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Kurzdarstellung

Die Biowissenschaften und deren angrenzende Disziplinen entwickeln sich zu einer der wichtigsten
und innovativsten Wissenschaftsgebieten im 21. Jahrhundert. Die Kombinationen von Ingenieur- und
Naturwissenschaften, sowie Biologie und Medizin ermdoglichen es, unser Verstandnis fir biologische
Vorgéinge wie zelluldre Interaktionen oder die Bildung komplexer Organismen zu erweitern und zu
vertiefen. Prozesse und Methoden der Zelldetektion, -manipulation sowie -stimulation bilden hierbei
eine wichtige Expertise dieses interdisziplindren Forschungsgebietes. Die vorliegende Arbeit widmet sich
diesen Kernkompetenzen und erweitert das Spektrum der Forschungsmethoden durch die Verwendung
akustischer Oberflaichenwellen (engl. surface acoustic waves, SAW).

Gekennzeichnet durch eine oszillierende Auslenkung der Substratoberfliche, deren Amplitude in der
Groflenordnung Nanometer liegt, besitzt die akustische Oberflichenwelle ein breites Anwendungspoten-
tial. Abhéngig von der Form der Substratauslenkung kénnen nicht-invasive sensorische Applikationen
oder aktorische Verfahren realisiert werden. Durch die Untersuchung der Interaktion akustischer
Oberflachenwellen mit biologischen Materialien werden im Rahmen von Lab-on-a-Chip-Systemen drei
elementare Methoden der Biowissenschaften adressiert:

« Nicht-invasive Detektion und Charakterisierung von Zellkulturen und Uberwachung der Kulti-
vierungsbedingungen

e Bildung komplexer Zellverbéinde durch kontrollierte Aktorik und Manipulation einzelner Zellen

o Akzeleration des Zellwachstums durch aktive Stimulation im Hinblick auf eine unterstiitzte
Wundheilung

Eine horizontal polarisierte SAW zeichnet sich durch eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber Veran-
derungen der Grenzflicheneigenschaften bei einer nahezu verlustfreien Propagation aus. Diese als
Scherwellen bezeichnete Wellenform erlaubt eine Uberwachung des Zellwachstums und der Zellmigra-
tion in wvitro in einem sogenannten Wound-Healing-Assay, in dem zwei konfluente Zellrasen in einen
zellfreien Bereich migrieren. Die durch die Zellbelegung der sensorischen Oberflache hervorgerufenen
Verédnderungen der viskoelastischen und dielektrischen Eigenschaften an der Grenzfliche verursachen
eine messbare Erhohung der Phasengeschwindigkeit der SAW. Die Phasenverschiebung als Messgrofie
weist eine deutliche Korrelation mit der Flidchenbelegungsrate durch migrierende Zellen auf. Liegt
ein konfluenter Zellrasen vor, so kann des Weiteren die Dynamik des Zellwachstums erfasst werden.
Durch die anschlieBende Initiierung der Zelllyse konnte eine Quantifizierung des Deadhésionsprozesses
abhéngig von der Ursache erreicht werden. Neben der Messung des Zellwachstums kénnen durch
weitere SAW-Sensoren die Kultivierungsbedingungen wie der osmotische Druck des Ndahrmediums
iiberwacht werden, um Riickschliisse auf den Zustand der Zellkultur ziehen zu kénnen. Auf Basis der
experimentellen Ergebnisse konnte anhand einer theoretischen Betrachtung die Ursache der Phasen-
verschiebung auf die Anderung der dielektrischen Eigenschaften an der Grenzfliche zuriickgefiihrt
werden. Die Daten belegen erstmalig die vollumfingliche Charakterisierung des Zellwachstums und
der Zellmigration ohne die Notwendigkeit optischer Systeme.

Durch die Verwendung einer Wellenmode mit einer vertikalen Auslenkung der Substratoberfliche, der
sogenannten Rayleigh-Welle, kann mittels dynamischer akustischer Kraftfelder eine aktive Kontrolle
iiber lebende Zellen erreicht werden. Somit ist eine mikrometergenaue Positionierung in Suspension
befindlicher Zellen durch in Ort und Zeit variable Stehwellenfelder moglich.



Hierbei wurden eingehend die physikalischen Eigenschaften des Systems der akustischen Pinzette
elaboriert und die Biokompatibilitit verifiziert. Anhand von Mikropartikeln wurde die rdumliche und
zeitliche Dynamik des Kraftfeldes dargelegt und die Kraftfeldstdrke bestimmt. Mittels Fluoreszenzmi-
kroskopie konnte der durch die SAW bedingte Warmeeintrag erfasst werden. Unter Berticksichtigung
der optimalen Kultivierungsbedingungen nach der kontrollierten Zelladhésion war eine anschliefende
Langzeitkultivierung von Neuroblastomzellen und deren Ausdifferenzierung zu neuronendhnlichen
Zellen im experimentellen Aufbau moglich. Durch die Identifizierung der Einfliisse der SAW auf das
Zellwachstum konnten die Grenzen des anwendbaren Leistungsbereichs der SAW festgelegt und eine
Beeinflussung der Zellproliferation festgestellt werden.

