 60 kDa großes Protein aus dem Bakterium Streptomyces 

avidini. Ähnlich wie Avidin wirkt es als natürliches Antibiotikum, das der Umge-

bung Biotin (Vitamin H) entzieht, wodurch das Bakterium einen Selektionsvorteil 
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gewinnt. Hierfür besitzt Streptavidin vier Biotin-Bindestellen. Die Bindung zwi-

schen beiden Molekülen ist die stärkste, nicht kovalente, natürliche Bindung 

(KON = 1015 M-1) [Cha64, Gre75]. Im Gegensatz zu Avidin ist es kein 

Glykoprotein, wodurch es nur zu wenigen unspezifischen Bindungen kommt. 

Streptavidin besitzt eine tetramere Struktur in D2-Symmetrie mit den Abmes-

sungen 5.4 × 5.8 × 4.8 nm3. Im Innern des Proteins befinden sich, ebenfalls in 

tetramerer Anordnung, die Biotin-Bindestellen (Abb. 2.13) [Hen89]. 

 

 

Abb. 2.13: a: 3-D-Struktur von Streptavidin, das vier Biotine gebunden hat. Entnommen aus der 

PDB-Datenbank (1SWE Apo Core Kristallstruktur bei pH 4.5, visualisiert durch Yasara 9.3.22) 
b: Schematische Darstellung der Biotin-Streptavidin-Bindung. Wie zu erkennen ist, befinden 
sich die Bindestellen auf der jeweils gegenüberliegenden Seite.  

 

Jede Biotin bindende Untereinheit besitzt eine Trichterform, ähnlich der eines 

Basketballnetzes. Die gesamte Biotinstruktur wird, bis auf die Carboxylgruppe, 

in der Bindungstasche über eine Loop-Struktur begraben. Innerhalb der Bin-

dungstasche kommt es zu einer Vielzahl an Wechselwirkungen zwischen den 

Resten der Streptavidin-Seitenkette und Biotin, die der Bindung ihre hohe Stär-

ke verleihen. Es treten vier hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den 

Tryptophanresten 79, 92, 108 und 120 und der Ringstruktur auf, welche eine 

Cyad-ähnliche Untereinheit bilden und Biotin so innerhalb der Tasche stabilisie-

ren. Diese Wechselwirkungen sind essenziell wichtig für die Biotinbindung 

[Git88]. Der Großteil der stabilisierenden Wechselwirkung zwischen Protein und 

Molekül ergibt sich aber über ein komplexes Netzwerk an Wasserstoffbrücken-

bindungen. Zwei Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Stickstoffatomen 
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innerhalb der Ureastruktur und den Resten Serin 45 und Asparagin 128 veran-

kern Biotin innerhalb der Bindungstasche. Drei weitere Wasserstoffbrückenbin-

dungen entstehen zwischen dem Sauerstoff der Ureastruktur und Tyrosin 43, 

Asparagin 23 und Serin 27. Dies deutet auf ein tetrameres sp3-Orbital eines 

Oxoanion hin. Die entstehende Resonanzform wird über das Wasserstoffbrü-

ckennetzwerk zusätzlich stabilisiert. Weiterhin treten Wasserstoffbrücken zwi-

schen dem Schwefelatom von Biotin und Threonin 90 und der endständigen 

Carbonylgruppe von Biotin und Serin 88 auf (Abb. 2.14). [Web89] 

Neben Biotin gibt es weitere Moleküle wie z. B. 2-(4-Hydroxyphenylazo)-

Benzoesäure (HABA), die ebenfalls über diese drei Wasserstoffbrücken inner-

halb der Bindungstasche verankert werden und daher eine Affinität zu 

Streptavidin besitzen, wenngleich auch geringer als die von Biotin [Web94, 

Web95]. Eine Besonderheit der Biotinbindung liegt in der Modifizierbarkeit der 

Carboxylgruppe des Biotins. An diese lassen sich weitere Moleküle ankoppeln, 

ohne dass es zu einer Beeinflussung der Biotin-Streptavidin-Bindung kommt 

[Lan81]. Diese Eigenschaften machen Streptavidin für Bereiche wie Bioanalytik, 

Biosensorik oder Bionanotechnologie äußerst wertvoll [Fuj06, Ras03, Spi93, 

Xin06, Gre75, Hua02]. 

 

 

Abb. 2.14: Biotin gebunden innerhalb der Bindungstasche. Wasserstoffbrücken werden als 

gestrichelte Linien dargestellt. Entnommen aus [Web89]. 
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2.6 Fibronektin 

 

Damit Zellen an Oberflächen oder an der ECM anbinden können, bedarf es ei-

ner bestimmten Klasse von Proteinen, sogenannter Adhäsionsproteine. Fn ist 

ein bei allen Vertebraten vorkommendes Glykoprotein und besitzt eine große 

Anzahl unterschiedlicher Aufgaben innerhalb des Organismus. Zu diesen zählt 

neben der Zellmigration, Zelldifferenzierung, Wundheilung und Embryogenese 

vor allem die Zelladhäsion. Diese Eigenschaft macht Fn zu einer Kernkompo-

nente der ECM [Alb04, Pan02, Pot96, Mao05]. Fn ist aus zwei identischen 

Strängen aufgebaut. Das Dimer wird nahe dem C-Terminus durch eine doppel-

te Disulfidbrücke verbunden [Eng81, Pan02, Pot94, Pot96]. Jedes Monomer 

besitzt ein Molekulargewicht von ca. 220 kDa, was zu einem Gesamtgewicht 

von ca. 440 kDa führt [Pot94, Eng81, Joh99, Mao05]. Weiterhin ist es sehr ab-

baustabil, da es nur von wenigen Proteasen gespalten werden kann [Pan02]. 

Fn kann in verschiedenen Isoformen exprimiert werden. Diese entstehen durch 

alternatives Splicing von drei unterschiedlichen Sequenzabschnitten. Das Pro-

tein wird durch ein einziges Gen codiert, das aus insgesamt 50 Exons besteht 

[Pan02, Pot94, Mao05, Alb04]. 

Grundsätzlich lassen sich zwei Isoformen unterscheiden. Plasma-Fn wird in der 

Leber gebildet und besitzt eine kompakte, globuläre Konformation. Innerhalb 

der ECM kommt Fn als unlösliches, faserförmiges Multimer vor [Pot94, Pot96, 

Pan02]. Diese Fasern bestehen aus entfaltetem Fn und bilden wiederum eine 

Matrix, die wichtig für eine normale Zelladhäsion und ein normales Zellwachs-

tum ist [Mao05, Pan02, Pot94, Pot96, Joh99, Mao05, Alb04]. Da Fn gleicher-

maßen Bindestellen für Collagene der ECM und membranständige Integrine 

besitzt, wirkt es als Haftvermittler zwischen Zellen und ECM (Abb. 2.15) [Eng81, 

Pan02, Mao05, Alb01]. Interessanterweise bindet Fn stärker an denaturiertes 

Collagen als an natives. Dies ist dadurch zu erklären, dass sich Collagen bei 

Körpertemperatur partiell entfaltet und so eine verbesserte Fn-Bindung ermög-

licht [Pan02]. Da Integrine über Adaptorproteine zusätzlich mit dem Aktinskelett 

verbunden sind, können so Kräfte zwischen Zelle und ECM übertragen werden, 

was z. B. ein Herausreißen der Integrine unter Kraftaufwendung verhindert 

[Alb01, Alb04].  
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Abb. 2.15: Schematische Darstellung der Fn-vermittelten Bindung zwischen ECM und Zelle. Fn 
(2) ist an Collagen (1) gebunden, welches ein wichtiger Bestandteil der ECM ist. Über spezielle 
Bindestellen kommt es zur Bindung von Integrinen (3), die sich innerhalb der Membran (4) ad-
härierender Zellen befinden. Die Integrine wiederum sind über Adaptorproteine (5) mit dem 
Aktinskelett (6) des Zytoskeletts verbunden. Diese Art der Anbindung von Zellen ermöglicht 
weiterhin die Kräfteübertragung zwischen Aktin und Collagen. Nach [Alb01]. 

 

Fn ist ein Mosaikprotein und wird aus drei sich wiederholenden Modultypen 

aufgebaut: Fn1(x), Fn2(x) und Fn3(x), wobei x die Wiederholung des Moduls 

innerhalb einer Fn-Untereinheit angibt (Abb. 2.16, A-C). Diese Module kommen 

ebenfalls bei anderen Proteinen vor, wurden aber zuerst bei Fn identifiziert 

[Pot94, Pot96]. Fn1 besteht aus 40 Aminosäuren, kommt 12-mal je Untereinheit 

vor und wird durch zwei Disulfidbrücken stabilisiert. Fn2 wird ebenfalls durch 

zwei Disulfidbrücken stabilisiert und besitzt 60 Aminosäuren. Es kommt aller-

dings nur zweimal je Untereinheit vor. Das für die Zelladhäsion jedoch wichtigs-

te Modul ist Fn3. Jede Untereinheit besitzt 15 bis 17 Wiederholungen dieses 

aus 90 Aminosäuren bestehenden Moduls. Im Gegensatz zu Fn1 und Fn2 be-

sitzt Fn3 keine Disulfidbrücken. Es besitzt eine wichtige Funktion in der Protein-

Protein-Interaktion. Zusätzlich ist es wichtig für die richtige Orientierung funktio-

neller Domänen. Es besteht aus sieben antiparallelen β-Faltblättern, die ähnlich 

einem „Sandwich“ angeordnet sind. Zwischen zweien dieser β-Faltblätter inner-

halb von Fn3(10) sitzt die bereits zuvor beschriebene RGD-Sequenz (siehe Ka-

pitel 1.2), welche die primäre Bindestelle von Integrinen innerhalb von Fn ist 

und damit hauptverantwortlich für die zelladhäsiven Eigenschaften des Prote-

ins. [Pan02, Pot94, Pot96, Pie83, Pie84] 



 

Kapitel 2: Grundlagen 

 
 

40 

Die allein über RGD vermittelte Zelladhäsion ist jedoch geringer als die Adhäsi-

on, welche über ein komplettes Fn erzeugt wird [Pha03, Gar09, Ray09]. Fn be-

sitzt viele weitere Sequenzen und Bindungsstellen, die die Zellanbindung so-

wohl durch intermolekulare als auch durch intramolekulare Wechselwirkungen 

unterstützen. Eine wichtige intramolekulare Wechselwirkung ist die bereits in 

Kapitel 1.2.2 erwähnte Interaktion zwischen RGD und der im angrenzenden 

Modul Fn3(9) vorkommenden PHSRN-Synergiesequenz, welche aus den Ami-

nosäuren Prolin, Histidin, Serin, Arginin und Asparagin besteht [Oba88]. Durch 

diese Interaktion wird insbesondere die Bindung von Fn zu α5β1-Integrinen ver-

stärkt [Aot94, Pot94, Sec97]. Eine Hauptfunktion innerhalb der Sequenz besitzt 

Arginin, da sich eine signifikante Verringerung der Aktivität erst beim Austausch 

dieser Aminosäure einstellt [Aot94]. Die Aktivierung von α5β1-Integrinen wirkt 

sich, wie ebenfalls bereits erwähnt, positiv auf die initiale Zelladhäsion aus 

[Oba88, Cut03, Zha95, Duf07, Ste02, Wie03, Mao05]. Allerdings sind ebenso 

strukturelle Eigenschaften von Fn für die natürliche Zelladhäsion wichtig 

[Pha03]. Hierzu zählt u. a. der Abstand zwischen der RGD- und PHSRN-

Sequenz, welcher optimal bei 3.5 nm für eine Bindung von α5β1-Integrinen liegt 

[Kra02]. Darüber hinaus begünstigt die Wechselwirkung mit Fn3(8) und Fn3(7) 

die Zugänglichkeit von Fn3(9) und Fn3(10) für α5β1-Integrine. So befinden sich 

Fn3(9) und Fn3(10) im Fn-Rückgrat auf derselben Seite, wodurch sie eine 

räumliche Orientierung erhalten, die es ihnen ermöglicht, gemeinsam mit dem-

selben Integrin in Wechselwirkung zu treten. Die PHSRN-Sequenz interagiert 

so direkt mit der α5-Untereinheit. Hierdurch wird die hohe Selektivität für diesen 

Integrintyp erreicht. Zusätzlich steht die RGD-Sequenz vom Fn-Gerüst ab und 

ist exponiert, was die Integrinzugänglichkeit weiter erhöht (Abb. 2.16 D) [Pot96, 

Pan02, Mic03]. 
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Abb. 2.16: A-C: Schematische Darstellung der Fn-Modultypen Fn1 (A), Fn2 (B) und Fn3 (C). D: 
Orientierung der Fn-Module Fn3(7) bis Fn3(10). Es ist zu erkennen, dass die Module Fn3(9) 
und Fn3(10) sich vom Fn-Rückgrat (dargestellt durch Fn3(7) und Fn(8)) weg orientieren. So 
wird eine verbesserte Integrinzugänglichkeit dieser Module ermöglicht. Abbildungen entnom-
men aus [Pot94, Pot96]. 

 

Doch nicht nur die Integrinbindung bedarf dieser Art der intramolekularen 

Wechselwirkung. Die meisten Module von Fn benötigen die Interaktion mit an-

deren Modulen, um funktionelle Domänen auszubilden. Diese Interaktion ist 

nicht auf Module in sequenzieller Nähe beschränkt. Es kommt ebenfalls zur 

Ausbildung von modularen Motiven, die sequenziell weit auseinanderliegen. Ein 

Schema, das die Position der unterschiedlichen funktionellen Domänen inner-

halb der Modulsequenz von Fn zeigt, ist in Abbildung 2.17 gegeben. Wie sich 

zeigt, besitzt Fn Bindestellen für weitere Proteine und Biomoleküle sowie zur 

intra- und intermolekularen Selbstassoziation. 
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Abb. 2.17: Konsensussequenz der Fn-Modulsequenz und deren Domänen, erstellt aus den 

Quellen [Pot94, Pot96, Ber02, Pan02, Mao05, Pro87, Lin00, Joh99, Kra99, Wie03, Kra01, 
Gao06, Smi07, Che08]. Beide Dimere besitzen dieselben Domänen, wenngleich sie auf jeweils 
nur einer Untereinheit eingezeichnet sind. 

 

Je nach Isoform und Umgebung nimmt Fn unterschiedliche Konformationen ein. 

Unter physiologischen Bedingungen (pH 7.3 bis 7.4, PBS-Pufferlösung, Blut-

plasma) besitzt Fn eine kompakte Konformation, in der es auch auf TiO2-

Oberflächen adsorbiert [Joh99, Mac98, Sou07]. Da in dieser Arbeit ebenfalls 

humanes Plasma-Fn aus physiologischer PBS-Lösung heraus auf Streptavidin-

modifizierten TiO2-Oberflächen immobilisiert wurde, wurde zunächst davon 

ausgegangen, dass Fn in dieser Konformation adsorbieren würde. Aufgrund der 

diskusartigen Struktur der kompakten Konformation beträgt die Höhe eines ein-

zelnen adsorbierten Proteins auf einer TiO2-Oberfläche ca. 2.5 nm. Da Fn in 

dieser Konformation aber ebenfalls Agglomerate auf TiO2-Oberflächen ausbil-

det, liegt die gemessene Partikelgröße meist über der tatsächlichen Höhe ein-

zelner Moleküle und wird mit 4.6 ± 1.6 nm angegeben [Mac98, Sou07, Gri88].  
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Abb. 2.18: Schematische Darstellung der kompakten, globulären Struktur von Fn. Diese ergibt 

sich u. a. aus der intramolekularen, ionischen Wechselwirkung der Module Fn3(2-3) mit den 
Modulen Fn3(12-14), der jeweils anderen Untereinheit [Joh99, Pot96]. Zur Verdeutlichung der 
Struktur sind beide Untereinheiten von Fn farblich unterschiedlich dargestellt. 
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Kapitel 3: Experimentelle Metho-

den 
 

 

3.1 SPR-Spektrometer 

 

Eingesetzt wird ein SPR-Spektrometer in Kretschmann-Konfiguration 

(Abb. 3.1). Der Laserstrahl von 632.8 nm wird über einen HeNe-Laser (JDS 

Uniphase 1125p) (Abb. 3.1, 1) erzeugt. Über einen Spiegel (Abb. 3.1, 2) wird 

der Laserstrahl durch eine Irisblende (Abb. 3.1, 3) auf einen Chopper (HMS 

Light Beam Chopper, Abb. 3.1, 4) gelenkt. Dieser ist an den Lock-In-Amplifier 

(Signal Recovery 7265 DSP Lock-In-Amplifier) (Abb. 3.1, 10) angeschlossen, 

wodurch das Tageslicht diskriminiert wird. Anschließend durchläuft der Strahl 

zwei Polarisatoren (Abb. 3.1 ,5 und 6, Owis), wobei der erste so eingestellt ist, 

dass nur p-polarisiertes Laserlicht durchgelassen wird. Nur p-polarisiertes Licht 

schwingt in der Ebene der Oberflächenplasmone und kann daher zur Anregung 

dieser genutzt werden. Der zweite Polarisator dient zur Einstellung der Intensi-

tät des Laserlichts. Der Laserstrahl durchläuft anschließend die Irisblende 2 

(Abb. 3.1, 7) und trifft dann auf den optischen Messaufbau (Abb. 3.1, 11). Die-

ser besteht aus einem Prisma aus LaSFN9-Glas, an dessen Basis ein Objekt-

träger, ebenfalls aus LaSFN9-Glas (n = 1.85), modifiziert mit einer 1.5 nm 

Chrom (Cr), 48 nm Au und 6 nm TiO2-Schicht über Immersionsöl (Cargille Se-

ries B, n = 1.700) optisch aufgesetzt wurde. Das LaSFN9-Substrat schließt die 

Teflonzelle des Liquid-Handling-Systems ab. Der optische Messaufbau ist über 

eine Halterung an dem Doppelgoniometer (Abb. 3.1, 8, Huber) angebracht. 

Über die Motorsteuerung (Abb. 3.1, 9) kann der Einfallswinkel des Laserstrahls 

auf die Oberfläche variiert werden. Von dem optischen Messaufbau wird der 

Strahl über die Irisblende 3 (Abb. 3.1, 12) und eine Sammellinse (Abb. 3.1, 13) 

auf den Detektor (Abb. 3.1, 14, Owis) gelenkt. Dieser überträgt die gemessene 

Intensität an den Lock-In-Amplifier. Das Liquid-Handling-System besteht aus 

zwei Teflonschläuchen, die an die Messzelle (Abb. 3.1, 17) angeschlossen sind. 
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Ein Schlauch dient als Zufluss (Abb. 3.1, 16). Hierüber wird die Lösung mittels 

einer Spritze (Abb. 3.1, 15) in die Messzelle injiziert. Der zweite Schlauch dient 

als Abfluss (Abb. 3.1, 18) und leitet das Lösungsmittel in ein Auffanggefäß. Die 

kreisrunden Öffnungen der Messzelle sind mit Gummiringen abgedichtet. 

 

 

Abb. 3.1: SPR-Spektrometer in Kretschmann-Konfiguration, das in dieser Arbeit eingesetzt 
wurde: 1: HeNe-Laser (λ   632.8 nm), 2: Spiegel, 3: Irisblende 1, 4: Chopper, 5: Polarisator 1, 
6: Polarisator 2, 7: Irisblende 2, 8: Doppelgoniometer, 9: Motorsteuerung, 10: Lock-In-
Verstärker, 11: Optischer Messaufbau, 12: Irisblende 3, 13: Sammellinse, 14: Detektor,  
15: Injektionsspritze, 16: Teflonschlauch (Zufluss), 17: Teflonmesszelle, 18: Teflonschlauch 
(Abfluss) 

 

Nach dem Einbau des LaSFN9-Substrats bzw. der Probe in das SPR-

Spektrometer wurde zunächst eine Kalibrierung des Spektrometers vorgenom-

men. Hierfür wurde die Symmetrie des Strahlenganges durch die Probe einge-

stellt sowie der Probenmotor auf 45° und der Detektormotor auf 90° kalibriert. 

Zur Steuerung des Spektrometers und zur digitalen Datenerfassung wurde die 

Software „Wasplas“ vom Max-Planck-Institut für Polymerforschung (MPIP) in 

Mainz verwendet. Bevor die Glasobjektträger beschichtet wurden, wurde deren 

Oberfläche intensiv gereinigt. Alle Objektträger sind jeweils 15 Minuten im Ult-

raschallbad mit 2 % Helmanex-Lösung, destilliertem H2O und absolut Ethanol 

gereinigt worden. Zwischen den Reinigungsschritten wurden die Färberküvetten 

10-mal mit destilliertem H2O durchspült. Nach der Reinigung mit Ethanol wur-

den die Oberflächen im N2-Strom getrocknet und in Ar-Atmosphäre gelagert. Cr 

und Au wurden thermal aufgedampft. Hierfür wurde ein Edwards FL 400 Auto 
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306 eingesetzt. Vor der Titanbeschichtung (Ti-Beschichtung) wurden 50 nm bei 

300 W und 30 sccm Ar freigesputtert. Ti wurde unter O2-Atmosphäre in einem 

Edwards Auto 500 DC aufgesputtert (300 W, 30 sccm O2, 0.05 nm sec-1). Sämt-

liche TiOX- und Au-beschichteten Substrate wurden freundlicherweise vom 

MPIP zur Verfügung gestellt. Anschließend wurden die Proben bis zur Verwen-

dung in Ar-Atmosphäre gelagert. Um die Schichtdicke mittels SPR zu bestim-

men, wurde vor und nach der Oberflächenadsorption einer jeweiligen Kompo-

nente ein Scan der Refläktivität bei verschiedenen Winkeln entlang der 

Oberflächenplasmonenresonanz durchgeführt (SPR-Scan). Hier wurde ein 

Winkelintervall von 0.5° zwischen den einzelnen Messpunkten gewählt. Im Be-

reich der Totalreflexionskante und des Minimums des SPR-Spektrums wurde 

das Intervall auf 0.05° verringert. Nachdem das LaSFN9-Substrat in das Spekt-

rometer eingebaut und kalibriert worden war, wurde die Zelle mit dem Lö-

sungsmittel gefüllt und zunächst ein SPR-Scan der unmodifizierten TiOX-

Oberfläche durchgeführt. Anschließend wurde die Oberfläche mit dem jeweili-

gen Adsorbat inkubiert und nach Abschluss der Adsorption erneut intensiv mit 

dem Lösungsmittel gespült, um physisorbierte Moleküle zu entfernen. Alle Lö-

sungen wurden bei 5 °C im Kühlschrank gelagert und vor der Injektion in die 

Messzelle durch leichtes Schwenken (10-mal auf und ab) durchmischt. An-

schließend wurde erneut ein Winkelscan durchgeführt. Durch die Minimumver-

schiebung im SPR-Spektrum konnte so auf die Schichtdicke des Adsorbats ge-

schlossen werden. Hierfür wurden die Scandaten an theoretische Daten, die 

sich aus den Fresnel-Gleichungen für das jeweilige Schichtsystem ergeben, 

über das Programm „Winspall“ des MPIP manuell angefittet. Als Parameter für 

Winspall dient die optische Schichtdicke jeder einzelnen Schicht des Schicht-

systems. Dieser setzt sich zusammen aus der tatsächlichen Dicke der Schicht 

sowie dem jeweiligen komplexen Brechungsindex n, bzw. der jeweiligen kom-

plexen, dielektrischen Konstante  . Der Zusammenhang zwischen dielektrischer 

Konstante und Brechungsindex ist über die Maxwell-Beziehung gegeben: 

 

      real = n2- k2
      (3.1) 
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      imaginär = 2 n k    (3.2) 

 

Zunächst wurde über die Totalreflexionskante  real des Lösungsmittels sowie die 

Dicke der Goldschicht bestimmt. Anschließend wurde das Minimum des SPR-

Spektrums genutzt, um die Dicke der TiO2-Schicht zu ermitteln. Für jede weite-

re Schicht konnte so sukzessiv durch Anfitten des Minimums die Dicke der 

nächsten Schicht ermittelt werden. Die dielektrische Konstante der jeweiligen 

Schicht wurde konstant gehalten und nur die Schichtdicke ist variiert worden. In 

dieser Arbeit sind folgende dielektrischen Konstanten zum Einsatz gekommen: 

 

Tabelle 3.1: Dielektrische Konstanten 

Schicht εreal εimaginär 

LaSFN9 3.4225 0 

Cr -6.3 9.3 

Au -12.28 1.47 

TiOX 5.37 0 

N-(6-aminohexyl) 
aminopropyl-

trimethoxysilan 

2.10279 0 

Biotinderivate 2.25 0 

Streptavidin 2.25 0 

Fibronektin 1.96 0 

 

Zusätzlich wurde die Kinetik des Adsorptionsprozesses in Echtzeit erfasst. Der 

benötigte konstante Winkel befand sich kurz vor dem Winkel der Oberflächen-

plasmonenresonanz. Vor der Injektion jedes neuen Adsorbats wurde für min-

destens 5 Minuten eine Basislinie aufgenommen. Nach dem Spülvorgang lief 

die Kinetikmessung mindestens für weitere 5 Minuten, danach erfolgte ein SPR-

Scan. 
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3.2 SPF-Spektrometer 

 

Für die SPFS-Messungen wurde ebenfalls ein SPR-Spektrometer in Kret-

schmann-Konfiguration eingesetzt (RT2005, ResTec GmbH). Dieses wurde um 

einen Fluoreszenzdetektor erweitert. Der Grundaufbau entspricht dem des oben 

beschriebenen SPR-Spektrometers. Im Gegensatz zu diesem besitzt der Setup 

des SPF-Spektrometers (Abb. 3.2) keinen Chopper für den Nullabgleich des 

Signals, sodass der eingesetzte Detektor nicht an einen Lock-In-Amplifier ge-

koppelt ist. Das Signal wird hier über ein Multimeter (Abb. 3.2, 10, Kethley) er-

fasst. Der gesamte Aufbau befindet sich innerhalb einer Box, die lichtdicht ver-

schlossen werden kann. Der Fluoreszenzdetektor (Abb. 3.2, 12) befindet sich 

hinter der Probenhalterung (Abb. 3.2, 9). Zwischen Messzelle und Fluoreszenz-

detektor befindet sich ein zusätzlicher Filter, der die Anregungswellenlänge von 

632.8 nm des HeNe-Lasers (JDS Uniphase 1125p, Abb. 3.2, 1) herausfiltert, 

sodass nur das rotverschobene Fluoreszenzsignal detektiert wird. Zusätzlich ist 

dieser Setup um einen zweiten Laser mit einer Wellenlänge von 532 nm erwei-

tert (Abb. 3.2, 15) (Laser Export Co Ltd.), der allerdings bei dieser Arbeit nicht 

eingesetzt wurde. Die Steuerung der Motoren und Erfassung der Messdaten 

erfolgte analog zur vorherigen Durchführung über die Software „Wasplas“ des 

MPIP. Als Substrate für die Messungen dienten ebenfalls die in Kapitel 3.1 be-

schriebenen mit Cr, Au und TiO2 besputterten LaSFN9-Substrate. Als Abstand 

zwischen den einzelnen Messpunkten wurde ein Intervall von 0.05° gewählt.  
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Abb. 3.2: SPR-Spektrometer in Kretschmann-Konfiguration und Fluoreszenzdetektionssystem, 

das in dieser Arbeit eingesetzt wurde. Alle Komponenten befinden sich in einer lichtundurchläs-

sigen Box. 1: HeNe-Laser (λ   632.8 nm), 2: Spiegel, 3: Spiegel, 4: Irisblende 1,  

5: Polarisator 1, 6: Polarisator 2, 7: Blende, 8: Irisblende 2, 9: Optische Probenhalterung,  

10: Detektor, 11: Doppelgoniometer, 12: Fluoreszenzdetektor, 13: Spritze für Injektion in Mess-

zelle, 14: Abfallgefäß, 15: Laser 2 (λ   532 nm), 16: Spiegel, 17: Kippspiegel 

 

 

3.3 AFM 

 

Für die Visualisierung der nanoskaligen Strukturen wurde ein Innova AFM von 

Bruker (ehemals Veeco-Instruments) eingesetzt (Abb. 3.3). Die Steuerung des 

AFM erfolgte über die Software „SPM-Lab“ (ebenfalls Bruker).  
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Abb.  3.3.: Innova Atomic Force Microscope der Firma Bruker (ehemals Veeco-Instruments), 

das in dieser Arbeit eingesetzt wurde.  