Schliellich wurde durch ein zweidimensionales Stehwellenfeld ein gerichtetes Wachstum neuronaler
Fortsétze primédrer Neuronen erzielt. Zur Generierung komplexer dreidimensionaler Strukturen konnte
die Technologie der akustischen Oberflichenwellen mit Strukturproteinen wie Kollagen I kombiniert
werden, um die Anwendungsgrenzen der akustischen Kraftfelder zu erweitern. Im Hinblick auf ein
Zellwachstum unter physiologischen Rahmenbedingungen konnte durch die Kombination mit Hydro-
gelen zudem die Steifigkeit der Substratoberflache fiir die Zellkultur-typischen Parameter adjustiert
werden. Die Ergebnisse demonstrieren eindrucksvoll die Anwendbarkeit von SAW fiir die Schaffung
kiinstlicher neuronaler Netzwerke, den sogenannten Brain-on-a-chip-Systemen.

Anhand der durch die Zellaktorik hervorgerufene Beeinflussung der Zellen wurde ein verandertes
Verhalten der Zellen festgestellt. Zellen, welche sich im Schallpfad einer akustischen Oberflichenwelle
befinden, werden durch diese in ihrem Wachstum stimuliert. Dies fithrt zum letzten Teil dieser Arbeit,
welcher sich mit der aktiven Stimulation von adhérenten Zellen in einem Wound-Healing-Assay beschéf-
tigt. Nach der erfolgreichen Demonstration des erh6hten Zellwachstum von Osteosarcom-Zellen in wvitro
in einer kiinstlichen Wunde um bis zu 16 % gegeniiber nicht-stimulierten internen Referenzen durch
akustische Oberflachenwellen, konnten die Schliisselparameter der Oberflichenwelle festgelegt werden.
Hierbei stellte sich die Rayleigh-Mode in einem engen Intensitéatsintervall nach Untersuchungen mit
verschiedenen Wellenmoden und -ldngen, sowie unterschiedlichen Leistungen, als optimaler akustischer
Stimulationsmechanismus heraus. Die SAW wurden auf weitere Zelltypen angewandt, wobei bei
kollektiv migrierenden Epithelzellen eine signifikante Erhéhung der Zellmigration um bis zu 135 %
festgestellt wurde. Durch den Ausschluss parasitiarer Artefakte und durch die Messung verschiedener
intrazelluldrer Parameter wie reaktive Sauerstoffspezies und Proliferation wurde die Vibration, also die
mechanische Komponente der akustischen Oberflichenwelle, als Ursache der erhdhten Zellmigration
identifiziert.

Insbesondere im Hinblick auf die Schaffung kiinstlicher neuronaler Netzwerke auf einem Chip und die
unterstiitze Wundheilung in vivo liefern die in dieser Arbeit aufgefiihrten Ergebnisse und Erkenntnisse
eindrucksvoll einen entscheidenden Beitrag fiir die zukiinftige Forschung und Entwicklung kiinstlicher
Gewebe und komplexer biologischer Strukturen in den Biowissenschaften.
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1. Einfiihrung

Medizinische Implantate begleiten in der heutigen Zeit das alltdgliche Leben vieler Menschen. Ange-
fangen bei strukturellem Versagen aufgrund des Alterungsprozesses iiber Erkrankungen bis hin zu
Verletzungen durch duflere Gewalteinwirkung bei Verkehrsunfillen, im Sport oder im alltdglichen
Leben, bieten Implantate einen unterstiitzenden Genesungsprozess und eine gesteigerte Lebensqualitét.
So werden jahrlich in deutschen Krankenh&dusern nahezu 500000 Endoprothesen, 138 000 Stents und
133000 Herzschrittmacher implantiert!, und das mit steigender Tendenz [1].

Trotz der positiven Eigenschaften bestehen noch heute Implantat-assoziierte Risiken und Kompli-
kationen, die zu einer langen Hospitalisation, mitunter verbunden mit erheblichem individuellen
Leidensdruck bis hin zum Tode fithren kénnen. Die durch den steigenden Bedarf einhergehende
quantitativ zunehmende Komplikationshaufigkeit ist weder ethisch, medizinisch noch finanziell durch
die Belastung des offentlichen Gesundheitsbudgets vertretbar [2].

Vor diesem Hintergrund werden in den Biowissenschaften und in der Biotechnologie Konzepte und Ma-
terialien zur besseren Patientenversorgung entwickelt, die nachhaltige Losungen und einen effizienteren
Heilungsprozess bei stetiger Minimierung etwaiger Komplikationen ermoglichen. So wurden bereits
Endoprothesen entwickelt, deren Materialien durch Freisetzung entziindungshemmender Substanzen
aktiv den Heilungsprozess férdern und eine Revision verhindern kénnen [3, 4]. Doch nicht nur im
Bereich der Osseointegration konnten bedeutende Fortschritte erzielt werden, sondern auch in der
Neurochirurgie.

Weltweit erleiden j&hrlich ca. 250 000 - 500 000 Personen durch Unfille akute Riickenmarksverletzungen
[5]. Wéahrend das adulte periphere Nervensystem zwar die Kapazitéit der Regeneration besitzt, sind
die Ergebnisse der Wiederherstellung beziiglich der sensorischen und motorischen Funktionen sehr
individuell. Besonders die Reparatur des zentralen Nervensystems stellt eine noch gréflere Herausfor-
derung dar, da Verletzungen meistens zu irreversiblen Funktionsverlusten fithren. Multiple Hindernisse
der Regeneration (Apoptose, Degeneration, Schwellungen) entstehen insbesondere dann, wenn die
Absténde zwischen den beschiddigten Nervenenden mehr als 1cm betragen [6]. Als Goldstandard
entwickelte sich in der Vergangenheit die Verwendung von Spenderorganen aus kérpereigenem Gewebe
(Autotransplantate), Fremdgewebe (Allotransplantat) oder tierischem Gewebe (Xenotransplantat).
Die hierbei einhergehenden negativen Aspekte, wie beispielsweise den sensorischen Ausfall anderer
Korperregionen aufgrund der invasiven Gewinnung, die limitierte Verfiigbarkeit des Implantats, Ab-
stoBungsreaktionen des Immunsystems oder dem Vorliegen einer irreparablen Schidigung, fithrten
schlieBlich zur Entwicklung kiinstlicher Implantate [7].

So konnen die Implantate aus zylindrische Tuben (engl. nerve guidance conduits, NGC) bestehen,
die die Enden beschéddigter Nerven miteinander verbinden und die Regeneration durch gefiihrtes
Nervenwachstum iiber die Lision hinweg unterstiitzen [8]. Elektrisch aktive implantierbare Geréte
stellen zudem eine Schnittstelle zwischen Mensch und Maschine dar, die eine Wiederherstellung
gestorter oder verlorener Korperfunktionen wie Sehen, Horen oder Motorik ermoglichen [9].

Fiir die Erforschung neuer und weiterentwickelter Implantattechnologien ist daher ein tiefgreifendes
Verstandnis iiber die Funktion des menschlichen Kérpers und die einhergehenden biologischen Vorgénge
essentiell. Um dies zu erreichen, etablierten sich in der Forschung verschiedene Modellsysteme: von
Tierversuchen in vivo iiber Experimente an einzelnen Zellen in einer Zellkultur in vitro bietet die
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1. Einfithrung

Forschung ein breites Portfolio. Insbesondere die in vitro-Untersuchungen etablierten sich aufgrund
der leichter zu erfassenden Rahmenbedingungen, der niedrigeren Kosten und ethischer Uberlegungen.
Neue Materialien, Wirkstoffe oder Behandlungskonzepte fiir Implantate kénnen so direkt an einzelnen
Zelltypen untersucht werden. Die Untersuchung der Interaktionen multizelluldrer Zellverbande, bei-
spielsweise einem neuronalen Netzwerk bestehend aus priméren Neuronen, liefern Einblicke in die
Physiologie und Mechanismen des Nervensystems, um NGCs gezielter zu entwickeln.

Fir die Bewerkstelligung der genannten Untersuchungen bilden Prozesse und Methoden der Zelldetek-
tion, -manipulation sowie -stimulation eine wichtige Expertise dieses interdisziplindren Forschungs-
gebietes der Biowissenschaften. Die optische Mikroskopie, die optische und magnetische Pinzette,
mikrofluidische Systeme in Lab-on-a-chip-Experimenten oder die statische Modifikation der Zellkultu-
roberflachen sind nur einige Beispiele des breiten Spektrums an zur Verfiigung stehenden Methoden.
Abhéngig vom Anwendungsgebiet und vom Budget sind viele Verfahren und Methoden jedoch nur
unter speziellen Voraussetzungen nutzbar, kostenintensiv und nur eingeschréankt fiir weitere Zwecke
iibertragbar.