 

Als Substrate dienten Si-Wafer-Oberflächen (ABC GmbH), die mit 18 nm TiO2 

beschichtet wurden. Der Beschichtungsprozess verlief analog zu dem der 

LaSFN9-Substrate. Die Reinigung der Oberfläche wurde jedoch um einen 

Schritt erweitert. Als Erstes wurden die Si-Oberflächen für 15 Minuten mit Ace-

ton im Ultraschallbad gereinigt und anschließend 10-mal mit destilliertem H2O 

gespült, um Rückstände der Schutzfolie zu entfernen. Die beschichteten Ober-

flächen wurden unter Argon Schutzgas gelagert. Nach der Präparation der 

Oberfläche mit biologischen Komponenten wurde das Substrat mit destilliertem 

H2O gereinigt, um Salzrückstände zu beseitigen, und dann im Vakuum getrock-

net (Vakuumtrockenschrank VD-23 Binder). Die Messungen der Oberflächen-

struktur erfolgten im Tapping-Mode an Luft bei Raumtemperatur. Die eingesetz-

ten Spitzen stammen ebenfalls von Bruker (Modellnummer: RFESPA, Part: 

MPP-21120-10). Nachdem die Spitze in den Spitzenhalter eingesetzt wurde, lief 

der Scanner zunächst zwei Stunden warm. Die Spitze befand sich hierbei nicht 

auf der Oberfläche. Bevor die Spitze aufgesetzt wurde, wurde die Resonanzfre-

quenz des Cantilevers über die Software ermittelt. Standardmäßig wurde eine 



 

Kapitel 3: Experimentelle Methoden 

 
 

52 

Resonanzfrequenz genutzt, bei der die Spannungsamplitude (Setpoint) im De-

tektorfeld ca. 2 V betrug, da dies die besten Messergebnisse lieferte. Um die 

bestmögliche Visualisierung der Oberfläche zu erzielen, ist darüber hinaus eine 

optimale Wahl der Gain-Parameter des PID-Reglers der Feedback-Schleife 

entscheidend. Diese regeln die Reaktion der Spitze auf verschiedene Topogra-

fien. Gleichzeitig sind sie entscheidend für eine naturgetreue Wiedergabe der 

Oberflächenstrukturen und müssen daher für jede Oberfläche neu angepasst 

werden. Als Kriterium für die Güte der gewählten Parameter dient der Vergleich 

des Forward- zum Backward-Signal beim Scan der Oberfläche. Bei optimaler 

Parameterwahl ergibt sich so eine exakte Überlagerung beider Signalkurven 

[Vee08]. 

Bevor die eigentliche Probe vermessen wurde, ist der jeweilige Scanner mittels 

Standardprobe kalibriert worden. Je nach eingesetztem Scanner kamen hier 

unterschiedliche Standardproben zum Einsatz (Small-Area-Scanner PART: 00-

107-0015, Large-Area-Scanner PART: 00-107-0016). Um eine geeignete Stelle 

für eine AFM-Messung zu finden, wurde zunächst ein größerer Bereich ver-

messen. Anschließend wurde aus diesem Bereich eine Stelle für eine repräsen-

tative Messung mit kleinerem Scanbereich ausgewählt. Alle so ermittelten Da-

ten wurden auf identische Weise über die Software „SPMLabAnalysis V7.00“ in 

True 2D Color (Shading: Ф = 180° und ΘRender = 70°) gerendert und im Tif-

Format gespeichert.  

 

 

3.4 Weitere Geräte 

 

Neben dem SPR- bzw. SPF-Spektrometer und dem AFM kamen bei dieser Ar-

beit weitere Geräte zum Einsatz, die im Folgenden in Tabelle 3.2 aufgeführt 

sind: 
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Tabelle 3.2: Weitere Geräte, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden 

Bezeichnung Gerätetyp Hersteller 

VD 23 Vakuumtrocken-
schrank 

Binder 

VWR Ultrasonic Clea-
ner 

Ultraschallbad VWR 

Lab Dancer Vortexer YellowLine 

Thermomixer Comfort Thermomixer Eppendorf 

Infinite M 200 Microreader Tecan 

Zeba Spin Desalting 

Columns, 0.5 ml 

GPC-Säulen Pierce 

Centrifuge 5415 D Zentrifuge Eppendorf 
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Kapitel 4: Überprüfung des Wir-

kungsprinzips 
 

 

4.1 Bioaktivierung von Oberflächen über Streptavidin 

 

Wie eingangs erwähnt, ist es möglich, Streptavidin als Haftvermittler für eine 

spezifische Bioaktivierung von Oberflächen einzusetzen. Bisher wurde für bio-

medizinische Anwendungen nur eine Immobilisierung von Streptavidin über 

biotinylierte Polymere beschrieben [Hua02, Kan09]. Allerdings ist eine derartige 

Bioaktivierung aufgrund der eingesetzten Architektur aus Polymer und Biotin-

Streptavidin-System nicht trivial. So zeigten Huang et al., dass die Anzahl an 

gebundenem Streptavidin im PLL-g-PEG linear zum Biotinanteil des Polymers 

steigt, die Menge an gebundenen biotinylierten Liganden nach Erreichen eines 

Maximums jedoch mit zunehmendem Biotinanteil im Polymer wieder fällt 

[Hua02]. Ähnliches beobachteten auch Xu et al. Auch hier wurde Streptavidin 

als Haftvermittler für die Ankopplung biotinylierter Antikörper an biotinyliertem 

PLL-g-PEG eingesetzt. Nach Streptavidin-Anbindung konnten keine 

biotinylierten Liganden mehr immobilisiert werden. Er postulierte, dass aufgrund 

der hohen Affinität zwischen Streptavidin und Biotin das Protein bereits im 

Polymer durch freie Biotinreste des Polymers selbst abgesättigt wird [Xuf05, 

Xuf06]. Es ist ebenso möglich, direkt über Self-Assembly eine Streptavidin-

Monolage auf einer Biotin-modifizierten Oberfläche zu generieren. Je nach 

Oberfläche bieten sich hierfür unterschiedliche Biotinderivate an. Im Allgemei-

nen besitzen diese neben einer endständigen Biotingruppe zur Immobilisierung 

von Streptavidin eine oberflächenspezifische Ankergruppe. Auf Goldoberflä-

chen werden häufig Disulfid- oder Thiolgruppen für eine Biotinylierung genutzt, 

auf oxidischen Oberflächen hingegen kommen meist Silane zum Einsatz. So 

lassen sich Oberflächen wie Ag, Au oder SiO2 mit einer Streptavidin-Monolage 

beschichten. Im Gegensatz zur Streptavidin-Immobilisierung über Polymere, die 

beispielsweise über radikalische Polymerisation appliziert werden können, ist 

das Erzeugen einer Streptavidin-Monolage über Self-Assembly vergleichsweise 
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mit nur geringem Aufwand verbunden [Ray09]. Weiterhin steigt die Menge an 

spezifisch angekoppelten, biotinylierten Liganden direkt mit zunehmendem 

Streptavidin-Bedeckungsgrad [Spi93, Xin06, Bus00, Bus02]. Es muss jedoch 

berücksichtigt werden, dass eine spezifische Biotinarchitektur erforderlich ist, 

um einen maximalen Bedeckungsgrad an Streptavidin zu erreichen (Abb. 4.1). 

Da die Bindestelle innerhalb von Streptavidin liegt, muss ein Mindestabstand 

von 0.8 nm zwischen Ringstruktur und Oberfläche bestehen. In der Praxis wird 

dies über einen „Spacer“ erreicht, eine zusätzliche Kette, die zwischen Ring und 

Oberflächenankergruppe des Biotinderivates eingeführt wird. Ferner darf die 

Biotindichte auf der Oberfläche nicht zu hoch sein, damit die einzelnen Biotine 

der Streptavidin-Bindungstasche optimal zugänglich sind. Aus diesem Grund 

wird häufig ein zweites kürzeres Molekül immobilisiert, welches als Verdünner 

fungiert. Alternativ kann die notwendige Biotinarchitektur auch sequenziell auf-

gebaut werden. [Bal89, Häu91, Spi93, Spi00, Fuj06, Xin06] 

 

 

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des adsorbierten Streptavidins in Abhängigkeit der 
Biotinarchitektur auf der Oberfläche. A: Biotin wird ohne Spacer auf die Oberfläche immobilisiert 
und ist somit zu kurz, als dass es innerhalb des aktiven Zentrums von Streptavidin binden könn-
te. B: Die Biotinköpfe sind zu dicht auf der Oberfläche gepackt. Durch diese sterische Hinde-
rung sind die einzelnen Biotine der Bindungstasche von Streptavidin nicht zugänglich. C: Biotin 
ist durch einen langen Spacer von der Oberfläche getrennt. Dieser ist aufgrund seiner Länge zu 
flexibel und baut so nur bedingt eine akkurate Monolage auf. D: Biotinköpfe besitzen einen aus-
reichenden Abstand zueinander und zur Oberfläche, um die Monolage optimal aufzubauen. 

 

Je nachdem über welches Verfahren bzw. über welche Oberflächenarchitektur 

Streptavidin immobilisiert wurde, ist es innerhalb der Schicht unterschiedlich 

dicht gepackt. Diese unterschiedlichen „Bedeckungsdichten“ führen wiederum 

zu unterschiedlichen maximalen Bedeckungsgraden. Da sich die mittels SPR 

gemessene optische Schichtdicke aus gemessener Schichtdicke und Bre-

chungsindex zusammensetzt, muss bei der Bestimmung des Streptavidin-
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Bedeckungsgrades ein für die jeweilige Oberflächenarchitektur repräsentativer 

Brechungsindex gewählt werden [Dar91, Wei92, Sch99, Rei93, Häu91].  

Aufgrund seiner symmetrischen Struktur kann Streptavidin maximal zwei 

Oberflächenbiotine binden. Somit bleiben zwei weitere Biotin-Bindungstaschen 

pro Streptavidin unbesetzt. Diese sind aufgrund der tetrameren Anordnung in-

nerhalb des Proteins nicht zur Oberfläche orientiert und können so weitere 

biotinylierte (Bio-)Moleküle, Proteine und Nanopartikeln binden [Dar91, Spi93, 

Tov95, Bus02, Xin06, Fuj07]. Als Biotinylierung von Proteinen wird die Anbin-

dung von Biotin an funktionelle Gruppen eines Proteins bezeichnet [Koh04]. Es 

ist möglich, Biotin mit unterschiedlichen reaktiven Endgruppen zu versehen, um 

eine Anbindung an bestimmte funktionelle Gruppen eines Proteins zu ermögli-

chen. Mittlerweile ist eine große Palette an Biotinylierungsreagenzien kommer-

ziell erhältlich, die unterschiedlichste Gruppen wie Amine, Carboxyle, Kohlen-

hydrate oder Thiole funktionalisieren können. Es muss allerdings berücksichtigt 

werden, dass bestimmte Gruppen wichtige Funktionen innerhalb des Proteins 

besitzen und eine Modifizierung dieser zu einem Aktivitätsverlust führen kann. 

Schwefelverbindungen beispielsweise werden häufig genutzt, um über 

Disulfidbrücken Untereinheiten zu verbinden oder das Protein zu stabilisieren. 

In dieser Arbeit wird eine Biotinylierung der primären Amine von Fn, die ein 

häufiger Bestandteil von Proteinseitenketten sind (z. B. Lysin oder N-Terminus), 

vorgenommen (Abb. 4.2). Das eingesetzte Sulfo-NHS-LC-Biotin besitzt hierfür 

einen N-Hydroxysuccinimidrest.  
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Abb. 4.2: Schema der Biotinylierung der primären Amine eines Proteins (grün) über Sulfo-NHS-

LC-Biotin. Nach [TheCC]. 

 

Zusätzlich unterscheiden sich kommerziell verfügbare Biotinylierungs-

reagenzien in weiteren Punkten. So besitzen sie unterschiedliche Spacerlängen 

oder sind mit einer hydrophilen Sulfo-Gruppe modifiziert, um die Löslichkeit in 

H2O zu erhöhen. Neben der Biotinylierung von Proteinen können diese Molekü-

le ebenso genutzt werden, um Oberflächen zu aktivieren [TheCC, TheBB]. 
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4.2 Materialien und Methoden 

 

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Substrate mit einer oxidischen Titan-

schicht modifiziert, die eine Implantatoberfläche simuliert und so als Modell-

oberfläche fungiert. Hierfür wurde Titan unter Sauerstoffpartialdruck auf das 

Substrat aufgesputtert. Da solche Schichten im Allgemeinen nicht vollständig 

homogen sind, werden sie als TiOX-Oberfläche bezeichnet. Für 

Magnetronsputtern ist bekannt, dass bei hohen Abscheideraten und einem kon-

trollierten Sauerstoffpartialdruck eine TiOX-Schicht mit x ≈ 2 entsteht [Bar05]. 

Auch wenn die hier genutzten Parameter sehr ähnlich sind, wird in dieser Arbeit 

die Oxidschicht der Korrektheit halber ebenfalls als TiOX bezeichnet. Zum Auf-

bau des biomimetischen Schichtsystems auf einer TiOX-Oberfläche und den 

Zelladhäsionstests wurden die in Tabelle 4.1 und 4.2 aufgeführten Chemikalien 

und Proteine eingesetzt: 

 

Tabelle 4.1: Für den Aufbau des biomimetischen Schichtsystems eingesetzte Chemikalien 

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer 

PBS-Puffer Sigma-Aldrich P4417-50TAB 

Methanol Merck 1.06009.2511 

Ethanol Merck 8.18760.250 

N-(6-Aminohexyl)-amino-
propyl-trimethoxysilan 

ABCR AB110807 

Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin Pierce 21338 

 

Tabelle 4.2: Für den Aufbau des biomimetischen Schichtsystems eingesetzte Proteine 

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer 

Streptavidin ultrapure AppliChem A1495.0001 

Fibronektin Millipore FC010 
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Tabelle 4.3: Für die Zelladhäsionstests eingesetzte Materialien 

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer 

HHOB-c PromaCell C12720647 

Dulbecco‘s modifiziertem 
Eagle Medium (DMEM) 

Gibco-Invitrogen 31885-023 

Fetales Kalbsserum Gibco-Invitrogen 10270106 

Dexmethasone Serva 
Bioproducts 

8893 

L-Glutamin Invitrogen 25030-024 

Ascorbinsäure Sigma-Aldrich A8960 

Penicillin-Neomycin-
Streptomycin-
Antibiotikamix 

Gibco-Invitrogen 15640055 

Trypsin Sedrom-
Biochrom 

L2153 

 

Eine PBS-Puffertablette wurde gemäß der Herstellerangabe in 200 ml destillier-

tem H2O gelöst. Anschließend wurde die Pufferlösung im Ultraschallbad für ca. 

15 Minuten entgast. Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin wurde abgewogen und bis zur 

Verwendung bei -15 °C eingefroren. Vor der Verwendung wurde es zunächst 

eine Stunde lang aufgetaut und anschließend in Ethanol gelöst. Streptavidin 

wurde in PBS-Pufferlösung gelöst. Fn war vom Hersteller aus bereits in 150 mM 

NaCl und 10 mM Natriumphosphat gelöst. Für SPR-Messungen wurde es in 

PBS-Puffer resuspendiert. Für die Biotinylierung von Fn wurde ein 

Biotinylierungskit von Pierce genutzt (EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotinylation Kit). 

Als Biotinylierungsreagenz wurde Sulfo-NHS-LC-Biotin eingesetzt. Die 

Biotinylierung geschah entsprechend der Herstellerangaben: Fibronektin in ei-

ner Konzentration von 0.5 µM wurde zusammen mit Sulfo-NHS-LC-Biotin in 

PBS-Puffer in einem molaren Mischungsverhältnis von 1:100 vermengt und der 

Reaktionsansatz für zwei Stunden auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die 

Lösung mittels Desalt Spin Columns aufgereinigt. Alle Lösungen wurden bis zu 

ihrem Einsatz bei 5 °C im Kühlschrank gelagert.  
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Zum Aufbau des biomimetischen Schichtsystems auf TiOX wurde ein sequenzi-

elles Verfahren angewandt, das sich in mehrere Schritte unterteilt (Abb. 4.3 und 

4.4). Als TiOX-Modelloberflächen für die SPR-spektroskopische Analyse dienten 

die im Kapitel 3.1 beschriebenen LaSFN9-Objektträger, die nacheinander mit 

1.5 nm Chrom, 50 nm Gold und 6 nm TiOX beschichtet wurden. Die Präparation 

der einzelnen Molekül- und Proteinschichten wurde innerhalb einer Teflon-

Messzelle durchgeführt und, wie in Kapitel 3.1 beschrieben, SPR-

spektroskopisch überwacht. Die TiOX-Oberfläche wurde zunächst intensiv mit 

Ethanol und Methanol gereinigt, im N2-Luftstrom getrocknet und in die Messzel-

le eingebaut. Anschließend wurde die Messzelle mit Methanol befüllt. Im ersten 

Schritt wurde die TiOX-Oberfläche für 60 Minuten mit 0.5 mM N-(6-

aminohexyl)aminopropyl-trimethoxysilan inkubiert. Nach einer Stunde wurde die 

Messzelle mit Methanol gespült, um nicht-chemisorbierte Moleküle von der 

Oberfläche zu entfernen. Durch diesen Schritt wurde eine Aminomodifizierung 

der TiOX-Oberfläche erreicht. Anschließend wurde das Lösungsmittel in der 

Messzelle gegen Ethanol ausgetauscht und die Oberfläche mit Sulfo-NHS-LC-

LC-Biotin in einer Konzentration von 0.2 mM bis 0.5 mM für mehrere Stunden 

inkubiert. Hierdurch wurden die im ersten Schritt auf der TiOX-Oberfläche er-

zeugten Aminogruppen biotinyliert. Anschließend wurde die Biotin-modifizierte 

Oberfläche intensiv mit Ethanol gespült. Im dritten Schritt wurde das Lösungs-

mittel gegen PBS gewechselt und die biotinylierte Oberfläche mit Streptavidin in 

einer Konzentration von 0.5 µM inkubiert. Nachdem sich ein Plateau in der Ad-

sorptionskinetik eingestellt hatte, wurde die Proteinanbindung durch intensives 

Spülen mit PBS-Puffer gestoppt. Im letzten Schritt wurde die Streptavidin-

modifizierte TiOX-Oberfläche mit biotinyliertem Fibronektin (bFn) in einer Kon-

zentration 25 nM inkubiert und anschließend intensiv mit PBS-Puffer gespült, 

um physisorbierte Proteine zu entfernen. 
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Abb. 4.3: Prinzip der Biotin-Oberflächenaktivierung der TiOX-Oberfläche über N-(6-
aminohexyl)aminopropyl-trimethoxysilan und Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, das in dieser Arbeit zum 
Einsatz kam. Im ersten Schritt wird die TiOX-Oberfläche durch Silanisierung aminoaktiviert. Über 
die so erzeugten Aminogruppen können NHS-Biotinderivate kovalent angebunden werden. 

 

 

Abb. 4.4: Prinzip des sequenziellen Aufbaus einer Streptavidin- und bFn-Schicht über Self-

Assembly auf einer Biotin-modifizierten TiOX-Oberfläche.  

 



 

4.2 Materialien und Methoden 

 
 

63 

Wie zuvor erwähnt, muss die Streptavidin-Koppelschicht proteinresistente Ei-

genschaften besitzen, damit die Spezifität des Effekts von immobilisiertem bFn 

gewährleistet wird [Mic02, Hua01, Dal05, Ray09]. Um dies zu testen, wurde als 

Modellversuch das antiadhäsive Verhalten der Streptavidin-Beschichtung ge-

genüber der Adsorption von nativem Fn analysiert. Die Menge an unspezifisch 

adsorbiertem, nativem Fn kann hier als repräsentatives Maß für die proteinre-

sistenten Eigenschaften einer Oberflächenbeschichtung betrachtet werden 

[Ray09]. Als unspezifisch adsorbierte Proteine werden in diesem Fall nicht nur 

physisorbierte Proteine bezeichnet. Ebenfalls beinhaltet dies Proteine, welche 

nach dem Spülvorgang noch immer an der Oberfläche gebunden sind, ohne 

dass es für sie einen spezifischen Bindungspartner gibt. Zwar ist eine Oberflä-

chenmodifikation mit Fn erwünscht, wie bereits erwähnt führt eine ungerichtete 

Proteinadsorption in vivo allerdings zur Ausbildung einer Proteinmischschicht 

an der Implantatoberfläche, die sich negativ auf das Einheilverhalten auswirken 

kann [Mic02, Hua01, Dal05, Ray09, Gri88]. Hierfür wurden alle drei Oberflächen 

für 200 Minuten mit Fn in einer Konzentration von 25 nM inkubiert.  

Neben dieser Analyse wurden zusätzlich zellbiologische Tests an Osteoblasten 

vorgenommen.2 Um die jeweilige Beschichtung hinsichtlich ihrer Wirkung auf 

die Osteoblastenadhäsion zu bewerten, wurde zunächst die Fläche adhärieren-

der Zellen gemessen. Erfolgreich auf der Oberfläche adhärierte Osteoblasten 

spreizen sich und flachen ab. Durch die Zellspreizung erhöht sich die zweidi-

mensionale Zelloberfläche und somit die Kontaktfläche zum Implantat, was 

wiederum die Stärke der Zellanbindung steigert [Raj74, Sam05, Oka98]. Hierfür 

wurde eine aus dem Hüftknochen gewonnene, osteogene Zelllinie (HHOB-c) 

auf Gewebekultur-Polystyrol in Standard-Osteoblasten-Kultivierungs-medium 

(500 ml Dulbecco‘s modifiziertem Eagle Medium, 50 ml fetales Kalbsserum, 1 

ml Dexmethasone, 5 ml L-Glutamin, 150 mg Ascorbinsäure und 5 ml Penicillin-

Neomycin-Streptomycin-Antibiotikamix, 20 µg Dexamethason) kultiviert. Die 

Zellen wurden in planmäßigen Intervallen unter Nutzung von 0.5 % Trypsin 

passagiert. Die Größe des Intervalls hing von den Zellwachstumscharakteristika 

ab. Die modifizierten Substrate wurden in 6-Well-Zellkulturplatten gegeben und 

                                                             
2 Die Zellversuche wurden in Zusammenarbeit mit der Mund-Kiefer-Gesichts-Chiurigie (MKGC) der Uni-
klinik Mainz und dem MPIP Mainz im Rahmen einer kooperativen Master Thesis durchgeführt [Gor09a, 
Gor09b]. 
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diese mit jeweils 9000 osteogenen Zellen aus der 5. Passage besiedelt. Die 

Proben wurden im Kultivierungsmedium bei 37 °C und einer konstanten Luft-

feuchtigkeit bei 95 % Luft und 5 % CO2 inkubiert. Die Zellmorphologie der an-

gebundenen Zellen wurde über ein Transmissionsmikroskop (Leica DMIL 2000, 

Leica) visualisiert und deren Zellwachstum anschließend über die Software 

„CellAnalyzer“ bei jeweils 30 zufällig ausgewählten Zellen ausgewertet [Bru09]. 

Zusätzlich zu den Adhäsionsmessungen wurden die Ergebnisse der 

osteoblastären Proteinexpression auf unmodifizierten, mit nativem Fn modifi-

zierten und mit dem bFn-Streptavidin-Schichtsystem modifizierten TiOX-

Oberflächen diskutiert. Die Expression auf der TiOX-Oberfläche diente hierbei 

der Normierung und wurde gleich 1 gesetzt. Die Proteinexpressionsstudien 

wurden über eine quantitative „Realtime PCR“ (RT-PCR) der zellulären mRNA, 

ausgewählter Markerproteine durchgeführt. Zur Extraktion der osteoblasteren 

RNA wurde ein „RNeasy-Micro Kit“ (Quiagen) eingesetzt. Die RNA wurde an-

schließend via reverser Transkription in cDNA überschrieben. Eingesetzt wur-

den hierfür „Random Primer“ (Promega) sowie eine „M-MuLV Reverse 

Transcriptase“ (Bioron) in fünffachem Reaktionspuffer. Die Reaktion fand in ei-

nem Primus 96 Thermocycler (Peqlab) bei folgenden Parametern statt: 

Anealing: 70°C (10 Min.), Reverse Transkription: 42°C (60 Min.), Inaktivierung: 

70°C (10 Min). 18s-RNA wurde als „house keeping gene“ eingesetzt. Die cDNA 

wurde im Folgenden mittels RT-PCR amplifiziert. Eingesetzt wurde hierfür ein 

„ABI Prism MasterMix“ mit „Taq-Polymerase“ (beides Peqlab). Die Reaktion 

geschah hierbei in einem „ABI Prism 7300 RT Detection System“ (Applied Bio-

systems) unter Verwendung eines „QuantiTect Primer Assey“ (Quiagen). Bei 

der Amplifikation wurde folgendes Programm eingesetzt: 50° C (2 Min.), 95° C 

(15 Min.). Anschließend 40 Zyklen: 94° C (15 Sec.), 55°C (30 Sec.), 72°C (35 

Sec.). Die DNA wurde zu 18s RNA normalisiert. [Gor09a, Gor09b] 

In der vorliegenden Arbeit wurden aus diesen Daten gezielt die Ergebnisse für 

die Markerproteine β1-Integrin, Runx2 und AP ausgewählt, da diese eine ge-

steigerte Aktivität von Osteoblasten kennzeichnen [Ray09].  
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4.3 Ergebnisse und Diskussion 

 

4.3.1 Streptavidin-Adsorption an Biotin-modifizierte TiOX-Oberflächen 

Nach abgeschlossener Biotinmodifizierung der Oberfläche wurde diese mit 

Streptavidin inkubiert und die Güte der Beschichtung anhand der gemessenen 

Streptavidin-Schichtdicke analysiert. Wie sich zeigt, kann eine Streptavidin-

Monolage auf aminoaktiviertem TiOX durch Inkubation mit Sulfo-NHS-LC-LC-

Biotin aufgebaut werden (Abb. 4.5). Gleichzeitig ist Streptavidin nicht in der La-

ge, auf unbiotinylierten Oberflächen zu binden. Die Anbindung an die Oberflä-

che ist somit hochgradig spezifisch. Bei allen Messungen war der Aufbau einer 

solchen Monolage nach ca. 60 Minuten Streptavidin-Adsorption abgeschlossen. 

Auch bei längerer Streptavidin-Inkubation zeigte sich kein Einfluss auf die ma-

ximale Schichtdicke (siehe Anhang).  
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Abb. 4.5: SPR-Kinetikmessungen der Adsorption von Streptavidin auf unterschiedlich mit Sulfo-

NHS-LC-LC-Biotin modifizierten und zuvor aminoaktivierten TiOX-Oberflächen. a: 147 Minuten 
Inkubation mit Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin. [Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin] = 0.5 mM. Schichtdicke nach 
Spülen= ca. 3.1 nm. b: 220 Minuten Inkubation mit Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin. [Sulfo-NHS-LC-LC-
Biotin] = 0.25 mM, Schichtdicke nach Spülen= ca. 2.7 nm. c: 220 Minuten Inkubation mit Sulfo-
NHS-LC-LC-Biotin. [Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin] = 0.2 mM, Schichtdicke nach Spülen = ca.  
2.9 nm. d: Keine Aktivierung über Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, Schichtdicke nach Spülen = ca. 0 
nm. 
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4.3.2 Adsorption von Fibronektin  

Die so erzeugten Streptavidin-Monolagen wurden mit bFn und nativem Fn 

inkubiert (Abb. 4.6 und 4.8). Zusätzlich wurden ebenfalls reine TiOX-Ober-

flächen und N-(6-aminohexyl)aminopropyl-trimethoxysilan modifizierte TiOX-

Oberflächen mit Fn inkubiert und die Ergebnisse verglichen.  
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Abb. 4.6: SPR-Kinetikmessungen der Fn-Adsorption auf unterschiedlich modifizierten TiOX-

Oberflächen: a: Adsorption von nativem Fn auf TiOX. Schichtdicke nach Spülen 5.9 nm. b: Ad-
sorption von nativem Fn auf aminoaktiviertem TiOX. Schichtdicke nach Spülen 4.6 nm. c: bFn-
Adsorption auf Streptavidin (3.1 nm)-aktiviertem TiOX. Schichtdicke nach Spülen 2.2 nm. d: 
Adsorption von nativem Fn auf Streptavidin (2.9 nm)-aktiviertem TiOX. Schichtdicke nach Spü-
len 0.4 nm. 
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Abb. 4.7: Verschiebung der SPR-Spektren, aufgenommen vor (schwarz) und nach (grau) der 

Adsorption von Fn bzw. bFn auf verschiedenen Oberflächen. a: Natives Fn auf TiOX, b: Natives 
Fn auf Streptavidin- modifiziertem TiOX, c: bFn auf Streptavidin-modifiziertem TiOX. 

 

Da für Fn kein einheitlicher Brechungsindex bekannt ist, wurde zunächst ein 

Brechungsindex von n = 1.4 angenommen, wie er für die Fn-Adsorption auf 

Gold bereits beschrieben wurde [Pax02]. Wie bereits aus der Literatur bekannt, 

zeigte sich in den SPR-Messungen für die Adsorption von nativem Fn, dass das 

Protein spontan sowohl auf TiOX als auch auf aminoaktivierten TiOX-

Oberflächen in großer Menge adsorbiert (Abb. 4.6 a und 4.6 b) [Mac98, Sou07, 

Böi03]. Die bei den Messungen in dieser Arbeit erzielten Schichtdicken von 5.9 

nm auf TiOX und 4.6 nm auf aminoaktiviertem TiOX lassen vermuten, dass Fn 

untereinander agglomeriert und Multilagen ausbildet. Beide Oberflächen besit-

zen somit keine proteinresistenten Eigenschaften. Das Gegenteil ist hier der 

Fall. Dieses Adsorptionsverhalten von Fn ändert sich drastisch nach dem Auf-

bringen einer Streptavidin-Monolage auf TiOX (Abb. 4.6 d und 4.7 b). Im Ge-

gensatz zu reinem TiOX oder aminoaktiviertem TiOX unterbindet eine solche 

Streptavidin-Monolage die Proteinadsorption und stellt so eine gute Ausgangs-

beschichtung für eine spezifische Bioaktivierung dar. So wird sichergestellt, 
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dass adhärierende Osteoblasten auf den Streptavidin-modifizierten TiOX-

Oberflächen ausschließlich auf das im Anschluss immobilisierte bFn reagieren 

und es keinen negativen Einfluss durch die Adsorption weiterer Proteine (z. B. 

aus Körperflüssigkeiten heraus) gibt [Mic02, Hua01, Dal05, Ray09]. Die hier 

erzielte Streptavidin-Schichtdicke lag allerdings noch deutlich unter der maxi-

malen Schichtdicke von ca. 4.6 bis 4.8 nm, welche für eine annähernd ge-

schlossene Monolage angenommen werden kann [Sch99, Hen89]. Dies zeigt 

allerdings auch, dass eine komplett geschlossene Streptavidin-Schicht nicht 

erforderlich ist, um einen starken, proteinabweisenden Effekt auf der Oberfläche 

zu erzeugen. 

Gleichzeitig ermöglicht Streptavidin eine spezifische Anbindung von bFn an die 

TiOX-Oberfläche (Abb. 4.6 c und 4.7 c). Die adsorbierte Schicht von bFn an 

Streptavidin ist mit ca. 2.2 nm deutlich dünner als die der unspezifischen Ad-

sorption auf TiOX bzw. silanisiertem TiOX. Bei einer Wiederholung der Messung 

zeigte sich erneut eine vergleichbare bFn-Schichtdicke von 2.8 nm. Da bei die-

ser Messung ein gewisses Maß an physisorbiertem bFn durch den Spülvorgang 

beobachtet werden konnte, ist Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin möglicherweise nicht 

optimal geeignet, um eine Streptavidin-Monolage aufzubauen. Aufgrund der 

Länge des eingebauten Spacers kann der Biotinkopf auf der Oberfläche weg-

knicken, sodass nicht alle Streptavidine akkurat ausgerichtet sind. Dies würde 

eine zusätzliche Physisorption von bFn begünstigen und lässt vermuten, dass 

die bFn-Schichtdicke von ca. 2.5 nm nahe dem Maximum des spezifisch ge-

bundenen bFn auf Streptavidin ist. Da bei der Adsorption von bFn nach 

200 Minuten kein Anstieg mehr gegenüber der endgültigen bFn-Schichtdicke zu 

erkennen war, wurde die Adsorptionszeit auf 200 Minuten gesenkt. Für die an-

schließenden Zelladhäsionstests wurden folgende Parameter übergeben: 
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Tabelle 4.4: Parameter, die für den Aufbau des biomimetischen Schichtsystems bei den fol-

genden Zelltests genutzt wurden. 

Substanz Konzentration Inkubationszeit Lösungsmittel 

Sulfo-NHS-LC-
LC-Biotin 

0.2 mM 220 Min. Ethanol 

Streptavidin 0,5 µM 60 Min. PBS 

bFn 0,025 µM 200 Min. PBS 

 

4.3.3 Zelltests  

Anschließend wurden die oben angegebenen Parameter genutzt, um das bFn-

Streptavidin-Schichtsystem auf TiOX-Oberflächen aufzubauen und im Zellver-

such an Osteoblasten zu testen. Neben der fertigen bFn-Streptavidin-

Beschichtung wurde ebenfalls jede einzelne Komponente des Schichtsystems 

aufgebaut und auf seine zelladhäsiven Eigenschaften hin getestet. Zusätzlich 

wurden Osteoblasten auf unmodifizierten und mit nativem Fn modifizierten 

Oberflächen inkubiert, um die Ergebnisse später mit denen des bFn-

Streptavidin-Schichtsystems zu vergleichen. Erwartungsgemäß zeigte sich auf 

den verschiedenen Oberflächen ein unterschiedliches Adhäsionsverhalten der 

Zellen (Abb. 4.8 und 4.9) [Gor09a, Gor09b]. 
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Abb. 4.8: Durchschnittliche Zellfläche von Osteoblasten auf unterschiedlich modifizierten Ober-

flächen: TiOX (blau), N-(6-aminohexyl)aminopropyl-trimethoxysilan (gelb), Streptavidin 
(schwarz) und Fn (rot). 

 

Auf silanisierten TiOX-Oberflächen begannen die Zellen bereits nach einer 

Stunde mit der Spreizung, auf unmodifizierten TiOX-Oberflächen nach drei 

Stunden (Abb. 4.8). Die Zellflächen nahmen anschließend konstant zu und er-

reichten auf beiden Oberflächen nach ca. 18 h einen maximalen Wert von 

durchschnittlich 3000 µm2 bzw. 2300 µm2. Auf Oberflächen, die mit nativem Fn 

inkubiert wurden, konnte dieses Ergebnis noch einmal gesteigert werden, so-

dass bereits nach ca. 9 h ein Maximalwert von ca. 4000 µm2 erreicht wurde. 

Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Ergebnis der SPR-Messung, die ein hohes 

Maß an unspezifisch angebundenem nativem Fn auf TiOX zeigte (Abb. 4.7 a). 

Auch unspezifisch gebundenes Fn ist dafür bekannt, die Adhäsion von Osteo-

blasten gegenüber unbehandelten TiOX-Oberflächen zu steigern [Pha03, 

Aan07]. Wie allerdings zuvor erwähnt, ist eine solche Beschichtung aus unspe-

zifisch adsorbiertem nativem Fn ohne eine zuvor applizierte antiadhäsive Blank-

Schicht nicht als Beschichtung für Implantatoberflächen geeignet. Ebenfalls im 

Einklang mit den SPR-Messungen sind die Ergebnisse für die Adsorption von 

Osteoblasten auf Streptavidin-modifizierten TiOX-Oberflächen (siehe Abb. 4.8). 
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In den ersten 12 h war auf diesen Oberflächen, im Gegensatz zu allen anderen 

Modifikationen, keine Adhäsion erkennbar. Erst nach 18 h war eine Zellsprei-

zung zu beobachten. Nach 24 h betrug die Zellfläche ca. 1900 µm2, was zu die-

sem Zeitpunkt die geringste Zellspreizung insgesamt darstellte. Hierdurch ist es 

möglich, über einen Zeitraum von ca. 12 h eine spezifische zelluläre Reaktion 

ausschließlich auf das adsorbierte, biotinylierte Biomolekül zurückzuführen. Die 

zuvor bereits auf Proteinebene gezeigten antiadhäsiven Eigenschaften der 

Streptavidin-Monolage wirken sich erwartungsgemäß direkt auf die Zelladhäsi-

on aus. Wird die Adsorption von Adhäsionsproteinen wie z. B. Fn unterbunden, 

ist auch die Adhäsion von Zellen unterdrückt. Streptavidin-Monolagen auf TiOX 

besitzen somit vergleichbare Eigenschaften wie antiadhäsive 

Polymerbeschichtungen (z. B. poly(OEGMA)) und sind daher als Blank-

Beschichtung für eine gezielte Bioaktivierung von Oberflächen geeignet 

[RAY09]. Weiterhin zeigte sich, dass auf Oberflächen immobilisiertes 

Streptavidin keine zelladhäsionsfördernden Eigenschaften besitzt, wie aufgrund 

einer Aminosäuresequenz aus den Aminosäuren RYD, die der RGD-Sequenz 

von Fn ähnelt, lange vermutet wurde. In dieser Sequenz ist das Glycin von 

RGD durch ein Tyrosin (Y) ersetzt [Alo90]. Aufgrund dieser RYD-Sequenz ist es 

Streptavidin in Lösung möglich, unspezifisch an Integrine zu binden, worüber es 

sich innerhalb der Nieren anreichern kann. Da Streptavidin bei dieser Beschich-

tung fest auf der TiOX-Oberfläche immobilisiert ist und darüber hinaus in sehr 

geringen Dosen eingesetzt wird, kann ein ähnlicher Effekt wie bei Murray et al. 

ausgeschlossen werden [Mur02]. Darüber hinaus ist es möglich, dass 

Streptavidin auch immobilisiert seine antibakterielle Wirkung beibehält, was das 

Risiko von bakteriellen Infektionen nach der Implantation herabsetzen könnte. 

Nach der Anbindung von bFn an die mit Streptavidin modifizierte TiOX-

Oberfläche kam es zu einer starken und schnellen Adhäsion und somit zu einer 

Spreizung der Osteoblasten (Abb. 4.9). Insgesamt war die Zellflächenzunahme 

bei dieser Art der Oberflächenmodifizierung am stärksten. Die mittlere Zellflä-

che lag hier stets über der mittleren Schichtdicke aller anderen Oberflächenmo-

difikationen. Bereits nach 6 h stellte sich ein Maximum von ca. 5000 µm2 ein. 

Bisher wurde der Einfluss einer Biotinylierung von Fn auf die Adhäsion von Zel-

len nur an Endothelzellen und ohne die Verwendung einer Blank-Oberfläche 
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getestet, wobei kein Einfluss festgestellt werden konnte [Ana07]. Bei den hier 

aufgeführten Resultaten fiel dieses Ergebnis eindeutig zugunsten der Oberflä-

chen aus, die über eine Modifizierung mit dem bFn-Streptavidin-Schichtsystem 

verfügten. Um dies zu verdeutlichen wurde die spezifische Zunahme der 

osteoblastären Zelloberfläche durch die Immobilisierung von bFn auf der 

Streptavidin-Monolage mit der Zunahme durch die Immobilisierung von nativem 

Fn auf TiOX verglichen (Abb. 4.9). Hier wurde die Differenz der mittleren Zell-

oberfläche auf Substraten mit immobilisiertem nativem Fn bzw. bFn zu der mitt-

leren Zelloberfläche auf Substraten ohne immobilisiertes natives Fn bzw. bFn 

(also TiOX- oder Streptavidin-modifiziertes TiOX) betrachtet. Es wird deutlich, 

dass durch die Zugabe von bFn die Zelladhäsion signifikant gegenüber der Zu-

gabe von nativem Fn verstärkt wurde. 
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Abb. 4.9: Zunahme der osteoblastären Zellfläche nach Adsorption von nativem Fn auf TiOX 
(rot) und nach der Adsorption von bFn auf Streptavidin-modifiziertem TiOX (grün). Betrachtet 
wird hierbei die Differenz der Zelloberfläche auf Substraten mit und ohne adsorbiertes Fn. Deut-
lich zu erkennen ist eine Verstärkung der Zelladhäsion durch Immobilisierung von bFn gegen-
über einer Immobilisierung von nativem Fn. Da Streptavidin die osteoblastäre Zelladhäsion für 
ca. 12 h unterdrückt, kann für diesen Zeitraum eine Steigerung der Zelladhäsion auf die spezifi-
sche Immobilisierung von bFn zurückgeführt werden. 
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Erstaunlich war, dass die gemessene Fn-Bedeckung von bFn auf Streptavidin 

mit ca. 2.2 nm deutlich unter der von nativem Fn auf TiOX mit ca. 6 nm lag. Es 

wäre daher zu erwarten gewesen, dass auf der Oberfläche mit dem bFn-

Streptavidin-Schichtsystem eine geringere Zelladhäsion stattgefunden hätte. 

Das Gegenteil war jedoch der Fall.  

 

 

Abb. 4.10: Relative Expression von β1-Integrin (links), Runx2 (Mitte) und alkalische 

Phosphatase (AP, rechts) auf Fn- (grün) und bFn- (gelb) beschichteten Oberflächen nach drei 
(links) und sieben (rechts) Tagen. Alle drei Proteine markieren eine gesteigerte Aktivität der 
Osteoblasten auf der Oberfläche. Als Vergleich dient TiOX (horizontaler Balken). 

 

Zusätzlich zu den Zelladhäsionsstudien konnte darüber hinaus bei der Expres-

sion aller drei Markerproteine auf Oberflächen mit dem bFn-Streptavidin-

Schichtsystem eine Steigerung gegenüber TiOX-Oberflächen erzielt werden 

[Gor09b]. Auch hier zeigte sich im Falle der AP und Runx2, dass die Expression 

sogar gegenüber mit nativem Fn beschichteten TiOX-Oberflächen gesteigert 

werden konnte (Abb. 4.10). Dieses Ergebnis ist erneut mit dem Ergebnis von 

Raynor et al. vergleichbar, bei dem bei einer gewebeintegrationssteigernden 

Beschichtung aus poly(OEGMA) kombiniert mit Fn-Liganden ebenfalls eine er-

höhte Expression von Runx2 und AP bei adhärierenden Zellen auftrat, was auf 

eine gesteigerte Osteoinduktion hindeutet [Ray09]. Die Expression von  

β1-Integrinen ist ebenfalls nach drei Tagen gegenüber TiOX-Oberflächen hoch-

reguliert und nach sieben Tagen auf bFn-Oberflächen gegenüber Fn noch im-

mer erhöht. Die geringere Hochregulation von β1-Integrinen bei TiOX-

Oberflächen mit dem bFn-Streptavidin-Schichtsystem lässt sich durch die ge-

ringere bFn-Bedeckung erklären. Die Anzahl an α5β1-Integrinen steigt linear zur 

Anzahl an Fn auf einer Oberfläche [Gar99a]. Gleichzeitig muss jedoch berück-
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sichtigt werden, dass nicht nur die Menge des gebundenen Fn an einer Ober-

fläche wichtig für die Adhäsion und Aktivität von Zellen ist, sondern ebenfalls 

die Fn-Konformation auf einer Oberfläche, da diese ein wichtiges Signal für ad-

härierende Zellen ist [Gar99b, Mic03]. Wird Fn innerhalb einer ECM auf TiO2-

Oberflächen immobilisiert, besitzt es eine andere Konformation als im Plasma. 

Daher zeigt sich auf diesen Oberflächen u. a. auch eine erhöhte Osteo-

blastenadhäsion (Osteoblast-like SAOS-2 cells) gegenüber TiO2-Oberflächen, 

die ausschließlich mit nativem Fn modifiziert wurden [Pha03]. Bereits auf Colla-

gen-beschichteten Oberflächen bindet verglichen mit anderen Oberflächen rela-

tiv wenig Fn. Dennoch zeigen Zellen auf diesen Oberflächen durch eine Steige-

rung der Matrixmineralisierung und eine Erhöhung der AP-Expression die 

höchste osteoblastäre Aktivität bzw. stärkste Differenzierung zu Osteoblasten 

[Ste02]. Dies ähnelt dem Muster, das in der vorliegenden Arbeit auf TiOX-

Oberflächen, modifiziert mit dem bFn-Streptavidin-Schichtsystem, beobachtet 

wurde. Es wäre daher denkbar, dass sich durch die Biotinylierung und Anbin-

dung an die Streptavidin-Monolage die Fn-Konformation ebenfalls geändert hat. 

In diesem Fall besäße bFn hier nicht mehr seine kompakte 

Plasmakonformation, sondern eine Konformation, welche die Adhäsion und Ak-

tivität von Osteoblasten positiv beeinflussen würde. Für diese These würde da-

rüber hinaus die niedrigere Expression von β1-Integrin sprechen, die bei 

Osteoblasten auf Oberflächen mit dem bFn-Streptavidin-Schichtsystem gemes-

sen wurde. Adhärierende Zellen rekrutieren α5β1-Integrin u. a. um Fn anzubin-

den und um es dann durch Kontraktion ihres Cytoskeletts in eine andere 

Konformation zu überführen, welche für ihre Adhäsion geeigneter ist [Mao05]. 

Liegt Fn bereits in dieser Konformation vor, ist eine Hochregulierung der α5β1-

Expression nicht notwendig. 

 

 

4.4 Konklusion 

 

In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass bFn über eine Streptavidin-Monolage auf 

TiOX immobilisiert werden kann. Die Adsorption von bFn an Streptavidin ist 
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hochgradig spezifisch, sodass unbiotinyliertes Fn von der Monolage abgewie-

sen wird. Die biomimetische Oberflächenbeschichtung genügt somit den gefor-

derten Kriterien für eine spezifische Oberflächenaktivierung. Die so erzeugte 

Schicht aus bFn ist dünner als eine Schicht aus nativem Fn, welche durch un-

spezifische Adsorption entsteht. Dennoch kommt es auf Oberflächen mit bFn 

zur stärksten Adhäsion von Osteoblasten. Auch die osteoblastäre Proteinex-

pression weist auf diesen Oberflächen durch die erhöhte Expression von AP 

und Runx2 auf eine gesteigerte Aktivität der Osteoblasten hin [Ray09]. 

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass das bFn-Streptavidin-Schichtsystem als 

Beschichtung für Titanimplantate geeignet ist, um ein erhöhtes Einwachsen in 

den Knochen zu erreichen. Darüber hinaus lässt sich die Schicht in wenigen 

Schritten via Self-Assembly aufbauen und ist so leichter anzuwenden als ver-

gleichbare Polymerbeschichtungen für TiOX-Oberflächen. Der Grund für die 

gesteigerten osteoaktiven Eigenschaften der Oberfläche ist noch unklar, könnte 

möglicherweise aber an einem Konformationswandel von bFn auf der 

Streptavidin-Monolage liegen. Deshalb wird das hier erzeugte bFn-Streptavidin-

Schichtsystem auf TiOX-Oberflächen in den folgenden zwei Kapiteln genauer 

analysiert. Weiterhin beträgt die maximale Streptavidin-Bedeckung hier, bei ei-

ner angenommenen maximalen Schichtdicke von 4.8 nm, wie sie sich aus der 

Struktur von Streptavidin ableitet, gerade einmal ca. 65 %. Daher wird im Fol-

genden versucht, die Bedeckung mit Streptavidin zu erhöhen, um die Effektivi-

tät der Beschichtung weiter zu steigern. 
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Kapitel 5: Analyse der 

Streptavidin-Monolage auf TiOX 

 

 

5.1 Aufbau der Streptavidin-Monolage über Sulfo-NHS-
LC-Biotin  

 

Durch die Zelltests im letzten Kapitel wurde erstmals ein Proof of Principle für 

das hier eingesetzte bFn-Streptavidin-Schichtsystem erbracht. Es wurde ge-

zeigt, dass über Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin eine Streptavidin-Monolage auf 

aminoaktiviertem TiOX aufgebracht werden kann, die antiadhäsiv auf Proteine 

und Zellen wirkt. Nach Anbinden von bFn schlägt dieser Effekt um, sodass die 

Oberfläche nun stark adhäsionsfördernd ist. Weiterhin ist diese Beschichtung 

effektiver als eine Beschichtung mit nativem Fn. Allerdings besitzt diese Metho-

de zur Modifizierung von TiOX-Oberflächen noch einige Nachteile:  

Bei einer angenommenen Höhe von Streptavidin von 4.8 nm als Schichtdicke 

für eine maximale Bedeckung liegt der Bedeckungsgrad bei ca. 65 % [Hen89]. 

Könnte der Bedeckungsgrad an Streptavidin weiter gesteigert werden, würde 

dies den Effekt zusätzlich verstärken. Weiterhin ist Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin in 

Ethanol nur sehr schlecht löslich und es besteht die Möglichkeit, dass aufgrund 

der höheren Spacerlänge die Biotinderivate wegknicken (Abb. 4.1). Hierdurch 

wäre das Biotin-Streptavidin-Schichtsystem nicht akkurat aufgebaut. Busse 

zeigte zudem, dass ein kürzerer Spacer besser zur Immobilisierung von 

Streptavidin auf Oberflächen geeignet ist als ein längerer [Bus00, Bus02]. Zu-

sätzlich wäre es wesentlich eleganter und kostengünstiger, wenn der Aufbau 

der Streptavidin-Monolage und die Biotinylierung von Fn über dasselbe Molekül 

durchgeführt werden könnten. Da sich Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin nur sehr 

schlecht in H2O löst, fällt dies für den Einsatz als Biotinylierungsreagenz weg. 

Daher wurde hier Sulfo-NHS-LC-Biotin (Abb. 5.1) zum Aufbau einer 

Streptavidin-Monolage auf aminoaktivierten TiOX-Oberflächen eingesetzt und 

die Charakteristika dieser so erzeugten Proteinschicht anschließend analysiert.  
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Abb. 5.1: Lewis-Struktur von Sulfo-NHS-LC-Biotin (oben) und Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (unten). 
Beide Biotinderivate unterscheiden sich in der Kettenlänge des Spacers, der sich zwischen 
Biotinkopf und Ankergruppe befindet. 

 

Eine Aufgabenstellung ist die Beschreibung der Adsorptionsisotherme für die 

Adsorption von Streptavidin auf Biotin-modifiziertem TiOX. Adsorptionsisother-

me beschreiben das Gleichgewicht zwischen Adsorption und Desorption eines 

Stoffes an einer Oberfläche aus einer Gasphase bzw. einer Lösung heraus bei 

konstanter Temperatur. Im Falle von Lösungen stellen sie die gebundene 

Stoffmenge in Abhängigkeit der Konzentration des gelösten Stoffes dar. Die 

Langmuir-Adsorptionsisotherme ist das einfachste Adsorptionsmodell, das phy-

sikalische Grundlagen besitzt. Hier werden folgende Annahmen getroffen: 

1. Es findet die Adsorption einer einzelnen Molekülschicht, einer Monolage, 

 an der Oberfläche statt. 

2. Alle Adsorptionsplätze sind gleichwertig und gleichmäßig über die Ober- 

 fläche verteilt. 

3. Die Adsorption eines Moleküls beeinflusst nicht die benachbarten Ad- 

 sorptionsplätze. 

Die Bedeckung einer Oberfläche wird im Allgemeinen mit dem Bedeckungsgrad 

(Θc) angegeben. Er beschreibt das Verhältnis der adsorbierten Stoffmenge zur 

maximalen Anzahl an Adsorptionsplätzen, sodass bei maximaler Bedeckung  
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Θc = 1 ist. Durch die Langmuir-Adsorptionsisotherme wird die Oberflächenbe-

deckung folgendermaßen beschrieben: 

 

   
CK

CK

ON

ON

C



1

       (5.1) 

 

C ist die jeweilige Konzentration des Adsorbats in der Lösung und KON der 

Langmuir-Adsorptionskoeffizient [Atk98]. Immobilisiertes Streptavidin verteilt 

sich nicht gleichmäßig über die Oberfläche, sondern organisiert sich zu Clustern 

[Azz07]. Diese Cluster bilden keine Multilagen aus und besitzen somit eine 

Schichtdicke von 4.6 bis 4.8 nm [Hen89, Sch99]. Diese Schichtdicke entspricht 

einer maximalen Oberflächenbedeckung und kann zur Berechnung des Bede-

ckungsgrades von Streptavidin genutzt werden.  

 

 

5.2 Materialien und Methoden 

 

Chemikalien und Proteine, die zum Aufbau einer Streptavidin-Monolage auf 

TiOX eingesetzt wurden, sind in den Tabellen 5.1 und 5.2 aufgeführt. 
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Tabelle 5.1: Chemikalien, die zum Aufbau einer Streptavidin-Monolage auf TiOX eingesetzt 

wurden 

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer 

PBS-Puffer Sigma-
Aldrich 

P4417-50TAB 

Methanol Merck 1.06009.2511 

Ethanol Merck 8.18760.250 

N-(6-aminohexyl) 
aminopropyl-

trimethoxysilan 

ABCR AB110807 

Sulfo-NHS-LC-Biotin, “No-
WeighTM”-Format 

Pierce 21327 

Sulfo-NHS-LC-Biotin Pierce 21335 

 

Tabelle 5.2: Zum Aufbau einer Monolage auf TiOX eingesetztes Streptavidin 

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer 

Streptavidin ultrapure AppliChem A1495.0001 

 

N-(6-aminohexyl)aminopropyl-trimethoxysilan und Streptavidin wurden, wie im 

vorherigen Kapitel unter Punkt 4.2 beschrieben, gelöst und gelagert. Sulfo-

NHS-LC-Biotin wurde abgewogen und bei -19 °C eingefroren. Vor der Benut-

zung wurde es entsprechend der Herstellerangaben ca. eine Stunde lang bei 

Raumtemperatur aufgetaut und anschließend in Ethanol oder destilliertem 

Wasser in einer Konzentration von 0.5 mM gelöst. Für die spätere Inkubation im 

Self-Assembly-Gefäß wurde vorabgewogenes „No-WeighTM“-Sulfo-NHS-LC-

Biotin eingesetzt. Bis zur Benutzung wurden alle Lösungen bei 4 °C im Kühl-

schrank gelagert. Der Aufbau der Biotinarchitektur und die Adsorption von 

Streptavidin wurde zunächst analog zur Beschreibung in Kapitel 4.2 komplett 

innerhalb einer Teflonmesszelle durchgeführt und mittels SPR überwacht. Bei 

der Adsorption von Streptavidin wurde aufgrund der Vergleichbarkeit eine kon-

stante Inkubationszeit von 60 Minuten gewählt. Nachdem die optimalen Para-

meter zur Adsorption von Streptavidin bestimmt wurden, wurde der Aufbau der 
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Biotinarchitektur aufgrund der erleichterten Handhabung in zwei getrennten 

Self-Assembly-Gefäßen durchgeführt (Abb. 5.2). Zur Bestimmung der mittleren 

Streptavidin-Schichtdicke sowie deren Standardabweichung wurden insgesamt 

19 Streptavidin-Schichten nach den oben beschriebenen Parametern aufge-

baut. Für die Biotinmodifizierung der aminoaktivierten TiOX-Oberfläche mittels 

Sulfo-NHS-LC-Biotin wurde Ethanol als Lösungsmittel eingesetzt und eine In-

kubationszeit von 120 Minuten gewählt.  

 

 

Abb. 5.2: Self-Assembly-Gefäß, das für die Inkubation des LaSFN9-Substrats genutzt wurde. 

 

Um eine hochauflösende Visualisierung der Streptavidin-Schicht zu erhalten, 

wurde die Monolage mittels AFM vermessen. Die Visualisierung geschah mit-

tels Small-Area-Scanner. Dieser besitzt eine verbesserte vertikale Auflösung in 

Scanbereichen < 5 µm, allerdings ohne Closed-Loop-Funktion. Die 

Biotinaktivierung der Waferoberfläche wurde analog zur Biotinaktivierung der 

LaSFN9-Substrate durchgeführt. Für die Inkubation der silanisierten TiOX-

Oberfläche mit 0.5 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-Lösung (Lösungsmittel = absolut 

Ethanol) wurde eine Inkubationszeit von 120 Minuten gewählt. Die Adsorption 

von Streptavidin erfolgte in destilliertem H2O, damit bei der anschließenden 

Trocknung keine Salzrückstände an der Oberfläche zurückbleiben.  

Zur Bestimmung der Bindungskonstante KON wurde eine Langmuir-

Adsorptionsisotherme erstellt. Hierfür wurden Biotin-modifizierte TiOX-

Oberflächen zusätzlich mit Streptavidin in den Konzentrationen 1000 nM, 750 
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nM, 250 nM, 100 nM und 25 nM inkubiert und die resultierenden Schichtdicken 

und Adsorptionskinetiken mittels SPR erfasst. Für eine Streptavidin-

Konzentration von 500 nM wurde der Mittelwert aus 19 einzelnen Messungen 

genommen. Die über SPR ermittelten Schichtdicken wurden in Θc umgerech-

net. Es wurde eine Schichtdicke von 4.8 nm für eine geschlossene Streptavidin-

Schichtdicke angenommen. Der Fit selbst erfolgte über die Software „Origin 8 

Pro“.  

 

 

5.3 Ergebnisse und Diskussion 

 

5.3.1 Silanisierung der Titanoxid-Oberfläche 

Zunächst wurden die Schichtdicken der N-(6-aminohexyl)aminopropyl-

trimethoxysilan-Schicht bei insgesamt 32 unterschiedlichen Titanschichtdicken 

analysiert. Die mittlere Schichtdicke der TiOX-Schicht lag bei 6.5 ± 2.2 nm, die 

der Silanschicht bei 1.1 ± 0.3 nm. Die Abweichung letzterer befand sich nahe 

der Auflösung des SPR-Spektrometers. Aus der Struktur von N-(6-

aminohexyl)aminopropyl-trimethoxysilan lässt sich eine Schichtdicke von maxi-

mal 1.4 nm ableiten, was bedeutet, dass der mittlere Bedeckungsgrad bei ca. 

78 % liegt. Eine gemittelte Adsorptionskinetik ist in Abbildung 5.3 dargestellt. 

Des Weiteren wurde die Schichtdicke der Silanschicht gegen die Schichtdicke 

der TiOX-Schicht der jeweiligen Probe aufgetragen (Abb. 5.4). Wie zu sehen ist, 

besteht keine Korrelation zwischen beiden Größen. Es ist daher davon auszu-

gehen, dass bereits ab 3 nm die TiOX-Schicht komplett geschlossen ist.  
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Abb. 5.3: Aus 22 Einzelmessungen gemittelte Adsorptionskinetik von N-(6-aminohexyl)-
aminopropyl-trimethoxysilan an einer TiOX-Oberfläche.  
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Abb. 5.4: N-(6-aminohexyl)aminopropyl-trimethoxysilan-Schichtdicke aufgetragen gegen die 

entsprechende TiOX-Schichtdicke. Wie sich zeigt, gibt es keine sichtbare Korrelation zwischen 
beiden Größen, sodass bereits ab einer Dicke von 3 nm TiOX von einer geschlossenen Schicht 
ausgegangen werden kann. 
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Um auszuschließen, dass sich die gemessene Schichtdicke durch die Einlage-

rungen von H2O-Molekülen ändert und auf diese Weise das Ergebnis verfälscht 

würde, wurde eine TiOX-Oberfläche für 16 h in PBS-Pufferlösung gelagert und 

anschließend erneut vermessen. Es zeigte sich keine messbare Schichtdicken-

änderung. Die maximale Sulfo-NHS-LC-Biotin-Schichtdicke lag bei 0.2 nm, was 

zugleich der Messunsicherheit bei SPR-Messungen entspricht. Daher wurde bei 

der folgenden Analyse der Streptavidin-Monolage die Streptavidin-Schichtdicke 

gegen die Sulfo-NHS-LC-Biotin-Inkubationszeit aufgetragen. 

 

5.3.2 Aufbau der Streptavidin-Monolage über Sulfo-NHS-LC-Biotin 
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Abb. 5.5: Aufgetragen sind die gemittelten Streptavidin-Schichtdicken gegen die Inkubations-
zeit mit Sulfo-NHS-LC-Biotin auf den silanisierten TiOX-Oberflächen in Ethanol (schwarz) oder 
destilliertem H2O (rot).  

 

Durch Inkubation der Oberfläche mit Sulfo-NHS-LC-Biotin lässt sich ebenfalls 

eine Streptavidin-Monolage auf TiOX aufbauen. Hierbei zeigten sich Unter-

schiede bei der Wahl des Lösungsmittels (Abb. 5.5). Bei destilliertem H2O stell-

te sich nach 120 Minuten Sulfo-NHS-LC-Biotin-Inkubationszeit ein Maximum in 

der Schichtdicke ein. Anschließend sank die Streptavidin-Schichtdicke mit wei-
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ter ansteigender Inkubationszeit ab. Dieses Absinken ist wahrscheinlich auf die 

geringe Stabilität von Sulfo-NHS-LC-Biotin in wässriger Lösung zurückzuführen, 

da hier verstärkt die Gefahr einer Hydrolyse von Sulfo-NHS-LC-Biotin besteht. 

Zusätzlich bestünde auch hier die Möglichkeit, dass die Biotindichte an der 

Oberfläche zu hoch ist, als dass einzelne Biotinköpfe dem Streptavidin frei zu-

gänglich sind [Spi93, Tov00]. Bei einer Inkubation in Ethanol stellte sich nach 

120 Minuten eine vergleichbare Streptavidin-Schichtdicke ein. Allerdings besa-

ßen die Streptavidin-Schichten über einen längeren Sulfo-NHS-LC-Biotin-

Inkubationszeitraum eine vergleichbare Schichtdicke. Erst nach 180 Minuten 

zeigten sich größere Schwankungen. Im Intervall von 90 bis 150 Minuten lag 

die Schichtdicke im Mittel bei 2.6 bis 2.7 nm. Dieses Ergebnis ist vergleichbar 

mit dem von Fujimaki et al. [Fuj06]. Die hier über ein ähnliches System aufge-

baute Streptavidin-Schichtdicke auf TiO2 betrug 4.2 nm, allerdings bei einem 

angenommenen nStreptavidin = 1.45. Dieser Brechungsindex ist repräsentativ, um 

die Adsorption von Streptavidin über Biotinthiole oder Biotindisulfide auf Gold zu 

beschreiben. Er ist so gewählt, dass die maximale Streptavidin-Bedeckung, die 

über eine Biotinthiolarchitektur auf Goldoberflächen aufgebaut werden kann, 

eine optische Schichtdicke von ca. 4 nm erreicht. Dies würde unter Berücksich-

tigung der Zwischenräume, welche über eine Biotinthiol- bzw. Biotindisulfid-

architektur innerhalb einer Streptavidin-Schicht entstehen, der Dichte einer ge-

schlossenen Monolage entsprechen. Da in dieser Arbeit Streptavidin auf TiOX 

über eine andere Art von molekularer Biotinarchitektur aufgebaut wurde und so 

dichtere Streptavidin-Bedeckungen als über Thiole auf Gold erzielt werden kön-

nen, wurde ein nStreptavidin = 1.5 angenommen [Rei93, Ras03, Xin06, Häu91]. Bei 

eben diesem Brechungsindex ergäbe sich bei Fujimaki et al. eine vergleichbare 

Streptavidin-Schichtdicke auf TiO2 von ca. 3.1 nm. Allerdings zeigte sich, dass 

auch diese Schichtdicke unter der einer Streptavidin-Monolage von ca. 4.6 bis 

4.8 nm lag. Der Grund lag im eingesetzten Sulfo-NHS-LC-Biotin. Da Sulfo-NHS-

LC-Biotin stark hygroskopisch ist, kam es bereits beim Abwiegen der Substanz 

an der Laborluft zur Hydrolyse. Um das Problem zu umgehen, wurde im Fol-

genden Sulfo-NHS-LC-Biotin verwandt, das bereits vom Hersteller auf 1 mg 

vorabgewogen wurde. In dieser Menge ist es sowohl für die Biotinylierung von 

Fn als auch für die Oberflächenmodifizierung geeignet. Aufgrund der erhöhten 

Kosten und der erleichterten Handhabung wurde die Biotinmodifizierung der 



 

Kapitel 5: Analyse der Streptavidin-Monolage auf TiOX 

 
 

86 

TiOX-Oberflächen in Self-Assembly-Gefäßen (SA-Gefäß) durchgeführt. Für den 

Aufbau der Biotinschicht im SA-Gefäß wurde absolut Ethanol als Lösungsmittel, 

eine Konzentration von 0.5 mM und eine Inkubationszeit von 120 Minuten fest-

gelegt. Nachdem die Biotinarchitektur so auf der TiOX-Oberfläche aufgebaut 

wurde, wurde das Substrat in eine SPR-Messzelle eingebaut und die 

Streptavidin-Adsorption für 60 Minuten in PBS analysiert. Mit diesen Parame-

tern wurden 19 Adsorptionsversuche unter vergleichbaren Bedingungen durch-

geführt. Die Ergebnisse der Streptavidin-Schichtdicken sind als Boxplot-

Diagramm in Abbildung 5.6 dargestellt.  

 

 

Abb. 5.6: Verteilung der Streptavidin-Schichtdicken, die via SPR auf Sulfo-NHS-LC-Biotin akti-
viertem, silanisiertem TiOX gemessen wurden. Die Inkubation geschah im Self-Assembly-
Gefäß. Links sind die Messdaten visualisiert, rechts der dazugehörige Boxplot. Die Mittellinie 
zeigt den Median, der Punkt den Mittelwert. Die Box visualisiert die Standardabweichung, die 
Whiskers zeigen den Minimum- und Maximumwert der Messreihe an.  

 

Die mittlere Streptavidin-Schichtdicke lag hier bei 3.9 nm mit einer Standardab-

weichung von 0.5 nm. Diese mittlere Schichtdicke entspricht einem Bede-

ckungsgrad von 85 %. Dies stellt eine Steigerung von ca. 20 % gegenüber den 

Schichtdicken dar, welche über Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin erzeugt wurden. Auch 

bei einer längeren Streptavidin-Inkubation erhöhte sich die gemessene Schicht-

dicke nicht mehr. Zusätzlich zeigte sich, dass vorabgefülltes Sulfo-NHS-LC-
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Biotin dem Problem der Hydrolyse an der Laborluft entgegenwirkt. Da die 

Streptavidin-Adsorptionskinetiken stets nach dem gleichen zeitlichen Muster 

durchgeführt wurden, konnte so eine mittlere Adsorptionskinetik erstellt werden 

(Abb. 5.7). Wie sich auch hier zeigte, blieb bei keiner vorhergegangenen Sulfo-

NHS-LC-Biotin-Inkubation der TiOX-Oberfläche die Adsorption von Streptavidin 

aus. 
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Abb. 5.7: Dargestellt ist die gemittelte Streptavidin-Adsorptionskinetik aus 17 einzelnen 

Adsorptionskinetiken (graue Kurve). Wie sich zeigt, gibt es keinen Schichtdickeneinbruch nach 

dem Spülen bei ca. 65 Min. sowie ebenfalls keine Adsorption von Streptavidin auf einer 

unbiotinylierten TiOX-Oberfläche (schwarze Kurve). 

 

5.3.3 Struktur der Streptavidin-Monolage 

Um die Struktur der Streptavidin-Monolage auf TiOX genauer zu analysieren, 

wurde die Oberfläche mittels AFM hochauflösend visualisiert. Die Ergebnisse 

sind in Abbildung 5.8 und 5.9 dargestellt. Die Streptavidin-Monolage zeichnet 

sich hier deutlich vom Untergrund ab. Aufgrund der fehlenden Closed-Loop-

Funktion wirken einige Strukturen entlang der Scanrichtung allerdings leicht 

verzerrt und unscharf. Insgesamt jedoch ließ sich mittels Small-Area-Scanner 

sehr gut die Oberflächenstruktur der Streptavidin-Monolage wiedergeben. Es 
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zeigt sich, dass Streptavidin auch auf TiOX-Oberflächen zu Clustern mit hoher 

Proteindichte organisiert ist. Besonders deutlich wird dies im Phasenbild, das 

eine enorme Amplitude von ca. 1.5 V besitzt und eine aus zwei verschiedenen 

Komponenten bestehende Oberfläche zeigt (Abb. 5.9). Diese Streptavidin-

Cluster sind gleichmäßig über die Oberfläche verteilt. Eine solche Streptavidin-

Organisation wurde bereits von Azzaroni et al. auf Gold und von Scheuering 

und Müller auf Lipidmembranen beschrieben [Azz07, Sch99]. Eine Kontrollmes-

sung via SPR ergab hier eine Streptavidin-Schichtdicke von 2.6 nm bzw. Θc = 

0.56. Dies entspricht in etwa dem auf der Oberfläche visualisierten Bede-

ckungsgrad. Die über die AFM-Analyse-Software berechnete durchschnittliche 

Höhe der Oberfläche betrug 4.4 nm und entspricht nahezu exakt der Höhe von 

Streptavidin [Sch99, Hen89]. Darüber hinaus lassen sich in Abbildung 5.8 eben-

falls einzelne Streptavidin-Moleküle erkennen (weiße Pfeile). Zusätzlich zeigen 

sich Fehlstellen innerhalb der Monolage (schwarze Pfeile). Vergleichbare Struk-

turen wurden u. a. von Scheuring und Müller beschrieben [Sch99]. Bedauerli-

cherweise reichte die laterale Auflösung des Scanners nicht aus, um die Orga-

nisation und Orientierung der einzelnen Streptavidin-Moleküle innerhalb der 

Monolage zu visualisieren. Insgesamt untermauern diese Ergebnisse dennoch 

den Wert von 4.8 nm für die Dicke einer geschlossenen Streptavidin-Monolage. 

Es war nun möglich, die Streptavidin-Bedeckung der Oberfläche zu berechnen 

und so eine Langmuir-Adsorptionsisotherme zu erstellen.  
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Abb. 5.8: Höhenbild der Streptavidin-Monolage auf der Sulfo-NHS-LC-Biotin-aktivierten, 

silanisierten TiOX-Oberfläche. Die Visualisierung geschah mittels Small-Area-Scanner. Scanbe-
reich: 500 nm × 500 nm. Die weißen Pfeile zeigen einzelne Streptavidin-Moleküle, die schwar-
zen Pfeile Fehlstellungen innerhalb der Monolage.  
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Abb. 5.9: Phasenbild der Streptavidin-Monolage auf der Sulfo-NHS-LC-Biotin-aktivierten, 

silanisierten TiOX-Oberfläche. Die Visualisierung geschah mittels Small-Area-Scanner. Scanbe-
reich: 500 nm × 500 nm. Deutlich zu erkennen ist, dass die Streptavidin-Monolage eine andere 
Phase besitzt als der Untergrund.  

 

5.3.4 Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten 

In Abbildung 5.10 a sind die SPR-Adsorptionskinetiken bei verschiedenen 

Streptavidin-Konzentrationen dargestellt. Durch die unterschiedlichen Konzent-

rationen ergaben sich unterschiedliche Adsorptionsgeschwindigkeiten und ma-

ximale Schichtdicken nach 60 Minuten. Die so erzeugten Maximalschichtdicken 

bzw. Bedeckungsgrade nahmen entsprechend der eingesetzten Konzentration 

zu. Die höchste Schichtdicke wurde somit bei einer Konzentration von 1000 nM 

erreicht. Allerdings lag diese mit ca. 4.4 nm nur leicht über der Standardabwei-

chung der mittleren Schichtdicke bei einer Konzentration von 500 nM. Aus die-

sen unterschiedlichen Schichtdicken konnte in der Folge eine Langmuir-

Adsorptionsisotherme erstellt werden (Abb. 5.10 b). In dieser zeigte sich ab 500 

nM eine Sättigungscharakteristik. Über die Korrelation zwischen Bedeckungs-
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grad und der jeweiligen Konzentration konnte nun die Gleichgewichtskonstante 

KON über einen Fit der Langmuir-Adsorptionsisotherme bestimmt werden. Da in 

diesem Modell davon ausgegangen wurde, dass es keine Rückreaktion gab, 

wurde der Adsorptionskoeffizient als KON
* bezeichnet: 

 

   KON
*
 = 7 × 10 6 ± 1.3 × 10 6 (M-1)   (5.2) 

 

Verglichen mit der Komplexbildungskonstante KON,Liquid = 1015, die die Affinität 

zwischen Streptavidin und Biotin in Lösung beschreibt, beträgt KON für die Ad-

sorption an Oberflächen deutlich weniger [Cha64, Gre75]. Dies war zu erwar-

ten, da die Wahrscheinlichkeit eines Zusammenstoßes zwischen beiden Mole-

külen bei an der Oberfläche gebundenem Biotin wesentlich geringer als in Lö-

sung ist. 
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(b) 

 

Abb. 5.10: Streptavidin-Schichtdicke auf der Biotin-modifizierten TiOX-Oberfläche bei unter-
schiedlichen Konzentrationen: 1000 nM, 750 nM, 500 nM (gemittelt), 250 nM, 100 nM und 25 
nM. a: Streptavidin-Adsorptionskinetiken. b: Die resultierenden Schichtdicken dargestellt als 
Langmuir-Adsorptionsisotherme. Bei einer Konzentration von 500 nM wurde der Mittelwert aus 
19 Einzelmessungen angegeben. Die Kurve des Fits ist grau dargestellt. Aus dem Fit ergibt sich 
ein KON

*
 von 7 × 10 

6
 ± 1.3 × 10 

6 
(M

-1
). 

 

 

5.4 Konklusion  

 

In diesem Kapitel wurde der Aufbau einer Streptavidin-Monolage auf TiOX im 

Detail untersucht. Die aminoaktivierte Oberfläche wurde mit Sulfo-NHS-LC-

Biotin inkubiert, da sich dieses Derivat insgesamt als am besten geeignet her-

ausgestellt hat. Es besitzt eine optimale Spacerlänge und ist sowohl in EtOH als 

auch in H2O gut löslich. Hierdurch kann es zur Oberflächenaktivierung und auch 

zur Biotinylierung von Fn eingesetzt werden. Da aufgrund der stark hygroskopi-

schen Eigenschaften dieses Biotinderivates an der Raumluft eine erhöhte 

Hydrolysegefahr besteht, wurde vom Hersteller bereits vorabgewogenes Sulfo-

NHS-LC-Biotin („No-WeighTM“-Format) eingesetzt und der Aufbau der 

Biotinarchitektur innerhalb eines Self-Assembly-Gefäßes durchgeführt. Zur 
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Biotinmodifizierung stellten sich eine Konzentration von 0.5 mM Sulfo-NHS-LC-

Biotin (gelöst in Ethanol) und eine Inkubationszeit von 120 Minuten als optimal 

heraus. Die resultierende mittlere Streptavidin-Schichtdicke nach 60 Minuten 

betrug 3.9 ± 0.6 nm. Die Oberflächenvisualisierung mittels AFM zeigte, dass 

Streptavidin sich an der TiOX-Oberfläche zu Clustern organisiert. Insgesamt 

entspricht die beobachtete Streptavidin-Bedeckung der Oberfläche den Ergeb-

nissen der SPR-Messung. So konnte eine Schichtdicke von 4.8 nm für eine 

100 % Streptavidin-Bedeckung festgelegt werden. Dies ermöglichte die Be-

rechnung einer Gleichgewichtskonstanten von KON
* = 7 × 10 6 ± 1.3 × 10 6 (M-1) 

für die Adsorption von Streptavidin an Biotin-modifizierte TiOX-Oberflächen. 

Dieser Wert liegt deutlich unter dem für Streptavidin und Biotin in Lösung. Eine 

mögliche Erklärung wäre, dass durch die Oberflächenimmobilisierung die 

Wahrscheinlichkeit einer Kollision zwischen Streptavidin und Biotin wesentlich 

geringer ist als in Lösung. Zum Aufbau einer dichten Streptavidin-Monolage auf 

einer TiOX-Oberfläche wurden folgende Parameter als optimal ermittelt: 

 

Tabelle 5.3: Parameter für den Aufbau einer dichten Streptavidin-Monolage auf TiOX 

Substanz Konzentration Inkubationszeit Lösungsmittel 

N-(6-Aminohexyl) 
aminopropyl-

trimethoxysilan 

0.5 mM 60 Min. Methanol 

Sulfo-NHS-LC-
Biotin 

0.5 mM 120 Min. Ethanol 

Streptavidin 0,5 µM 60 Min. PBS 
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Kapitel 6: Analyse der 

Fibronektinadsorption  
 

 

6.1 Fibronektinkonformation und Biotinylierung 

 

6.1.1 Unterschiedliche Konformationen von Fibronektin 

Nachdem der Aufbau einer Streptavidin-Monolage über Sulfo-NHS-LC-Biotin 

auf TiOX im vorherigen Kapitel analysiert wurde, kann nun die Adsorption von 

bFn im Detail untersucht werden. In Kapitel 4 zeigte sich eine deutliche Steige-

rung in der Adhäsion und Aktivität von Osteoblasten auf TiOX-Oberflächen, die 

mit dem bFn-Streptavidin-Schichtsystem modifiziert wurden, gegenüber mit na-

tivem Fn modifizierten TiOX-Oberflächen. Dies ist insbesondere interessant, da 

im ersten Fall die bFn-Schichtdicke deutlich geringer ausfiel als die Schichtdi-

cke von nativem Fn auf TiOX-Oberflächen. Eine Erklärung wäre hier ein 

Konformationswandel von bFn gegenüber nativem Fn auf der Substratoberflä-

che. Wie bereits erwähnt, besitzt Fn auf TiO2-Oberflächen eine kompakte, 

globuläre Konformation. Je nach Umgebung kann Fn jedoch unterschiedliche 

Konformationen einnehmen, was ein wichtiges Signal für adhärierende Zellen 

ist [Gar99b, Mic03, Ber03, Joh99]. Im Allgemeinen lassen sich zwei 

Konformationen unterscheiden. Je nach Milieu zeigt sich entweder die kompak-

te, globuläre Konformation oder eine entfaltete, lineare Konformation [Too83, 

Che08, Zen93, Lin00, Mac98, Sou07, Pri82].  
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Abb. 6.1: Unterschiedliche Konformationen von Fn. 1: In linearer Konformation auf Mica adsor-

biertes Fn [Lin00], 2: Fn gelöst in 0.5 M NaCl in linearer Konformation [Eng81], 3: Fn gelöst in 1 
M NaCl in linearer Konformation [Eri81], 4: Fn gelöst in 0.2 M NaCl in globulärer Konformation 
[Eri81], 5: Fn in globulärer Konformation aus PBS-Puffer auf UPLGA adsorbiert [Che08], 6: Fn 
in globulärer Konformation aus PBS-Puffer auf TiO2 adsorbiert [Sou07]. 

 

Durch die Modullängen Fn1 = 2.5 nm, Fn2 = 0.7 nm und Fn3 = 3.2 nm ergibt 

sich für entfaltetes Fn eine theoretische Länge von ca. 180 nm [Smi07]. Diese 

Dimensionen stimmen gut mit der tatsächlich gemessenen Länge von Fn über-

ein. Bei hohen Ionenstärken (0.5 M und 1 M NaCl) erscheint das Protein in ei-

ner linearen, V-förmigen Konformation mit enormer Flexibilität. Die gemessene 

Länge variiert zwischen 120 bis 180 nm und die Dicke beträgt ca.  

1 bis 3 nm [Eng81, Eri81]. Eine Verringerung der Ionenstärke auf 0 bis 0.02 M 

NaCl bewirkt den Übergang zur kompakten, globulären Konformation [Kot81, 

Eri83]. Dies spiegelt sich auch im gemessenen Gyrationsradius wider, der bei 

geringen Ionenstärken von 0 bis 0.2 M NaCl auf maximal 8.8 nm bis 10.7 nm 

und bei hohen Ionenstärken von 1.1 M NaCl auf maximal 16.2 nm bis 17.5 nm 

bestimmt wurde [Roc87, Sjö89]. Diese kompakte Konformation von Fn wird 

durch die intramolekulare ionische Wechselwirkung der positiv geladenen Mo-

dule Fn3(2-3) mit den negativ geladenen Modulen Fn3(12-14) der jeweils ande-

ren Fn-Untereinheit stabilisiert, was die Empfindlichkeit der Konformation ge-

genüber ionischen Lösungsmitteln erklärt [Joh99, Pot96]. Ebenfalls unterschei-

det sich die Konformation der Plasma-Isoform von der ECM-Isoform von Fn. 

Innerhalb des Knochengewebes stellt die ECM zugleich die natürliche Umge-

bung von Osteoblasten dar [DeJ08]. Sie ist ein dynamisches Gerüst, welches 
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eine Umgebung für Zelladhäsion, Differenzierung und Proliferation darstellt. In 

der ECM-Isoform ist Fn zu einem Netzwerk aus Fibrillen organisiert [Oha99]. 

Diese Fn-Matrix ist insbesondere wichtig für die Förderung der Zelladhäsion 

und des Zellwachstums [Mao05]. Der Übergang von kompakter Plasmaform zur 

fibrillären Form wird in vivo durch Zellen vermittelt, wobei die Aktivierung von 

α5β1-Integrinen erneut eine entscheidende Rolle einnimmt [Mao05, Wie03, 

Sec97]. Während der Fibrillogenese kommt es weiterhin zum 

Konformationswandel, wobei die lösliche, kompakte Plasmaform gestreckt und 

in die entfaltete, lineare Konformation überführt wird. Ausgehend von dieser 

Konformation wird Fn dann zu Fibrillen gebündelt [Mao05, Pan02]. Hierbei ist 

die Fähigkeit der Selbstassoziation von Fn wichtig, da über diese Fn-Fn-

Bindung die Fibrillen zusammengehalten werden [Pan02, Pes90]. In der ECM 

besitzt Fn daher überwiegend seine entfaltete Konformation, ähnlich der, die 

u. a. auf hydrophilen Oberflächen beobachtet wurde [Smi07, Mao05, Roc87, 

Pro87, Ber03]. Das von Zellen der ECM exprimierte Fn unterscheidet sich se-

quenziell leicht von Plasma-Fn. Für den Einbau in die Fibrillen der ECM spielt 

dies jedoch keine Rolle. Beide Fn-Typen werden gleichermaßen verbaut 

[Pes90].  
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6.1.2 Bestimmung des Biotinylierungsgrades von Proteinen 

Die Methode zur Bestimmung des Biotinylierungsgrades von Proteinen, die in 

dieser Arbeit eingesetzt wurde, basiert auf dem FRET-Prinzip und auf der Ei-

genschaft von Streptavidin, neben Biotin weitere Moleküle mit geringerer Affini-

tät binden zu können [Ana07]. Eingesetzt wird für die Detektion des 

Biotinylierungsgrades Streptavidin, an das der Fluoreszenzfarbstoff DyLight488 

kovalent angebunden ist. Der Fluoreszenzfarbstoff emittiert Fluoreszenzlicht bei 

488 nm. Zunächst werden die vier Bindestellen von Streptavidin durch HABA 

abgesättigt. Das Absorptionsmaximum von HABA überlappt gleichzeitig mit 

dem Emissionsmaximum von DyLight488. Hierdurch wirkt es als Akzeptor und 

DyLight488 als Donator, wodurch es zum FRET kommt. Neben der Überlage-

rung des Emissionsspektrums des Donatormoleküls mit dem Absorptionsspek-

trum des Akzeptormoleküls müssen beide Moleküle parallele elektrische 

Schwingungsebenen besitzen und dürfen nur wenige Nanometer voneinander 

entfernt sein. Wird dieser HABA-Streptavidin-DyLight488-Komplex mit einem 

biotinylierten Protein inkubiert, kommt es zur Verdrängung des Quenchers aus 

der Biotin-Bindungstasche von Streptavidin-DyLight488 durch die am Protein 

gebundenen Biotinreste. Durch diesen Vorgang wird die Entfernung zwischen 

Donator- und Akzeptormolekül zu groß, als dass es weiterhin zum FRET kom-

men kann, was in einer messbaren Zunahme der Fluoreszenzintensität resul-

tiert. Da diese Zunahme proportional zur Anzahl der gebundenen Biotinderivate 

eines Proteins ist, lässt sich so der Biotinylierungsgrad (engl. Degree of 

Labeling, DOL) bestimmen (siehe Abb. 6.2).  
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Abb. 6.2.: Schematische Darstellung des Prinzips zur Bestimmung des Biotinylierungsgrades 
von Proteinen. Streptavidin ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff modifiziert, der im Bereich von 
488 nm Licht emittiert. Zunächst jedoch wird diese Fluoreszenz durch den Quencher HABA 
unterdrückt, der sein Absorptionsmaximum ebenfalls bei ca. 488 nm besitzt. Durch die Zugabe 
eines biotinyliertem Proteins kommt es zur Bindung zwischen den Biotinresten des Proteins und 
Streptavidin, wobei HABA aus der Biotin-Bindungstasche verdrängt und das Quenching der 
Fluoreszenz aufgehoben wird. 

 

 

6.2 Material und Methoden 

 

Die Chemikalien und Proteine, die zum Aufbau einer Streptavidin-Monolage auf 

TiOX und zum Anbinden von bFn eingesetzt wurden, sind in den Tabellen 6.1 

und 6.2 aufgeführt. 
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Tabelle 6.1: Chemikalien, die zum Aufbau der Streptavidin-Monolage auf TiOX und der Anbin-

dung von bFn eingesetzt wurden 

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer 

PBS-Puffer Sigma-Aldrich P4417-50TAB 

Methanol Merck 1.06009.2511 

Ethanol Merck 8.18760.250 

N-(6-Aminohexyl) 
aminopropyl-

trimethoxysilan 

ABCR AB110807 

Sulfo-NHS-LC-Biotin Pierce 21327 

Biocitin Sigma-Aldrich B4261-25MG 

HABA Fluka 54793 

 

Tabelle 6.2: Proteine, die zum Aufbau der Streptavidin-Monolage auf TiOX und der Anbindung 
von bFn eingesetzt wurden 

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer 

Streptavidin ultrapure AppliChem A1495.0001 

Streptavidin-Dylight488 Pierce 21832 

Fibronektin Millipore FC010 

 

Sämtliche Chemikalien und Proteine wurden wie in Kapitel 4.2 und 5.2 be-

schrieben angesetzt und gelagert. Für die Biotinylierung von Fn und die 

Biotinaktivierung der silanisierten TiOX-Oberfläche wurde „No-WeighTM“-Sulfo-

NHS-LC-Biotin eingesetzt. Die in Kapitel 4 beschriebene Biotinylierung von Fn 

wurde nach Herstellerangaben durchgeführt. Um den Einfluss des 

Biotinylierungsgrades (DOL) auf das Adsorptionsverhalten von bFn exakt zu 

analysieren, wurde das Biotinylierungsprotokoll so abgewandelt, dass verschie-

dene DOL gezielt über das Biotin-zu-Fn-Verhältnis erzeugt werden können.3 

Sulfo-NHS-LC-Biotin gelöst in Ethanol und Fn gelöst in PBS-Puffer wurden in 

den Mischungsverhältnissen von 50:1 bis 600:1 (Biotin:Fn) vermischt und für 60 

                                                             
3 Die gezielte Biotinylierung von Fn wurde im Rahmen eines Bachelor-Projekts etabliert, welche im Rah-
men dieser Arbeit betreut wurde. 



 

6.2 Material und Methoden 

 
 

101 

Minuten inkubiert. Die Fn-Konzentration betrug standardmäßig 0.5 µM. Die In-

kubation geschah in einem Thermomixer bei 25 °C und 500 rpm, um definierte 

Bedingungen für alle Ansätze zu erhalten. Anschließend wurden unragierte 

Sulfo-NHS-LC-Biotin-Moleküle aus der Lösung mittels „Size-Exclusion-

Chromatography“ aufgereinigt. Die Lösung wurde pro Aufreinigungsschritt zwei 

Minuten bei 1500 × g über eine Säule zentrifugiert (Desalt-Spin-Columns, Pier-

ce). Das bFn befand sich daraufhin im Eluat. Vor Benutzung der Säulen wurde 

zunächst der Lagerungspuffer bei 1500 × g eine Minute lang 

herauszentrifugiert. Anschließend wurde jede Säule dreimal mit PBS-Puffer 

aufgefüllt und erneut je eine Minute bei 1500 × g zentrifugiert. Im Anschluss an 

die Aufreinigung der im Lösungsmittel befindlichen Sulfo-NHS-LC-Biotine wurde 

die Konzentration an bFn erneut bestimmt, um eine Abnahme durch den 

Aufreinigungsprozess zu berücksichtigen. Um den DOL von bFn zu bestimmen, 

wurde ein „Fluorogenic Biotin Assay“ eingesetzt, der auf der Verdrängung von 

HABA aus der Biotin-Bindetasche von mit Fluoreszenzfarbstoff markierten 

Streptavidin (Streptavidin-DyLight488) beruht. Hier wurde zunächst eine 

Biocitin-Kalibrierreihe aufgestellt. Es wurden jeweils 50 µl eines Lösungsgemi-

sches aus Streptavidin-DyLight488 (400 nM) und HABA (500 µM) mit 50 µl 

Biocitin mit einer Stoffmenge von 0 bis 80 pMol vermengt und die Fluoreszenz 

der Kalibrierreihe über den Microreader gemessen. Als Lösungsmittel diente 

PBS-Pufferlösung. Streptavidin-DyLight488 fluoresziert bei 488 nm, wird aber 

durch das zugegebene HABA gequenched. Das zugegebene Biocitin wirkt dem 

Quenchingeffekt entgegen, indem es HABA aus der Biotin-Bindetasche von 

Streptavidin verdrängt. In dem resultierenden Diagramm wurde die Stoffmenge 

an Biocitin gegen die gemessene Fluoreszenz aufgetragen und die Messreihe 

über ein quadratisches Polynom angefittet. Anschließend wurde die Probe des 

bFn im Microreader vermessen. Diese entsprach in ihrer Zusammensetzung 

der der Kalibrierreihe, mit der Ausnahme, dass anstelle von Biocitin der Probe 

bFn beigefügt wurde. Über das erhaltene Fluoreszenzsignal wurde über die 

zuvor aufgenommene Kalibrierreihe die Stoffmenge an Biotin in der Probe be-

stimmt. Der Quotient aus Biotinstoffmenge und Fn-Stoffmenge in der Probe 

ergibt so den DOL des bFn.  
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Um die Adsorption von Fn und bFn genauer zu analysieren, wurden weitere 

Adsorptionsversuche auf TiOX-Oberflächen, modifiziert mit dem Streptavidin-

Schichtsystem, durchgeführt. Der Aufbau der Biotinarchitektur auf der TiOX-

Oberfläche und die Adsorption von Streptavidin wurden, soweit nicht weiter an-

gegeben, analog zur Beschreibung in Kapitel 5.2 durchgeführt und SPR-

spektroskopisch überwacht. Um die Schichtdicken von nativem Fn und bFn auf 

den jeweiligen Oberflächen genauer SPR-spektroskopisch bestimmen zu kön-

nen, wurde eine höhere Anzahl an Adsorptionsversuchen durchgeführt. Um den 

Einfluss des DOL zu testen, wurde bFn mit drei unterschiedlichen DOLs, 15, 29 

und 45, erzeugt. Das bFn des jeweiligen DOL wurde in einer Konzentration von 

25 nM für 200 Minuten auf einer Streptavidin-Monolage inkubiert. Weiterhin 

wurde darauf geachtet, dass alle Streptavidin-Monolagen eine identische 

Schichtdicke besaßen, um vergleichbare Ausgangsbedingungen für die bFn-

Adsorption zu erreichen. Nach 200 Minuten wurde die Oberfläche intensiv mit 

der Pufferlösung gespült. Darüber hinaus wurde die Adsorption von Fn und bFn 

an Streptavidin-Monolagen unterschiedlicher Dichte analysiert. Um unterschied-

lich Streptavidin-Bedeckungsgrade für diese Analyse zu erhalten, wurden ver-

schiedene Verfahren eingesetzt. Zum einen wurde das Streptavidin-

Schichtsystem wie oben beschrieben auf TiOX aufgebaut. Aufgrund einer Stan-

dardabweichung von durchschnittlich 0.5 nm ergab sich so ein kleines Spekt-

rum an unterschiedlichen Streptavidin-Bedeckungen. Zusätzlich wurden die im 

Kapitel 5.3 beschriebenen unterschiedlich dichten Streptavidin-Schichten, die 

durch Variation der Inkubationszeiten von Sulfo-NHS-LC-Biotin in Ethanol und 

unterschiedliche Konzentrationen an Streptavidin erzeugt wurden, im Anschluss 

ebenfalls mit nativem Fn bzw. bFn inkubiert. Um die Konformation von Fn auf 

TiOX und bFn auf der Streptavidin-Monolage zu bestimmen, wurden AFM-

Messungen dieser Schichten durchgeführt. Hierfür wurde das biomimetische 

Schichtsystem Schicht für Schicht auf TiOX-besputterten Si-Wafern (siehe Kapi-

tel 3.3) aufgebaut und anschließend im Vakuum getrocknet. Der Aufbau des 

Schichtsystems wurde zusätzlich durch SPR-Messungen kontrolliert. Um keine 

Salzrückstände auf der Oberfläche zu erhalten, welche eine AFM-Messung stö-

ren würden, wurde anstelle von PBS-Pufferlösung destilliertes H2O eingesetzt. 

Für die AFM-Messungen wurde ein Large-Area-Scanner mit Closed-Loop ein-

gesetzt.  
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6.3 Ergebnisse und Diskussion 

 

6.3.1 SPR-spektroskopische Analyse der Adsorption von Fibronektin  

Die Schichtdicke von nativem Fn auf silanisierten TiOX-Oberflächen betrug im 

Mittel 5 ± 0.3 nm, was mit den zuvor auf TiOX erzielten Ergebnissen vergleich-

bar ist (Abb. 6.3). Nach Aufbau der Streptavidin-Monolage änderte sich auch 

hier das Adsorptionsverhalten von Fn deutlich. Zur Analyse wurden vier 

Streptavidin-Monolagen mit Fn inkubiert (Abb. 6.3). Wie sich zeigt, unterdrü-

cken auch diese Streptavidin-Schichten die Adsorption von nativem Fn nahezu 

komplett, sodass die Schichtdicke im Mittel bei 0.2 ± 0.2 nm lag.  

 

 

Abb. 6.3: Boxplot (rechts) und Messwerte (links) der Schichtdickenverteilung von biotinyliertem 
und nichtbiotinyliertem Fn auf unterschiedlich modifizierten TiOX-Oberflächen. Die mittlere Linie 
der Boxplots stellt den Median dar, das Quadrat den Mittelwert. Die Größe der Box entspricht 
der Standardabweichung, die Whiskers zeigen den Minimal- und Maximalwert an. Links neben 
dem Boxplot befinden sich die jeweiligen Messwerte. Grün dargestellt ist natives Fn auf 
silanisiertem TiOX, blau natives Fn auf dem Streptavidin-Schichtsystem auf TiOX und rot bFn auf 
dem Streptavidin-Schichtsystem auf TiOX. Die beiden mit X markierten Punkte besaßen eine 
Inkubationszeit von 100 Minuten. 

 



 

Kapitel 6: Analyse der Fibronektinadsorption 

 
 

104 

Um Fn spezifisch an einer Streptavidin-Oberfläche anzubinden, muss dieses 

zuvor biotinyliert werden (Abb. 6.3). Um ein besseres Verständnis von diesem 

Prozess zu erhalten, wurde zunächst der Einfluss des DOL auf die Schichtdicke 

von bFn untersucht. Die Ergebnisse für den Einfluss des Biotinüberschusses 

auf den DOL sind in Abbildung 6.4 dargestellt [Ros09]. Wie sich zeigte, steigt 

der DOL mit zunehmendem Biotinüberschuss sigmoidal an. Die leichte Abfla-

chung ist auf das Erreichen der maximalen Anzahl an angebundenen Biotinen 

zurückzuführen.4 Die Ergebnisse des Einflusses von drei unterschiedlichen 

DOLs auf die resultierende bFn-Schichtdicke sind in Tabelle 6.3 zusammenge-

fasst. 
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Abb. 6.4: Einfluss des Biotinüberschusses auf den DOL von bFn. 

 

 

 

                                                             
4
 In den dargestellten Daten wurde im Biotinylierungsverfahren eine dreifache Säulenreinigung 

gewählt. Wurde hingegen nur eine einfache Aufreinigung über die Säule gewählt, resultierte 
dies in höheren DOLs bei gleichem Biotin zu Fibronektin Verhältnis. Diese höheren DOLs sind 
auf nichtaufgereinigten Sulfo-NHS-LC-Biotin-Resten im Lösungsmittel zurückzuführen. Die Säu-
lenkapazität reicht demnach nicht aus, um sämtliche Biotine bei nur einem Aufreinigungsschritt 
zu entfernen. Die überschüssigen Biotinreste haben hierbei allerdings keinen Einfluss auf das 
Adsorptionsverhalten oder auf die resultierende Schichtdicke von bFn (Abb. 6.3). [Ros09] 
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Tabelle 6.3: Einfluss der DOLs auf die bFn-Schichtdicke 

Schichtdicke 
bFn (nm) 

DOL Schichtdicke 

Streptavidin (nm) 

1.5 15 3.6 

1.4 29 3.6 

1.5 45 3.8 

0.4 0 3.5 

 

Wie sich zeigt, hat auch hier der DOL keinen Einfluss auf die resultierende bFn-

Schichtdicke bzw. das Adsorptionsverhalten an der Streptavidin-Monolage. Die 

mittlere bFn-Schichtdicke der drei eingesetzten DOLs betrug 1.5 nm mit einer 

Schwankung von gerade einmal ± 0.1 nm, die somit unter der Auflösungsgren-

ze des SPR-Spektrometers liegt. Insgesamt zeigen sich in Abbildung 6.3 signi-

fikante Unterschiede in den Schichtdicken von nativem Fn auf aminoaktiviertem 

TiOX, nativem Fn auf dem Streptavidin-Schichtsystem auf TiOX und bFn auf 

dem Streptavidin-Schichtsystem auf TiOX. Um die Adsorptionskinetik von bFn 

an Streptavidin besser erfassen zu können, wurde aus sieben einzelnen 

Adsorptionskinetiken eine gemittelte Kinetik der Adsorption über 200 Minuten 

erstellt (Abb. 6.5). Der Verlauf der gemittelten Kinetik ähnelt im Allgemeinen 

dem der Adsorptionskinetik von bFn an Streptavidin, welches über Sulfo-NHS-

LC-LC-Biotin an der Oberfläche gebunden ist. Es kam zu keinem Rückgang der 

bFn-Schichtdicke nach dem Spülen. Das bedeutet, dass es nahezu keine 

Physisorption von bFn gab. Des Weiteren zeigt sich auch hier die schnelle Aus-

bildung eines Plateaus. Dieses ist bereits nach 70 Minuten erreicht. Aus diesem 

Grunde konnte die Inkubationszeit für die bFn-Adsorption auf 100 Minuten ge-

senkt werden.  
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Abb. 6.5: Aus sieben Einzelmessungen gemittelte Adsorptionskinetik von bFn auf einer 

Streptavidin-Monolage. Wie sich zeigt, ist die Bildung einer Monolage bereits nach ca. 100 Mi-
nuten abgeschlossen.  

 

Insgesamt wurden sieben Messungen der spezifischen Adsorptionen von bFn 

an Streptavidin über 200 Minuten und zwei über 100 Minuten durchgeführt. Wie 

zu erwarten war, konnte kein systematisches Abweichen aufgrund der verrin-

gerten Inkubationszeit festgestellt werden. Die Ergebnisse für die bFn-

Schichtdicken sind als Boxplot ebenfalls in Abbildung 6.3 dargestellt. Die mittle-

re Schichtdicke der bFn-Schicht beträgt hier 1.7 nm mit einer Standardabwei-

chung von 0.3 nm, die erneut nahe der Auflösung des SPRs ist. Insgesamt ist 

die Gesamtschichtdicke von bFn mit gemittelt 1.7 nm etwas niedriger als an der 

über Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin erzeugten Streptavidin-Monolage. Es muss je-

doch berücksichtigt werden, dass sich die Streptavidin-Schichten erzeugt über 

Sulfo-NHS-LC-Biotin, von denen, die über Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin erzeugt 

wurden, in ihren Dicken unterscheiden. Um den Zusammenhang zwischen bFn- 

und Streptavidin-Schichtdicke zu verdeutlichen, wurden die bFn-Schichtdicken 

gegen den Bedeckungsgrad an Streptavidin aufgetragen, wobei eine 

Streptavidin-Schichtdicke von 4.8 nm als geschlossene Monolage betrachtet 

wurde (siehe Kapitel 5.3). Die resultierenden bFn-Schichtdicken sind zusam-

men mit denen des unbiotinylierten Fn in Abbildung 6.6 dargestellt. Zusätzlich 
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werden in diesem Diagramm die nativen Fn- und bFn-Schichtdicken an 

Streptavidin-Monolagen, aufgebaut über Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, aufgeführt.  

 

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

 

 

 bFn (LC)

 bFn (LCLC)

 Fn (LC)

 Fn (LCLC)

F
n

-S
c
h

ic
h

td
ic

k
e

 /
 n

m

Streptavidin-Bedeckung / 
C

Abb. 6.6: Schichtdicken von Fn (blau) und bFn (rot) nach Adsorption auf TiOX-Oberflächen, die 
mit dem Streptavidin-Schichtsystem modifiziert wurden. Aufgetragen sind die Fn-Schichtdicken 
gegen die jeweiligen Streptavidin-Bedeckungsgrade (Θc) der Oberfläche. Die Kürzel LC und 
LCLC geben die Kettenlänge des Biotinderivates an, über welches die Streptavidinschicht auf-
gebaut wurde. Wie sich zeigt, nimmt die Dicke der nativen Fn-Schicht kontinuierlich ab, bis bei 
einem Θ ≈ 1 keine Fn-Adsorption mehr nachweisbar ist. bFn adsorbiert erwartungsgemäß auch 
bei Θ ≈ 1 an der Streptavidin-Oberfläche.  

 

Wie sich zeigt, nimmt die Fn-Bedeckung scheinbar exponentiell zur 

Streptavidin-Bedeckung ab, bis bei einer Streptavidin-Schichtdicke von 4.6 nm 

bzw. ca. 96 % Streptavidin-Bedeckung keine Fn-Adsorption mehr messbar ist. 

Es wird deutlich, dass Streptavidin die Fn-Adsorption an der Oberfläche unter-

drückt. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit denen, die für antiadhäsive Ober-

flächenbeschichtungen wie PEG oder pPEGMA bekannt sind [Dal05, Kan09, 

Gna07, Eng05]. Huang et al. zeigten beispielsweise, dass PLL-g-PEG-

beschichtete TiO2-Oberflächen die Fibrinogenadsorption um 96 bis 98 % ver-

mindern [Hua01]. Dies verdeutlicht, dass es nicht notwendig ist, bei einer TiOX-

Aktivierung über das Streptavidin-Schichtsystem eine antiadhäsive Basisbe-
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schichtung aufzubringen, wie bei anderen Arbeiten zumeist geschehen, da 

Streptavidin selbst bereits antiadhäsiv wirkt [Kan09, Hua02]. Fn ist ein 

glykosyliertes Protein und besitzt einen isoelektrischen Punkt (pI) im leicht sau-

ren Bereich, wodurch es bei einem physiologischen pH von 7.3 negativ geladen 

ist [Bou84, Zho86, Bou07]. Im Gegensatz zu Fn und seinem Analogon Avidin 

besitzt Streptavidin keine Glykosylierung und hat einen pI-Wert um pH 7, wo-

durch es bei physiologischem pH neutral geladen ist [Mor04, Git88, Ska04, 

Muz91, Dit89]. Aus diesem Grund können beide Proteine nur schwer in Wech-

selwirkung treten, wodurch sich der antiadhäsive Effekt von Streptavidin auf Fn 

erklärt. Um diese These zu untermauern, wurde ebenfalls die Adsorption von 

Lysozym auf unmodifizierten und Streptavidin-beschichteten Oberflächen mit-

tels SPR-Spektroskopie analysiert. In Gegensatz zu Fn hat Lysozym keine 

Funktion in der Zelladhäsion. Es wurde ausgewählt, da sein pI im basischen 

Bereich liegt, wohingegen sich der von Fn im sauren Bereich befindet [Bou84, 

Zho86, Bou07, Dev04]. Aus diesem Grund ist Lysozym in physiologischer PBS-

Pufferlösung positiv geladen. Die Lysozymkonzentration betrug hier 500 nM. 

Auf unmodifizierten TiOX-Oberflächen konnte unmittelbar nach Injektion in die 

SPR-Messzelle ein schneller Anstieg der Lysozym-Schichtdicke gemessen 

werden (siehe Abb. 6.7). Dieser Anstieg ging nach ca. 25 Min. in ein Plateau 

über. Nach dem Spülvorgang blieb die gemessene Schichtdicke stabil bei 

1.5 nm (nLysozym = 1.4). Im nächsten Schritt wurde eine Streptavidin-Monolage 

auf der TiOX-Oberfläche aufgebaut. Wie zu erwarten war, zeigt sich in Abbil-

dung 6.7, dass diese Beschichtung ebenfalls die Adsorption von Lysozym auf 

der TiOX-Oberfläche unterbindet, sodass keine Schichtdickenzunahme nach 

200 Min. Inkubation nachgewiesen werden konnte. 
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Abb. 6.7: Adsorption von Lysozym auf unterschiedlichen Oberflächen. 1: Adsorption von 
Lysozym auf unmodifizierten TiOX-Oberflächen. 2: Adsorption von Lysozym auf Streptavidin-
beschichteten TiOX-Oberflächen.  

 

Darüber hinaus bestätigt sich in Abbildung 6.6 erneut der gewählte Wert von 

nStreptavidin = 1.5 für eine Streptavidin-Monolage auf TiOX-Schichten, gegenüber 

einem Wert von nStreptavidin= 1.45, wie er für die Analyse der Streptavidin-

Adsorption auf Goldschichten genutzt wird (siehe Kapitel 4).  

Wie zu erwarten war, unterscheiden sich die Schichtdickenverläufe von nativem 

Fn und bFn bei zunehmender Streptavidin-Bedeckung. Bei beiden Kurven lässt 

sich eine Abnahme der Fn-Schichtdicke mit zunehmender Streptavidin-

Schichtdicke erkennen. Im Gegensatz zu nativem Fn stoppt bei bFn die Ab-

nahme bei einer Streptavidin-Bedeckung von ca. 74 % und liegt im Mittel bei 

1.4 bis 1.6 nm. Es scheinen sich keine bFn-Multilagen bzw. -Agglomerate auf 

dem Streptavidin-Schichtsystem auszubilden. Hierdurch wird in erster Linie eine 

zelluläre Adhäsion gefördert bzw. beschleunigt. Durch die schnelle Bedeckung 

der Oberfläche mit körpereigenen Zellen würde einer bakteriellen Besiedelung 

entgegengewirkt werden [Gri88]. Zusätzlich liegt die bFn-Schichtdicke stets 

über der von unbiotinyliertem Fn. Dies erklärt zugleich die etwas höheren 

Schichtdicken bei der Adsorption an Streptavidin-Monolagen, die über Sulfo-
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NHS-LC-LC-Biotin aufgebaut wurden. Die hier erzeugten Streptavidin-

Schichten zur Adsorption von bFn waren insgesamt etwas dünner, sodass die 

unspezifische Adsorption von bFn an der silanisierten Oberfläche nicht komplett 

unterbunden wurde. Im Gegensatz zu unbiotinyliertem Fn ist bFn aufgrund der 

Biotin-Streptavidin-Wechselwirkung nun zusätzlich in der Lage, spezifisch auf 

der Streptavidin-Monolage zu adsorbieren. Einzig bei einem Streptavidin-

Bedeckungsgrad von null lag die bFn-Schichtdicke unter der von nativem Fn. 

Im Gegensatz zu unbiotinyliertem Fn nahm die Bedeckung von bFn nicht expo-

nentiell, sondern eher linear ab. Darüber hinaus zeigen sich weitere Indizien, 

die für eine Adsorption von bFn in entfalteter Konformation sprechen. Die spezi-

fisch adsorbierte bFn-Schicht auf einer geschlossenen Streptavidin-Monolage 

besaß eine Dicke von ca. 1.6 nm. Diese liegt nahe dem Durchmesser eines 

entfalteten Fn-Stranges, der, je nach Messmethode, mit 1 bis 3 nm angegeben 

wird [Eng81, Eri81, Zen93, Lin00]. Zusätzlich zeigte bFn ein Adsorptionsverhal-

ten, das sich stark von dem von unbiotinyliertem Fn unterscheidet. Diese These 

wird weiterhin dadurch unterstützt, dass bereits bei 0 nm Streptavidin die bFn-

Schicht ca. 1 nm dünner ist als die von Fn. Um diese Vermutung zu überprüfen, 

wurde die Konformation von nativem Fn und bFn auf den unterschiedlichen 

Oberflächen eingehend mittels AMF analysiert. 

 

6.3.2 AFM-Untersuchungen der Konformation von nativem Fibronektin auf 

Titanoberflächen 

Als Erstes wurde die Adsorption von Fn auf TiOX untersucht. Hierzu wurden die 

Abmessungen und die Oberflächenstruktur von Fn bestimmt, um später mit den 

Dimensionen von bFn auf Streptavidin verglichen werden zu können. Zunächst 

wurde die blanke TiOX-Oberfläche als Negativ vermessen. Die Ergebnisse sind 

in Abbildung 6.8 dargestellt. Das Höhenbild der TiOX-Oberfläche zeigt aus klei-

neren Partikeln aufgebaute, raue und unebene Oberflächenstrukturen. Das 

Höhendelta betrug bei dieser Messung ca. 1.5 nm. Allerdings zeigt das Pha-

senbild, dass kein Zusammenhang zwischen dieser Topografie und der Materi-

aleigenschaft der Oberfläche besteht, sodass eine geschlossene TiOX-Schicht 

angenommen werden kann. Weiterhin betrug die Phasenverschiebung eines 

einzelnen Partikels gerade einmal 16 mV. Nachdem die blanke TiOX-Oberfläche 
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charakterisiert wurde, wurde nun die Struktur von adsorbiertem Fn auf diesen 

Oberflächen betrachtet. Da sich in der SPR-Messung nach 90 Minuten bereits 

ein Plateau zeigte, wurde diese Zeitspanne zusätzlich bei der Fn-Inkubation 

eingesetzt. Die Ergebnisse für die Fn-Adsorption über 90 und 200 Minuten sind 

in den Abbildungen 6.9 bis 6.13 und in Tabelle 6.4 dargestellt. 

 

Tabelle 6.4: Maße der markierten bFn-Strukturen auf Abbildung 6.9 

Fn Durchmesser 
(nm) 

Höhe (nm) 

1 26 0.7 

2 28 0.435 

3 32 0.81 

4 28 0.87 

5 34 0.995 

6 28 0.505 

Mittelwert 29.33 0.72 

STD 3.01 0.22 
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Abb. 6.8: Höhenbild (oben) und Phasenbild (unten) der aufgesputterten TiOX-Schicht auf der 

Si-Wafer-Oberfläche (TiOX-Oberfläche). Abmessung 1 µm × 1 µm. 
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Abb. 6.9. Höhenbild (oben) und Phasenbild (unten) einer TiOX-Oberfläche, die 90 Minuten mit 

nativem Fn inkubiert wurde. Deutlich zu erkennen ist die globuläre Fn-Struktur. Abmessungen: 
1 µm × 1 µm. Eingezeichnet sind Partikel, die zur Größenbestimmung genutzt wurden. 
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Abb. 6.10: Höhenbild (oben) und Phasenbild (unten) einer TiOX-Oberfläche, die 200 Minuten 

mit nativem Fn inkubiert wurde. Deutlich zu erkennen ist die globuläre Fn-Struktur. Abmessun-
gen: 1 µm × 1 µm.  
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Abb. 6.11: Höhenbild einer TiOX-Oberfläche, die 200 Minuten mit nativem Fn inkubiert wurde. 

Abmessung 2 µm × 2 µm. 

 

Wie sich zeigt, war die Oberfläche bereits nach 90 Minuten mit einer geschlos-

senen Fn-Schicht bedeckt. Die Zusammensetzung dieser Schicht war sehr ho-

mogen und zeigte auch bei größeren Scanbereichen dasselbe Verteilungsmus-

ter von Fn-Molekülen an der Oberfläche (siehe Anhang). Einzelne Moleküle 

besaßen einen Durchmesser von 29 nm ± 3 nm und eine Höhe von 0.7 nm ± 

0.2nm. Diese Maße stimmen unter Berücksichtigung des bei der Messung auf-

getretenen Fehlers mit den bisher bekannten Ergebnissen teilweise unter-

schiedlicher Analysemethoden überein [Eri83, Roc87, Pri82, Too83, Sou07, 

Che08]. Neben diesen einzelnen Strukturen verschmolzen Fn-Partikel zu grö-

ßeren Agglomeraten von ca. 60 nm Durchmesser. Dieses Verhalten von Fn auf 

TiO2-Oberflächen ist bereits aus der Literatur bekannt [Sou07, Gri88]. Aufgrund 

dieser Agglomeration war es schwierig, isolierte Fn-Partikel für eine optimale 

Abmessung einzelner Partikel zu finden. Weiterhin ist es möglich, dass es zum 
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Zusammenfallen der globulären Fn-Strukturen bei der Vakuumtrocknung kam. 

Im Phasenbild ist eine starke Verschiebung der Fn-Moleküle zur TiOX-

Oberfläche von ca. 114 ± 35 mV zu erkennen. Da die Oberfläche dicht mit Fn-

Molekülen bedeckt war, war diese Verschiebung wahrscheinlich nicht maximal, 

da hierfür eine teilweise bedeckte Oberfläche besser geeignet gewesen wäre. 

Die Fn-Verteilung auf der Oberfläche zeigte sich darüber hinaus sehr homogen 

und gleichmäßig. Auch nach einer 200-minütigen Inkubation mit Fn zeigten sich 

vergleichbare Strukturen auf der Oberfläche, allerdings kam es zu einer deutli-

chen Steigerung der Anzahl an Fn-Agglomeraten. In Abbildung 6.10 lassen sich 

darüber hinaus einzelne Fn-Partikel erkennen, die direkt oberhalb der ersten 

Fn-Schicht adsorbierten. Insgesamt spiegeln diese Ergebnisse sehr gut die er-

warteten Ergebnisse zur Adsorption von nativem Fn auf TiOX in physiologischer 

Lösung bzw. destilliertem H2O wider. Wie sich hier zeigte, adsorbiert das Prote-

in in einer globulären Konformation. So wird es ihm ermöglicht, Multilagen und 

Agglomerate auszubilden. Da diese Agglomerate zu unspezifischen Zellreaktio-

nen führen, die die Ansiedlung von Bakterien fördern und unerwünschte Im-

munantworten hervorrufen können, sind sie als Implantatbeschichtung unge-

eignet (siehe Kapitel 1.2.1). 

 

6.3.3 AFM-Untersuchungen der Konformation von bFn, angebunden an 

das Streptavidin-Schichtsystem auf TiOX-Oberflächen 

Um die bFn-Struktur auf Streptavidin zu analysieren, wurde nach und nach das 

gesamte Schichtsystem visualisiert. Zunächst wurde auch hier mit dem TiOX-

Substrat begonnen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.12 (links) dargestellt. 

Bei der visualisierten TiOX-Oberfläche zeigte sich erneut eine raue Topografie 

mit regelmäßigen Erhebungen, die eine leicht erhöhte Höhenamplitude gegen-

über der vorherigen Messung besaßen. Nach der Silanisierung änderte sich die 

Oberflächenstruktur deutlich (Abb. 6.12 [rechts]), die nun aus gleichmäßig ver-

teilten Silan-Agglomeraten bestand. Einzelne Agglomerate besaßen einen 

Durchmesser von ca. 100 nm und eine Höhe von ca. 2 nm. Die Entstehung sol-

cher Strukturen durch Inselwachstum wurde bereits von Hemly und Fadeev be-

schrieben [Hem02]. Ähnliche Agglomerationen wurden darüber hinaus durch 

Trichlorosilan auf SiO2-Oberflächen beobachtet [Hua97]. Die Struktur der 
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Streptavidin-Schicht wurde bereits in Kapitel 5.4 detailliert beschrieben. Da die 

Messungen in diesem Kapitel allerdings mittels Large-Area-Scanner durchge-

führt wurden, wurde auch diese Struktur erneut visualisiert (Abb. 6.13). Im Ver-

gleich zu den Ergebnissen des Small-Area-Scanners zeigt sich in Abbil-

dung 6.13 deutlich die geringere Auflösung des Large-Area-Scanners. Hier-

durch war es diesmal nicht möglich, einzelne Proteine zu visualisieren. Insge-

samt zeigte sich eine homogene Struktur, welche die Analyse der Adsorption 

von bFn ermöglichte.  

 

Abb. 6.12. Links: Höhenbild einer TiOX-Oberfläche. Rechts: Höhenbild einer silanisierten TiOX-

Oberfläche. Abmessung der Abbildungen: 1 µm × 1 µm. 

 

 

Abb. 6.13. Höhenbild einer Streptavidin-Monolage, aufgebaut auf einer Biotin-aktivierten und 
silanisierten TiOX-Oberfläche. Links wurde die Oberfläche mittels Large-Area-Scanner, rechts 
mittels Small-Area-Scanner visualisiert. Abmessung der Abbildungen: 1 µm × 1 µm. 
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Nachdem das Schichtsystem bis zur Streptavidin-Monolage charakterisiert wur-

de, wurde nun das komplette bFn-Streptavidin-Schichtsystem aufgebaut, um 

die Struktur von bFn auf der Streptavidin-Monolage zu analysieren. Die Visuali-

sierung des bFn-Streptavidin-Schichtsystems auf der TiOX-Oberfläche ist in Ab-

bildung 6.14 und 6.15 dargestellt. Hier zeigte sich eine ähnliche Grundstruktur 

wie bei der zuvor visualisierten Streptavidin-Oberfläche. Dies war auch zu er-

warten, da die Streptavidin-Schicht ebenso die Grundstruktur der bFn-Schicht 

darstellt. In den Oberflächenbildern ließen sich keine globuläre Fn-Strukturen 

erkennen. Stattdessen zeigte sich ein filigranes Netzwerk aus linearen Fn-

Strukturen, wodurch die Oberfläche deutlich ungleichmäßiger und unstrukturier-

ter wirkte als das unmodifizierte Streptavidin-Schichtsystem auf TiOX-

Oberflächen (Abb. 6.14). Diese filigranen Netzwerkstrukturen ähneln den Ober-

flächenstrukturen von linearem Fn, die von Toony et al. und Zenhäuser et al. 

unabhängig voneinander visualisiert wurden [Too83, Zen93]. Vor allem die Ar-

beit von Toony et al. ist aufschlussreich. Die Entfaltung von Fn wurde hier durch 

eine Succinylierung des Proteins erreicht, welche dem hier eingesetzten 

Biotinylierungsprozess ähnelt. Da sich keine Unterschiede in den Schichtdicken 

von bFn bei unterschiedlichen DOLs zeigten (Tabelle 6.3) ist anzunehmen, 

dass der Biotinylierungsprozess allein wahrscheinlich die Entfaltung von bFn 

bewirkt.  
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Abb. 6.14: Direkter Vergleich des Höhenbilds von bFn, adsorbiert über eine Streptavidin-
Monolage auf einer TiOX-Oberfläche (oben) und von nativem Fn, das direkt auf der TiOX-
Oberfläche adsorbiert wurde. Deutlich zu erkennen ist eine unterschiedliche Konformation von 
Fn in beiden Abbildungen. Oben besitzt Fn eine entfaltete, lineare Konformation, unten eine 
kompakte, globuläre Konformation. Abmessung der Abbildung: Je 2 µm × 1 µm. 
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Abb. 6.15: Höhenbild des bFn-Streptavidin-Schichtsystems auf einer TiOX-Oberfläche. Deutlich 
erkennbar besitzt bFn eine lineare Konformation. Zusätzlich lassen sich einzelne, lineare Fn-
Moleküle erkennen (1 - 4). Skalierungsbalken: 1 µm. 

 

Darüber hinaus ließen sich auch einzelne bFn-Moleküle innerhalb dieses Netz-

werkes erkennen (Abb. 6.15). Diese Moleküle zeigten deutlich die für entfaltetes 

Fn typische lineare, leicht V-förmige Konformation, die unter anderen Bedin-

gungen bereits häufig in der Literatur beschrieben wurde [Lin00, Eri81, Eri83, 

Eng81]. 
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Die Visualisierung dieser bFn-Strukturen ermöglichte es darüber hinaus die 

Maße eines einzelnen bFn-Moleküls, adsorbiert auf einer Streptavidin-

Monolage, im Detail zu bestimmen. Durchschnittlich ergab sich eine bFn-Länge 

von 189 nm ± 20 nm. Die Standardabweichung repräsentiert hier die hohe Fle-

xibilität der Fn-Stränge. Diese Daten decken sich erneut mit jenen, welche aus 

anderen Arbeiten bereits für entfaltetes Fn bekannt sind [Eng81, Eri81, Roc87, 

Zen93, Lin00, Che08]. Die mittlere Höhe eines bFn-Stranges, also dessen 

Durchmesser, wurde mit 1.8 ± 0.5 nm bestimmt. Auch dieses Ergebnis deckt 

sich zum einen erneut mit den aus der Literatur bekannten Werten von ca. 1 bis 

3 nm Strangdurchmesser [Eng81, Eri81, Zen93, Lin00]. Zum anderen passt 

dieser Wert zum Ergebnis der SPR-Kontrollmessung der gemessenen bFn-

Schichtdicke, die hier bei 1.9 nm lag (Abb. 6.16). 
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Abb. 6.16: SPR-Kontrollmessung: Sequenzielle Adsorption von Streptavidin (Strp) und bFn auf 
einer Biotin-modifizierten, silanisierten TiOX-Oberfläche. 

 

Die AFM-Messungen zeigten weiterhin, dass keine geschlossene bFn-Schicht 

ausgebildet wurde (Abb. 6.14 und 6.15). Bei einer angenommenen Schichtdicke 

von 2.5 nm als maximaler bFn-Bedeckungsgrad läge dieser mit 1.9 nm bei ca. 

76 %. Bei Betrachtung der bFn-Oberflächenbedeckung in den Abbildungen 6.14 
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und 6.15 ist dieser Bedeckungsgrad durchaus realistisch. Der gewählte Bre-

chungsindex von n = 1.4 ist daher repräsentativ, um die Adsorption von bFn an 

der Streptavidin-Schicht zu beschreiben. Es ist fraglich, ob eine höhere bFn-

Konzentration zu einer höheren bFn-Schichtdicke führen würde. Bei einem 

Streptavidin-Bedeckungsgrad von Θc = 0 lag die bFn-Schichtdicke bei 3.6 nm 

(Abb. 6.6). Dies zeigt, dass bei der gleichen Konzentration ebenfalls eine nahe-

zu doppelt so dicke Schicht an bFn erzeugt werden kann. Tatsächlich stellte 

sich die Schichtdicke für spezifisch angebundenes bFn bei höheren 

Streptavidin-Bedeckungsgraden bei ca. 1.6 nm ein (Abb. 6.6).  

Als Ergebnis zeigt sich, dass bFn auf der Streptavidin-Monolage tatsächlich in 

seiner entfalteten, linearen Konformation adsorbiert und nicht in seiner kompak-

ten, globulären Konformation, wie es bei nativem Fn auf TiOX-Oberflächen der 

Fall ist (Abb. 6.17). Entfaltetes Fn besitzt eine höhere Affinität zu Zellen und 

kommt u. a. auch daher in dieser Konformation in der ECM vor [Mao05, Smi07, 

Pan02, Pha03]. Diese Konformation unterscheidet sich funktionell dahin ge-

hend, dass alle Bindestellen entlang der Fn-Achse frei zugänglich sind und 

nicht, wie bei der kompakten Plasma-Konformation, kryptisch im Innern des 

Proteins liegen [Ber03, Joh99]. Durch die kompakte Konformation wird diese 

Affinität gezielt herabgesetzt, sodass es zu keinen unerwünschten Bindungen 

innerhalb des Plasmas, z. B. zwischen Blutzellen, kommen kann [Joh99]. Hier-

durch erklärt sich letztendlich die verstärke Zelladhäsion an TiOX-Oberflächen, 

die mit dem bFn-Streptavidin-Schichtsystem modifiziert wurden, gegenüber 

TiOX-Oberflächen, die mit nativem Fn modifiziert wurden (siehe Kapitel 4.3.3). 

Letztere besitzen zwar eine ca. dreimal höhere Gesamtschichtdicke an Fn, 

gleichzeitig nimmt das Protein hier allerdings seine kompakte Konformation mit 

geringerer Zellaffinität ein.  
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Abb. 6.17: Unterschiedliche Konformationen von nativem Fn und bFn, je nach Oberflächenmo-

difizierung. 1: Fn-Agglomerate auf TiOX. 2: TiOX-Oberfläche, die mit einer Streptavidin-
Monolage modifiziert wurde. Es kommt zu keiner Adsorption von Fn auf dieser Oberfläche. 3: 
bFn, immobilisiert über eine Streptavidin-Koppelschicht, auf einer TiOX-Oberfläche. Im Unter-
schied zur direkten Adsorption auf TiOX-Oberflächen besitzt Fn hier eine lineare Konformation, 
die eine höhere Affinität zu Zellen besitzt und so die Adhäsion und Aktivität von Osteoblasten 
positiv beeinflusst. 
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6.4 Konklusion  

 

In diesem Kapitel wurde die Adsorption von Fn an einer Streptavidin-Monolage 

analysiert. Es zeigten sich große Unterschiede, je nachdem, ob Fn zuvor 

biotinyliert wurde oder unbiotinyliert inkubiert wurde. Kommt es auf einer 

aminoaktivierten TiOX-Oberfläche noch zu einer dicken Schicht an unspezifisch 

gebundenem, nativem Fn, so nimmt diese Schicht scheinbar exponentiell zur 

Streptavidin-Bedeckung ab, bis sie ab ca. 4.6 nm Streptavidin-Schichtdicke 

nicht mehr nachgewiesen werden kann. Erst durch die Biotinylierung wird eine 

hochspezifische Anbindung von Fn ermöglicht. Wie sich zeigte, hat der 

Biotinylierungsgrad keinen Einfluss auf die Schichtdicke und Konformation und 

es kommt zu keiner Ausbildung von bFn-Multilagen. Weiterhin ändert bFn an 

der Streptavidin-Schicht seine Konformation von kompakt-globulär zu entfaltet-

linear. Diese Konformation weist im Gegensatz zu der kompakten 

Konformation, in der natives Fn auf TiOX bindet, weitere Bindestellen entlang 

der Fn-Achse auf, was in einer erhöhten Zellaffinität resultiert. Dies erklärt die 

gesteigerte Adhäsion und Aktivität bei Osteoblasten auf diesen Oberflächen, die 

in Kapitel 4.7 beschrieben wurde. Das gesamte Schichtsystem weist eine hohe 

Reproduzierbarkeit auf und ist leicht über Self-Assembly zu applizieren. Es ist 

damit gut als Beschichtung für Implantate geeignet. Zur Beschichtung einer 

TiOX-Oberfläche mit bFn über eine Streptavidin-Schicht sollten folgende Para-

meter eingesetzt werden: 

 

Tabelle 6.5: Parameter für die Anbindung von bFn an eine Streptavidin-Monolage auf TiOX 

Substanz Konzentration Inkubationszeit Lösungsmittel 

bFn 0.025 µM 100 Min. PBS 
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Kapitel 7: Multilayersystem 
 

 

7.1 Layer-By-Layer-Multilayersysteme  

 

Die Tatsache, dass bFn linear an einem Streptavidin-Schichtsystem auf TiOX 

adsorbiert, eröffnet nun weitere Möglichkeiten im Aufbau dieser molekularen 

Architektur. Wenn von einer gleichmäßigen Verteilung von angebundenen 

Biotinresten entlang des bFn-Stranges ausgegangen wird, dürfte maximal die 

Hälfte zur Anbindung an die Streptavidin-Oberfläche genutzt werden, sodass 

die übrigen freien Biotinköpfe zur Verfügung stünden, um eine zweite 

Streptavidin-Schicht aufzubauen. So könnten alternierende Schichten aus bFn 

und Streptavidin aufgebaut werden, analog zum „Layer-By-Layer“-Verfahren. 

Als „Layer-By-Layer“-Verfahren wird das schichtweise Aufbringen von moleku-

laren Polyelektrolyt-Schichten via Self-Assembly bezeichnet. Diese Schichten 

bestehen aus abwechselnden kationischen und anionischen Polyelektrolyten, 

die über die starken Colomb-Wechselwirkungen zusammengehalten werden 

[Dec97]. Anstelle der Colomb-Wechselwirkungen werden hier die Schichten 

über die Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung zusammengehalten. Solche 

Schichten könnten eine sehr praktische Anwendung haben. So könnte sich die 

Stabilität des Schichtsystems gegenüber nur einer Monolage deutlich erhöhen 

(Abb. 7.1). Die bisherige bFn-Schicht besitzt eine sehr geringe Stabilität, was 

eine Anwendung in der Praxis erschwert (Tabelle 7.1). 
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Abb. 7.1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Streptavidin-bFn-Multilayer-

schichtsystems: Der Aufbau geschieht via Self-Assembly nach dem Layer-By-Layer-Prinzip. 
Zunächst wird das bFn-Streptavidin-Schichtsystem auf TiOX-Oberflächen aufgebaut (1). Im 
nächsten Schritt bindet eine zweite Streptavidin-Schicht über freie Biotinreste an die erste bFn-
Schicht an (2). Im dritten Schritt kann diese zweite Streptavidin-Schicht genutzt werden, um 
erneut eine bFn-Schicht anzubinden. 
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Tabelle 7.1: Stabilität von bFn-Schicht auf der Streptavidin-Monolage 

Streptavidin 
(nm) 

bFn 
(nm) 

Streptavidin 
am nächsten 

Tag (nm) 

bFn am 
nächsten 
Tag (nm) 

3.6 1.9 3.5 0 

3.8 1.3 3 0 

4.5 1.3 4.5 0.3 

3.6 1.5 3.5 0 

4.3 0 4.3 0 

 

Wie im letzten Kapitel beschrieben, hat der DOL keinen Einfluss auf die 

Schichtdicke von bFn, eventuell aber auf die Adsorption einer zweiten 

Streptavidin-Schicht. Anamelechi et al. adsorbierten bFn unspezifisch auf Sub-

straten und analysierten die Anbindung u. a. über SPR durch die Zugabe von 

Streptavidin. Hier konnte allerdings kein Einfluss des DOLs auf die Anbindung 

der zweiten Streptavidin-Schicht nachgewiesen werden [Ana07]. 
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7.2 Material und Methoden 

 

Für den Aufbau des bFn-Streptavidin-Multilayersystems wurden die in Tabelle 

7.2 und 7.3 aufgeführten Chemikalien und Proteine eingesetzt. 

 

Tabelle 7.2: Chemikalien, die zum Aufbau des bFn-Streptavidin-Multilayersystems auf TiOX 

eingesetzt wurden 

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer 

PBS-Puffer Sigma-Aldrich P4417-50TAB 

Methanol Merck 1.06009.2511 

Ethanol Merck 8.18760.250 

N-(6-Aminohexyl) 
aminopropyl-

trimethoxysilan 

ABCR AB110807 

Sulfo-NHS-LC-Biotin Pierce 21327 

Biocitin Sigma-Aldrich B4261-25MG 

 

Tabelle 7.3: Proteine, die zum Aufbau des bFn-Streptavidin-Multilayersystems auf TiOX einge-

setzt wurden 

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer 

Streptavidin-Dylight Pierce 21832 

Atto-633-Streptavidin Atto-Tec AD633-61 

Fibronektin Millipore FC010 

 

Alle Chemikalien und Proteine wurden, wie in Kapitel 6.2 beschrieben, ange-

setzt und gelagert. Da bei dem Aufbau des Schichtsystems via SPR kein Ein-

fluss des DOLs von bFn auf die Dicke der zweiten Streptavidin-Schicht nach-

gewiesen werden konnte, wurde bei diesem Versuch fluoreszenzmarkiertes 

Streptavidin eingesetzt [Ana07]. Neben der Analytik via SPR-Spektroskopie 

konnte so der Aufbau der zweiten Streptavidin-Schicht ergänzend über SPFS 

analysiert werden. Eingesetzt wurde Atto-633-Streptavidin, das ein Absorpti-
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onsmaximum bei λ   629 nm und ein Fluoreszenzmaximum bei λ = 657 nm be-

sitzt. Da ein fluoreszenzmarkiertes Streptavidin mehrere Chromophore trägt, 

unterscheidet es sich in seiner optischen Schichtdicke von normalem 

Streptavidin. Weil in der Literatur keine Angaben dazu existieren, musste diese 

zunächst mittels SPR bestimmt werden. Hierfür wird eine geschlossene Atto-

633-Streptavidin-Monolage erzeugt, deren Schichtdicke im Fresnel-Fit mit 4.8 

nm festgelegt wurde. Um eine geschlossene Monolage zu erzeugen, wurde die 

Sulfo-LC-Biotin-modifizierte, silanisierte TiOX-Oberfläche mehrfach mit Atto-

633-Streptavidin inkubiert, bis kein Schichtdickenzuwachs mehr in der Adsorp-

tionskinetik verzeichnet werden konnte. Anschließend wurde die dielektrische 

Konstante von Atto-633-Streptavidin an eine Schichtdicke von 4.8 nm ange-

passt. Auf diese Weise bleiben die Ergebnisse für die Adsorption von bFn mit 

den Ergebnissen für die Adsorption an Streptavidin vergleichbar. Es sollte sich 

so ein Muster ergeben, das mit dem Muster in Abbildung 6.6 identisch ist. Um 

den Einfluss des DOLs auf die Adsorption der zweiten Streptavidin-Schicht zu 

analysieren, wurden zwei unterschiedliche DOLs erzeugt: DOL1 = 9.4 und 

DOL2 = 43.6. Die Biotinylierung und Bestimmung des DOLs erfolgte analog 

zum vorherigen Kapitel. Eingesetzt wurde ein Biotinüberschuss von 100:1 (DOL 

= 9.4) und 300:1 (DOL = 43.6). Der Aufbau einer Atto-633-Streptavidin-Schicht 

auf einer TiOX-Oberfläche erfolgte analog zum Aufbau der Streptavidin-Schicht, 

wie in Kapitel 6.2 beschrieben. Die Adsorption von Atto-633-Streptavidin ge-

schah innerhalb der Messzelle und wurde mittels SPFS, wie in Kapitel 3.2 be-

schrieben, in Echtzeit überwacht. Anschließend wurde die Atto-633-

Streptavidin-Monolage mit bFn in einer Konzentration von 25 nM inkubiert und 

nach 100 Minuten mit PBS-Puffer gespült. Daraufhin wurde die Oberfläche für 

60 Minuten erneut mit einer 0.5 µM Atto-633-Streptavidin-Lösung inkubiert und 

anschließend intensiv mit Puffer gespült. Im letzten Schritt wurde die Oberflä-

che ein zweites Mal für 100 Minuten mit einer 25 nM bFn-Lösung mit identi-

schem DOL inkubiert und abschließend noch einmal gründlich mit PBS gespült. 

Zur Normalisierung der Fluoreszenzzunahme wurde das Fluoreszenzsignal der 

zweiten Atto-633-Streptavidin-Schicht zu dem Signal der ersten Schicht ins 

Verhältnis gesetzt. 
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7.3 Ergebnisse und Diskussion 

 

7.3.1 Aufbau und SPFS- Analyse des Multilayersystems 

Die Ergebnisse zum Aufbau einer Atto-633-Streptavidin-Monolage sind in Ab-

bildung 7.2 dargestellt. Wie sich zeigte, stellt sich eine Monolage bereits nach 

zweifacher Inkubation der Oberfläche mit Atto-633-Streptavidin ein. Bereits 

nach 60 Minuten war die Adsorption zu 88 % abgeschlossen. Nach erneuter 

Zugabe von Atto-633-Streptavidin setzte sich die Adsorption mit identischem 

Verlauf fort und ging bald in ein Plateau über. Dieses Ergebnis zeigt, dass Atto-

633-Streptavidin nur eine Monolage auf Sulfo-LC-Biotin ausbildet und es nicht 

zum Aufbau von Multilagen kommt. Die Winkelverschiebung vor und nach der 

Adsorption betrug hierbei ca. 1.9°.  
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Abb. 7.2: Adsorptionskinetik von Atto-633-Streptavidin an eine Biotin-modifizierte TiOX-
Oberfläche. Nach 65 Minuten wurde die Adsorption durch Spülen gestoppt. Anschließend wur-
de nach 120 Minuten erneut Atto-633-Streptavidin hinzugegeben und die Adsorption fortge-
setzt, bis kein Schichtdickenzuwachs zu verzeichnen war. Wie sich zeigt, tritt diese kurz darauf 
auf und es kommt nicht zur Ausbildung von Multilagen an Atto-633-Streptavidin. 
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Bei einer festgelegten Schichtdicke von 4.8 nm ergab sich so eine dielektrische 

Konstante von  real = 2.54 bzw. ein Brechungsindex von nAtto-633-Streptavidin = 1.59 

für Atto-633-Streptavidin. Die angenommene Schichtdicke entspricht der Höhe 

von Streptavidin ohne angebundene Chromophore [Hen89]. Die an das Protein 

gekoppelten Chromophore werden so nicht berücksichtigt und wirken sich direkt 

auf den Brechungsindex aus. Alternativ würde bei Annahme einer entsprechend 

dickeren Streptavidin-Schicht der Brechungsindex für Atto-633-Streptavidin et-

was geringer ausfallen. Nachdem die optischen Parameter analysiert wurden, 

wurde nun das gesamte Multilayersystem via Self-Assembly aufgebaut. Die 

Ergebnisse sind in den Abbildungen 7.3 bis 7.5 und in Tabelle 7.4 dargestellt. 

Die Adsorptionskinetik des Aufbaus eines solchen Multilayersystems ist in Ab-

bildung 7.3 dargestellt. Wie anhand der Zunahme des Resonanzsignales zu 

sehen ist, lässt sich durch abwechselnde Atto-633-Streptavidin- und bFn-

Inkubation ein alternierendes Multilayersystem aufbauen. Die einzelnen Schich-

ten sind spezifisch und stabil angebunden, sodass keine Schichtdickenabnah-

me nach dem Spülen erkennbar ist. Die gestrichelten Linien markieren den 

Zeitpunkt der Aufnahme eines SPFS-Scans. 
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Abb. 7.3: Adsorptionskinetik des Aufbaus eines Multilayersystems, bestehend aus alternieren-

den Atto-633-Streptavidin und bFn-Schichten.  
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Abb. 7.4: SPFS-Scan der einzelnen Schichten eines alternierenden Atto-633-Streptavidin- und 

bFn-Multilayersystems bei zwei unterschiedlichen DOLs (9.4 [oben] und 43.6 [unten]). Bereits in 
der Verschiebung des Minimums im SPR-Spektrum lässt sich bei einem DOL von 43.6 deutlich 
eine größere Verschiebung zwischen der Bande für bFn (rot) und Streptavidin2 (blau) erken-
nen, als bei einem DOL von 9.4. 
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Tabelle 7.4: Schichtdicke der einzelnen Komponenten des Multilayersystems, geordnet nach 

dem jeweiligen DOL von bFn 

DOL Streptavidin1 
(nm) 

bFn1 
(nm) 

Streptavidin2 
(nm) 

bFn2 
(nm) 

9.4 3 2 0.5 0.9 

9.4 2.9 1.9 0.4 1.3 

43.6 4.2 2.1 0.9 1.7 

43.6 3.5 2.2 1 1.5 

 

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

2.2

2.4

bFn2bFn1

 

 

 

S
c
h

ic
h

td
ic

k
e

 /
 n

m

Streptavidin 2

Abb. 7.5: Mittlere Schichtdicke der einzelnen Schichten des alternierenden Atto-633-

Streptavidin-bFn-Multilayersystems bei zwei verschiedenen DOLs (blau = 9.4, rot = 43.6).  

 

Die sich ergebenden Schichtdicken sind für beide DOLs in Tabelle 7.2 und Ab-

bildung 7.5 dargestellt. Alle Messungen zeigten eine ähnliche Schichtdicke der 

ersten Schicht an adsorbiertem bFn und besaßen somit vergleichbare Aus-

gangsbedingungen für die Adsorption einer zweiten Atto-633-Streptavidin-

Schicht. Werden diese bFn-Schichtdicken in Abbildung 6.6 ergänzt, so wird 

deutlich, dass diese dasselbe Verteilungsmuster besitzen wie die übrigen bFn-

Schichtdicken (Abb. 7.6). 
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Abb. 7.6: bFn und Fn aufgetragen gegen den Bedeckungsgrad an Streptavidin analog zu Ab-

bildung 6.6. Bei den sternförmigen Messpunkten wurde Atto-633-Streptavidin zum Aufbau der 
Monolage eingesetzt.  

 

Es zeigte sich erneut, dass der DOL keinen wirklichen Einfluss auf die bFn-

Schichtdicke hat. Im Gegensatz zu den Beobachtungen von Anamelechi et al. 

wird allerdings ein signifikanter Einfluss des DOLs von immobilisiertem bFn auf 

die Schichtdicke der zweiten Atto-633-Streptavidin-Schicht deutlich (Abb. 7.4 

und 7.5, Tabelle 7.4) [Ana07]. Die zweite Atto-633-Streptavidin-Schicht fiel bei 

einem DOL von 43.6 ca. doppelt so dick aus, wie bei einem DOL von 9.4. Dies 

lässt sich mit der erhöhten Anzahl an Biotinen begründen, die pro bFn zur Ver-

fügung standen, um Atto-633-Streptavidin zu binden. Dieses Ergebnis wurde 

zusätzlich durch die Ergebnisse der Fluoreszenzzunahme in Tabelle 7.5 und 

7.6 untermauert:  
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Tabelle 7.5: Fluoreszenz der ersten und zweiten Atto-633-Streptavidin-Schicht bei DOL = 9.4. 

DOL (bFn) = 9.4 

Schicht Signal (cps) Fluoreszenzzunahmen 
( %) 

Biotin 1836  

Streptavidin1 428335  

Streptavidin2 505293 17.97 

Biotin 3036  

Streptavidin1 330748  

Streptavidin2 389992 17.91 

 

Tabelle 7.6: Fluoreszenz der ersten und zweiten Atto-633-Streptavidin-Schicht bei DOL = 43.6. 

DOL (bFn) = 43.6 

Schicht Signal (cps) Fluoreszenzzunahme ( %) 

Biotin 1398  

Streptavidin1 242200  

Streptavidin2 401760 65.88 

Biotin 2445  

Streptavidin1 231473  

Streptavidin2 347293 50.04 

 

Nach Adsorption der ersten wie auch der zweiten Atto-633-Streptavidin-Schicht 

konnte eine deutliche Zunahme der gemessenen Fluoreszenzintensität beo-

bachtet werden. Bei Betrachtung der prozentualen Fluoreszenzzunahme nach 

Adsorption der zweiten Atto-633-Streptavidin-Schicht an bFn relativ zur ersten, 

zeigt sich außerdem, dass die Stärke der Fluoreszenzzunahme ebenfalls vom 

DOL des eingesetzten bFn abhängig ist. So stieg die Gesamtfluoreszenz nach 

Adsorption von Atto-633-Streptavidin an bFn eines DOLs von 43.6 um  

55 % ± 5 %. Bei einem DOL von 9,4 betrug die Fluoreszenzzunahme durch At-
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to-633-Streptavidin hingegen nur 17.9 % ± 0.1 %. Die leichte Abweichung von 

5 % bei einem DOL von 43.6 lässt sich durch die unterschiedlichen Schichtdi-

cken der ersten Atto-633-Streptavidin-Schicht erklären. Im Gegensatz zu den 

Ergebnissen von Anamelechi et al. konnte hier eindeutig gezeigt werden, dass 

der DOL sehr wohl die Schichtdicke der zweiten Streptavidin-Schicht beein-

flusst, was durch die hier gesteigerte Fluoreszenzzunahme noch einmal unter-

mauert wurde. Diese zweite Atto-633-Streptavidin-Schicht ermöglichte zugleich 

die Adsorption einer zweiten Lage an bFn. Zusätzlich wirkte sich die erhöhte 

Atto-633-Streptavidin-Schichdicke bei einem DOL von 43.6 ebenfalls positiv auf 

die Dicke der zweiten bFn-Schicht aus. Diese erreichte im Mittel eine Schichtdi-

cke von 1.6 nm und lag somit 0.5 nm über der Dicke der Schicht bei einem DOL 

von 9.4.  

 

7.3.2 Langzeitstabilität des Multilayersystems in Abhängigkeit des DOLs 

von bFn 

Um festzustellen, ob sich die neue nanoskalige Architektur aus alternierenden 

Streptavidin-bFn-Schichten positiv auf die Schichtstabilität auswirkt, wurde für 

jeden DOL des Multilayersystems über mindestens 12 Tage mittels SPR analy-

siert. Es wurde davon ausgegangen, dass sich das Multilayersystem nach dem 

LIFO-Prinzip (Last In First Out) abbaut. Hier handelt es sich um die ungünstigs-

te Annahme, da sich die Schichten umgekehrt zur Reihenfolge, in der sie auf-

gebracht wurden, wieder ablösen. Es würde sich zunächst eine Schicht aus bFn 

ablösen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7.7 und Abbildung 7.8 dargestellt: 
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Abb. 7.7: Langzeitstabilität der einzelnen Schichten des Multilayersystems bei einem bFn DOL 

von 9.4. Aufgetragen ist die Schichtdicke der einzelnen Schichten in nm gegen die Zeit in Ta-
gen. Wie zu sehen ist, nimmt die zweite bFn-Schicht bereits nach einem Tag um mehr als die 
Hälfte ab. Die Stabilität der ersten bFn-Schicht ist dennoch über 12 Tage gegeben. 

0 2 4 6 8 10 12 14

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0
 

 

 bFn 1

 Streptavidin 2

 bFn 2

S
c
h

ic
h

td
ic

k
e

 /
 n

m

t / Tage

 

Abb. 7.8: Langzeitstabilität der einzelnen Schichten des Multilayersystems bei einem bFn DOL 
von 43.6. Aufgetragen ist die Schichtdicke der einzelnen Schichten in nm gegen die Zeit in Ta-
gen. Wie zu sehen, zeigen sich deutliche Unterschiede zur Stabilität des Schichtsystems bei 
einem bFn DOL von 9.4 (Abb. 7.7). Bei einem DOL von 43.6 ist das gesamte Schichtsystem 
über 3 Tage lang stabil, was sich durch die erhöhte Anzahl an Biotin-Streptavidin-Bindungen 
erklärt. Die Stabilität der ersten bFn-Schicht ist auch hier über ganze 12 Tage gegeben. 
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Durch den Aufbau des Multilayersystems wird die Dauer der Anbindung von 

bFn an der TiOX-Oberfläche von wenigen Stunden auf mehrere Tage deutlich 

erhöht. Nach dem angenommenen Modell blieb die erste bFn-Schicht über den 

gesamten Zeitraum bei beiden DOLs vollständig gebunden. Darüber hinaus 

sind Stabilitätsunterschiede der einzelnen Schichten in Abhängigkeit des einge-

setzten DOLs zu erkennen. Bei einem DOL von 9.4 zeigte sich bereits nach 

15 h eine deutliche Abnahme der Dicke der zweiten bFn-Schicht (Abb. 7.7). 

Nach zwei Tagen hatte sich diese Schicht dann komplett gelöst, sodass es nun 

auch zur Abnahme der zweiten Atto-633-Streptavidin-Schicht kam. Die Abnah-

me dieser Schicht lief allerdings wesentlich langsamer ab, sodass selbst nach 5 

Tagen die Schicht noch zu ca. 60 % vorhanden war. Bei einem DOL von 43.6 

hingegen begann sich die zweite bFn-Schicht erst nach über 3 Tagen abzulö-

sen. Die Schichtdickenabnahme der zweiten Streptavidin-Schicht verlief ähnlich 

schnell wie bei einem DOL von 9.4. Aufgrund der höheren Dicke war nach 5 

Tagen noch immer 25 % des bFn der zweiten Schicht vorhanden. Die höhere 

Stabilität erklärt sich durch die größere Anzahl an Biotin-Streptavidin-

Bindungen, welche bFn bei einem DOL von 43.6 eingehen kann. Der DOL von 

43.6 ist somit wesentlich besser zum Aufbau eines Multilayersystems und für 

eine Anwendung in der Praxis geeignet als ein DOL von 9.4.  

 

 

7.4 Konklusion  

 

In diesem Kapitel wurde ein Multilayersystem, bestehend aus alternierenden 

Streptavidin- und bFn-Schichten, mittels Layer-By-Layer-Technologie aufge-

baut. Bei diesen Untersuchungen stellte sich heraus, dass der DOL des einge-

setzten bFn einen Einfluss auf die Schichtdicke der folgenden Streptavidin-

Schicht hat. Die Dicke der zweiten Streptavidin-Schicht nimmt hier mit steigen-

dem DOL zu. Zusätzlich werden diese Ergebnisse durch parallel durchgeführte 

SPFS-Messungen gestützt. Auch hier zeigte sich analog zu der Zunahme der 

Schichtdicke des fluoreszenzmarkierten Streptavidins eine Zunahme der ge-

messenen Fluoreszenz. Diese Ergebnisse erklären sich logisch durch die er-
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höhte Anzahl an Biotingruppen je bFn, die eine erhöhte Adsorption von 

Streptavidin ermöglichen. Gleichzeitig stehen diese Ergebnisse im Widerspruch 

zu den Ergebnissen von Anamelechi et al. Weiterhin ergibt sich durch dieses 

Multilayersystem eine erhöhte Stabilität der biomimetischen Beschichtung. Er-

wartungsgemäß traten auch hier Unterschiede in Abhängigkeit des eingesetz-

ten DOLs auf, wobei bei einem eingesetzten DOL von 43.6 eine über mehrere 

Tage stabile Beschichtung entstand. Die unterschiedlichen Stabilitäten erklären 

sich erneut durch die gesteigerte Anzahl an Biotin-Streptavidin-Bindungen. Da-

rüber hinaus blieb bei beiden untersuchten DOLs die erste bFn-Schicht über 12 

Tage stabil. Das Multilayersystem besitzt somit eine Stabilität, die hoch genug 

ist, um einen Einsatz in der Praxis zu ermöglichen. So könnte ein Implantat 

mehrere Tage vor der Implantation und nicht unmittelbar vor dem Eingriff be-

schichtet werden. Zum Aufbau eines Multilayersystems, bestehend aus zwei 

Schichten bFn an einer bestehenden Streptavidin-Monolage auf TiOX, sollten 

folgende Parameter eingesetzt werden: 

 

Tabelle 7.7: Parameter für einen erfolgreichen Aufbau eines alternierenden Multilayersystems 

Substanz Konzentration Inkubationszeit Lösungsmittel 

bFn (DOL ca. 40) 0.025 µM 100 Min. PBS 

Streptavidin 0,5 µM 60 Min. PBS 

bFn (DOL ca. 40) 0.025 µM 100 Min. PBS 

 

Das Multilayersystem kann darüber hinaus zur Erzielung von zusätzlichen Ef-

fekten um zusätzliche Komponenten erweitert werden. Interessant wäre z. B. 

der Einsatz von BMP-2. BMP-2 ist ein Signalprotein, das zu einer erhöhten 

Knochenneubildung führt. Durch die spezifische Immobilisierung dieses Prote-

ins als Teil des Multilayersystems könnte der bereits durch das bFn auftretende 

osteoinduktive Effekt verstärkt werden. Weiterhin wäre es möglich, Komponen-

ten mit antibakteriellen Eigenschaften mit aufzubringen. Dies könnte durch 

biotinylierte Silbernanopartikel oder Peptide mit antibakterieller Wirkung ge-

schehen. Da die zweite bFn-Schichtdicke mit ca. 1.6 nm genau so dick ist wie 



 

Kapitel 7: Multilayersystem 

 
 

140 

die erste, ist es ebenso möglich, dieses Layer-By-Layer-System weiter fortzu-

setzen. Hierdurch könnte die Menge an spezifisch immobilisiertem Protein wei-

ter erhöht werden. Es ist nicht auszuschließen, dass auf diese Weise multifunk-

tionale Schichtsysteme, bestehend aus mehreren Komponenten, aufgebaut 

werden könnten. Nach der zweiten Streptavidin-Schicht könnte beispielsweise 

eine Schicht bestehend aus Silbernanopartikeln folgen, welche wiederum von 

einer weiteren bFn-Schicht eingeschlossen wird (Abb. 7.8). Auf diese Weise 

können die einzelnen Komponenten des Systems der Reihe nach ihre Wirkung 

entfalten. All dies ist zurzeit noch Spekulation, aber allein an diesen Beispielen 

kann gesehen werden, wie sich über einfache Self-Assembly-Strategien mittels 

des Biotin-Streptavidin-Systems komplexe Strukturen auf Implantatoberflächen 

aufbauen ließen. Es bleibt abzuwarten, ob diese Technologie, die im Bereich 

der Biosensorik sehr gut etabliert ist, in Zukunft auch zu einer vergleichbaren 

Größe im Bereich der Bionanotechnologie werden wird.  
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Abb. 7.9: Theoretische Vielseitigkeit des Multilayersystems: Nachdem die zweite Streptavidin-

Schicht aufgebracht ist, ließen sich gezielt weitere Moleküle über Self-Assembly an die Oberflä-
che binden und so der Oberfläche zusätzliche biologische Eigenschaften verleihen. Durch das 
Anbinden von BMP-2 (links) könnte so die Osteokonduktivität der Beschichtung gesteigert wer-
den. Das Anbinden von Ag-Nanopartikeln (rechts) würde der Oberfläche eine antibakterielle 
Komponente verleihen. Theoretisch ließe sich an diese Schicht erneut eine Schicht aus bFn 
anbinden, die diese Schicht einkapselt und gleichzeitig das Anbinden einer weiteren 
Streptavidin-Schicht ermöglicht.  

  



 

Kapitel 7: Multilayersystem 

 
 

142 

 

  



 

Zusammenfassung 

 
 

143 

Kapitel 8: Zusammenfassung und 

Ausblick 
 

 

Zusammenfassung 

In der hier vorliegenden Dissertation wird die Entwicklung und Charakterisie-

rung einer biomimetischen Beschichtung für Titanimplantatoberflächen, insbe-

sondere Dentalimplantate, beschrieben. Ziel war es, die Adhäsion und Aktivität 

von Osteoblasten auf Titanoberflächen zu steigern und so eine Beschleunigung 

der Implantatintegration in das Knochengewebe zu erreichen. Hierfür wurde 

eine spezielle Art der biomimetischen Beschichtung entwickelt, bei der 

biotinyliertes Fibronektin (bFn) über Streptavidin auf eine biotinylierte TiOX-

Modelloberfläche immobilisiert wurde. Die Biotinmodifizierung der TiOX-

Oberfläche erfolgte hierbei über einen „Self-Assembly-Prozess“ durch sequen-

zielle Chemiesorption von N-(6-aminohexyl)aminopropyltrimethoxysilan sowie 

verschiedenen Sulfo-NHS-Biotin-Derivaten, welche den Aufbau einer 

Streptavidin-Monolage ermöglichten. Als ein wichtiges Resultat zeigte sich, 

dass die Streptavidin-Monolage effektiv die unspezifische Adsorption von Prote-

inen an die TiOX-Oberfläche unterbindet und hierdurch die Adhäsion von 

Osteoblasten auf dieser unterdrückt. Dies hat den Vorteil, dass auf eine antiad-

häsive Basisbeschichtung, welche für eine spezifische Zellreaktion wichtig ist, 

verzichtet werden kann. Dieses osteoblastere Adhäsionsverhalten änderte sich 

signifikant nach Anbindung von bFn an die Streptavidin-Monolage, mit dem Er-

gebnis, einer drastischen Steigerung der Osteoblastenadhäsion. Weiterhin be-

saßen Osteoblasten auf diesen Oberflächen ein Proteinexpressionsmuster, das 

auf eine erhöhte Osteoinduktion schließen lässt. Es zeigte sich darüber hinaus 

eine verstärkte Zelladhäsion sowie eine Steigerung des osteoinduktiven Effekts 

auf Substraten, bei denen bFn über eine Streptavidin-Monolage immobilisiert 

wurde, gegenüber mit nativem Fibronektin (Fn) modifizierten TiOX-Oberflächen. 

Ein wesentlicher Schwerpunkt bestand daher in der Analyse der Zusammen-

setzung und Struktur der biomimetischen Beschichtung über „Surface Plasmon 
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Spectroscopy“ und „Atomic Force Microscopy“. Diese ergab, dass bFn und na-

tives Fn auf den jeweiligen Oberflächen eine unterschiedliche Konformation 

einnimmt. Im Gegensatz zu nativem Fn, das bei der Adsorption unter physiolo-

gischen Bedingungen auf TiOX-Oberflächen eine kompakte Konformation be-

sitzt, nimmt bFn auf einer Streptavidin-Monolage eine entfaltete Konformation 

ein. Bei letzterer handelt es sich um dieselbe, welche Fn in vivo innerhalb der 

extrazellulären Matrix besitzt. Sie unterscheidet sich von der kompakten Fn-

Konformation dahingehend, dass entlang der Fn-Achse weitere Proteinbinde-

stellen zugänglich werden und hierdurch die Zellaffinität von Fn gesteigert wird. 

Die nachgewiesene Konformationsänderung kann somit als Grund für die ge-

steigerte Osteoblasten-Adhäsion und Aktivität auf Oberflächen mit bFn ange-

nommen werden. Diese Kenntnisse konnten weiterhin für die Optimierung des 

biomimetischen Schichtsystems genutzt werden. So war es möglich, durch al-

ternierendes Inkubieren der Biotin-aktivierten Oberfläche mit Streptavidin und 

bFn, ein Multilayersystem gezielt aufzubauen. Der Vorteil dieses 

Multilayersystems gegenüber einer einfachen Monolage aus bFn besteht in ei-

ner erhöhten Stabilität der biomimetischen Beschichtung, wodurch eine Anwen-

dung in der Praxis erleichtert würde.  

 

 

Ausblick 

In dieser Arbeit konnte sowohl auf molekularer Ebene als auch im Zellmodell 

die Eignung des bFn-Streptavidin-Schichtsystems als Beschichtung für 

Implantatoberflächen nachgewiesen werden. Im nächsten Schritt sollte daher 

mit vorklinischen Tests im Tiermodell fortgefahren werden. Da jeder Vertebrat 

ein spezielles Fn besitzt, das sich insbesondere in seinem 

Glykosylierungsmuster unterscheidet, würde ein artübergreifender Einsatz von 

bFn zu immunologischen Reaktionen führen. Nach dem gleichen Prinzip wer-

den ebenfalls kommerzielle Antikörper gegen humanes Fn in Hasen, Schwei-

nen oder Ziegen hergestellt. Gleichzeitig ist nicht für jeden Modellorganismus 

Fn kommerziell verfügbar und müsste daher zunächst aufwendig gewonnen 
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werden. Eine Ausnahme ist Kaninchen-Fn, das kommerziell leicht zugänglich 

ist, womit dieses Tiermodell am sinnvollsten wäre.  

Weiterhin wäre es ebenfalls möglich, bei einer späteren Anwendung als 

Implantatbeschichtung patienteneigenes Fn zu verwenden. Dieses könnte bei-

spielsweise aus dem Blutplasma des Patienten vor dem Eingriff gewonnen und 

biotinyliert werden. Zurzeit gibt es Bemühungen, Biomaterialien wie z. B. Kno-

chenersatzmaterial mit körpereigenen (Stamm)Zellen zu modifizieren, um das 

Einheilverhalten des Materials zu verbessern [Mei04, Shi04, Boo02]. Der Ein-

satz von lebenden Zellen, insbesondere von Stammzellen, ist sehr umstritten 

und daher als schwierig zu bewerten. Das spezifische Aufbringen von körperei-

genen Proteinen (bspw. Fn) könnte deshalb eine interessante Alternative dar-

stellen. Da eine solche Variante extrem kostenintensiv wäre, sollte es zunächst 

bei Patienten zum Einsatz kommen, bei denen herkömmliche Implantate einen 

geringen Einheileffekt zeigen, beispielsweise Patienten im höheren Alter.  

Weiterhin wäre ein Einsatz ebenfalls bei besonders kritischen Implantaten, wie 

etwa Unterkieferimplantaten, denkbar. Hier wird zurzeit verstärkt an BMP (vor 

allem BMP-2 und BMP-7) als mögliche Alternative zu Beschichtungen mit Fn 

geforscht. Diese Wachstumsfaktoren sollen die Knochenneubildung um das 

Implantat verbessern. Gleichzeitig besteht hier bei zu hoher Dosierung ein ge-

steigertes Risiko zur Tumorbildung [Ste08, Rai05]. Der Einsatz von körpereige-

nem bFn wäre auch hier eine vielversprechende Alternative. 
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µM 10-6 M 

µm 10-6 m 

Å Angström (10-10 m) 

AC Wechselstrom  

AFM Rasterkraftmikroskopie 

Ag Silber 

AP Alkalische Phosphatase 

Ar Argon 

Atto-633-Streptavidin Streptavidin, modifiziert  

Au 

mit dem Fluoreszenzfarbstoff Atto 633 

Gold 

bFn biotinyliertes Fibronektin 

BMP-2 Bone Morphogenetic Protein 2 

BSA Bovines Serum Albumin 

C Konzentration 

c Lichtgeschwindigkeit 

CaP Kalziumphosphat 

cDNA Copy DNA 

DC Gleichstrom 

DOL Biotinylierungsgrad  

DOPA 3,4-dihydroxyphenylalanin 

E elektrisches Feld 

ECM extrazelluläre Matrix 

EG Ethylen Glykol 

et al. und andere 

Fn Fibronektin 

Fn1(x) Fibronektin-Modultyp 1 

Fn2(x) Fibronektin-Modultyp 2 

Fn3(x) Fibronektin-Modultyp 3 
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FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer 

g Erdbeschleunigung (9.80665 m / s2) 

HABA 2-(4-Hydroxyphenylazo)-Benzoesäure  

kDa Kilodalten  

KON Gleichgewichtskonstante 

KON
* 

KON unter Vernachlässigung der Rückre-

aktion 

kx Impulsvektorkomponente in x-Richtung 

LC "Long Chain" 

LIFO "Last In First Out" 

m Meter 

M Molar (Mol / Liter) 

Min. Minuten 

Mio. Million 

mM 10-3 M 

n Brechungsindex 

N Newton (kg × m / s2) 

N2 Stickstoff 

NH2 Aminogruppe 

nM 10-9 M 

nm 10-9 m 

O2 Sauerstoff 

OEG Oligo Ethylen Glykol 

p Polarisierungsebene p 

PCR Polymerase Kettenreaktion 

PEG Poly Etyhlen Glykol 

PHSRN 

Aminosäurensequenz innerhalb von 

Fn3(9) 

PID Proportional Integral Differential 

pM 10-12 M 

R Reflektivität  
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REM Raster Elektronen Mikroskop 

RGD Aminosäurensequenz innerhalb von  

rpm 

Fn3(10), welche mit Integrinen Wechsel-

wirkt 

Umdrehungen pro Minute 

Runx2 Runt related transcription factor 2 

RYD Aminosäurensequenz innerhalb von  

S.A. 

Streptavidin welche RGD-Sequenz ähnelt 

Self-Assembly 

S0 Elektron im Grundzustand 

S1 Elektron im Angeregten Zustand 1 

S2 Elektron im Angeregten Zustand 2 

SAM Self Assembled Monolayer 

Si Silizium 

sp3 Hybridmolekülorbital  

SPFS Oberflächenplasmoenen verstärkte  

SPR 

Fluoreszenz Spektroskopie 

Oberflächenplasmonen Resonanz  

STD Standardabweichung 

STM Rastertunnelmikroskop  

Streptavidin-DyLight488 Streptavidin modifiziert mit  

TEM 

dem Fluoreszenzfarbstoff DyLight488 

Transmissions Elektronen Mikroskop 

TiOX Titanoxid mit Sauerstoffanteil 1 – 2. 

V Volt 

 imaginär Imaginärteil der Dielektrizitätskonstante 

 real Realteil der Dielektrizitätskonstante 

Θc Bedeckungsgrad 

Θ Einfallswinkel 

λ Wellenlänge 

ν Frequenz 

ω Kreisfrequenz 
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Ergänzende Messungen  

 

Vergleich der TiOX-Modelloberfläche mit kommerziellen Titanimplantat-

material 

Zusätzlich zu der Charakterisierung mittels SPR und AFM wurden die TiOX-

Modelloberfläche mittels Kontaktwinkelmessungen analysiert (OCA15, 

Dataphysics). Hierfür wurden die erzeugten Modelloberflächen auf Si-Wafern 

und LaSFN9-Gläsern mit kommerziellen TiO2-Implantatmateriel verglichen, die 

freundlicherweise von einem weiteren Projektpartner zur Verfügung gestellt 

wurde. Die Messung des statischen Kontaktwinkels gibt Auskunft über den hyd-

rophilen Charakter einer Oberfläche und damit über deren Beschaffenheit. 

Hierzu wird ein Tropfen Wasser an fünf verschiedenen Positionen auf die Ober-

fläche gegeben. Je hydrophiler diese war, desto höher war deren Benetzung 

durch den Tropfen und desto kleiner der Kontaktwinkel. Im Allgemeinen spricht 

man bei Kontaktwinkeln die größer 90° sind, von hydrophoben und bei Kon-

taktwinkeln, die kleiner als 90° sind, von hydrophilen Oberflächen. Die Ergeb-

nisse sind in Tabelle 10.1 dargestellt. Wie sich zeigte, besitzen beide TiOX-

Modelloberflächen nahezu denselben Kontaktwinkel wie kommerzielles TiO2-

Material, wodurch eine vergleichbare, chemische Zusammensetzung ange-

nommen werden kann. Weiterhin weist die 6 nm Dicke TiOX-Schicht auf den 

goldbeschichteten LaSFN9-Substraten praktisch denselben Kontaktwinkel auf, 

wie die 18 nm Dicke TiOX-Schicht des Si-Wafers. Hierdurch ist anzunehmen, 

dass es sich bereits bei der 6 nm dicken TiOX-Schicht um eine homogene und 

geschlossene Schicht handelt.  
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Tabelle A.1: Kontaktwinkel von unmodifizierten und mit TiOX-Modelloberflächen modifizierten 

Substraten im Vergleich zu kommerziellen TiO2-Implantatmaterial. 

Substrat Kontaktwinkel (°) 

Si-Wafer 48.7 ± 0.4 

LaSFN9-Substrat mit 50 nm Au-Beschichtung 102.3 ± 0.7 

TiOX-Modelloberfläche auf Si-Wafer 85.2 ± 2.6 

TiOX-Modelloberfläche auf goldbeschichtetem 

LaSFN9-Substrat 

85.9 ± 0.8 

Kommerzielles TiO2-Material 87.6 ± 1.7 

 

 

Langzeitinkubation einer Biotin-modifizierten TiOX-Oberfläche mit 

Streptavidin 

Zur Analyse des Einflusses der Streptavidin-Inkubationszeit auf die 

Streptavidin-Bedeckung wurde eine Biotin-modifizierte Oberfläche (Analog zur 

Durchführung in Kapitel 4) 1000 Min. mit Streptavidin inkubiert. Es zeigte sich 

hierbei keine Steigerung der Schichtdicke gegenüber einer Inkubationszeit von 

60 Min. Zwar stieg die Schichtdicke zunächst weiter linear an, allerdings fällt 

diese nach dem Spülvorgang wieder auf den Wert vor dem linearen Anstieg ab. 

Ein ähnliches Verhalten zeigte sich auch bei einer längeren Adsorption von 

Streptavidin an TiOX-Oberflächen, die silanisiert und über Sulfo-NHS-LC-Biotin 

modifiziert wurden. Die Schichtdicke lag nach 120 Min. im Mittel bei 4.1 ± 0.6 

nm, was nahe des tatsächlich, für Streptavidin bestimmten Mittelwertes von 3.9 

± 0.6 nm liegt. 
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Abb. A.1: SPR-Kinetik der Streptavidinadsorption auf Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin aktiviertem TiOX. 
Wie sich zeigt, wirkt sich eine längere Inkubationszeit nicht auf die spezifisch gebundene Men-
ge an Streptavidin aus, da die Schichtdicke nach dem Spülen wieder auf den Wert der Plateau-
phase zurückfällt. Schichtdicke nach Spülen ca. 2.9 nm. 

 

 

Verteilung von nativem Fn auf einer TiOX-Oberfläche 

Die drei nachfolgenden AFM-Messungen zeigen die Verteilung von nativem Fn 

nach einer 90 Min. Inkubation auf einer TiOX-Oberfläche. Die Durchführung ver-

lief hierbei analog zu Kapitel 6.2. Bei allen drei Abbildungen handelt es sich um 

denselben Oberflächenbereich, allerdings in drei unterschiedlichen Zoomstufen 

(1 µm2, 4 µm2 und 25 µm2). Wie sich hierbei zeigt, verteilt sich natives Fn 

gleichmäßig über die Oberfläche. Auch bei größeren Bildausschnitten zeigt sich 

dasselbe Muster von einzelnen Proteinen und Agglomeraten an der Oberfläche, 

die alle eine vergleichbare Maximalamplitude des Höhenbildes besitzen. 

(Abb. A.2 – A.4) 
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Abb. A.2: Höhenbild einer TiOX-Oberfläche, die 90 Min. mit Fn inkubiert wurde. Deutlich zu 
erkennen ist die globuläre Fn-Struktur. Abmessungen: 1µm × 1µm.  
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Abb. A.3: Höhenbild einer TiOX-Oberfläche, die 90 Min. mit Fn inkubiert wurde. Abmessungen: 
2µm × 2 µm. 
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Abb. A.4: Höhenbild einer Titanoberfläche die 90 Min. mit Fn inkubiert wurde. Deutlich zu er-
kennen ist die gleichmäßige Fn-Verteilung. Abmessungen: 5µm × 5 µm. 
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Lebenslauf 
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