Die vorliegende Arbeit macht sich das Konzept der akustischen Oberflichenwelle (engl. surface acoustic
wave, SAW) zu Nutze, um die Kernkompetenzen der Biowissenschaften mit einer wohl etablierten
und kosteneffizienten Technologie zu adressieren und zu erweitern. Die oszillierende Auslenkung einer
Substratoberfliche besitzt das Potential, zugleich sensorische, aktorische und stimulierende Methoden
zu adressieren (siche Abb. 1.1.). Im Rahmen dieser Arbeit soll nun untersucht werden, ob durch SAW
das Zellwachstum erfasst, einzelne Zellen manipuliert und sogar stimuliert werden konnen.

Um einen grundlegenden Uberblicks iiber die notwendigen biologischen und physikalischen Grund-
lagen zu schaffen, beschéaftigt sich das zweite Kapitel mit der Biologie der Zelle und der Physik der
akustischen Oberflichenwelle. Hierbei werden die Mechanismen der kleinsten Lebewesen von ihrer
Entstehung durch die Zellteilung iiber deren intrazelluldren Mechanismen und Interaktion mit der
Umgebung bis hin zu ihrem Ableben erlautert. Die Vielféltigkeit des Lebens widerspiegelnd, werden
alle in den Experimenten verwendeten Zelltypen und -gattungen sowie deren Ursprung kurz vorgestellt.
Im Anschluss an die Beschreibung der akustischen Oberflichenwelle und deren Erzeugung erfolgt die
Erlauterung der Interaktionen einer SAW mit Fliissigkeiten. Hierbei werden die durch Anderung der
Oberflichenbeschaffenheit hervorgerufenen Einfliisse auf die SAW-Propagation, das Acoustic Streaming
als auch die Bildung einer Potentiallandschaft mit der Moglichkeit der Objektmanipulation beleuchtet.

Die Biokompatibilitdt oder die zelluldre Reaktion auf Materialien und Substanzen neuer Implantatma-
terialien kénnen im Rahmen sogenannter Wound-Healing- Assays untersucht werden. Hierbei wird das
Zellwachstum zweier aufeinander zulaufender Zellfronten tiblicherweise durch optische Mikroskopie
erfasst. Dies erfordert eine Transparenz der Materialien und kann nur in vitro angewendet werden. Im
Hinblick auf eine zukiinftige Integration dieser Technologie in wvivo, beispielsweise zur {iberwachten
Osseointegration eines Implantats, wird in Kapitel 3 eine SAW als Sensor fiir das Zellwachstum
verwendet. Hierbei soll tiberpriift werden, ob durch SAW die Zellmigration, das Wachstum und das
Absterben erfasst und quantifiziert werden kénnen.

Da die Bildung kiinstlicher neuronaler Netzwerke in der Literatur stets durch statische Ansétze erfolgt
und somit kein dynamischer Einfluss auf die Zellkultur moglich ist, soll durch die Verwendung eines
zeitlich und rdumlich dynamischen Kraftfeldes im vierten Kapitel diese Einschrénkung tiberwunden
werden. Nach einer eingehenden ausfiihrlichen Charakterisierung der Potentiallandschaft werden
durch die akustische Pinzette einzelne neuronale Zellen kontrolliert positioniert und anschlieflend
manipuliert. Hierbei wird elaboriert, welche Auswirkungen das Kraftfeld auf das Zellwachstum besitzt
und ob die Wachstumsrichtungen neuronaler Fortsédtze durch ein Stehwellenfeld beeinflusst werden
konnen. Abschlielend wird die Integrationsfahigkeit der SAW-Technologie mit Hydrogelen und einer



extrazelluldren Matrix zur Sicherstellung physiologischer Randbedingungen tiberpriift.

Fiir eine Verringerung Implantat-assoziierter Komplikationen ist nicht nur die Pravention von Infek-
tionen von héchstem Interesse, sondern auch die aktive Forderung einer beschleunigten Wundheilung
nach einer invasiven Operation. In der Literatur konnte erfolgreich gezeigt werden, dass durch Ultra-
schallbehandlung oder elektrische Felder eine erhohte Wundheilung und Knochenregeneration erreicht
werden kénnen [10, 11]. In vorangegangenen Arbeiten konnte erstmals erfolgreich demonstriert werden,
dass SAW ebenfalls positive Einfliisse auf das Zellwachstum besitzen. Zur Feststellung der relevanten
SAW-Parameter und der hierbei stattfindenden Stimulationsmechanismen beschéftigt sich das fiinfte
Kapitel mit der Beeinflussung des Zellwachstums in einem Wound-Healing-Assay durch SAW. Dies legt
die Grundlage fiir eine aktiv unterstiitzte Wundheilung nach einer operativen Implantat-Versorgung.

Die in den nachfolgenden Experimenten verwendeten Geréte und Protokolle sowie die Eigenschaften
der in der Fluoreszenzmikroskopie verwendeten Filtersets sind im Anhang detailliert beschrieben.

Manipulation

Stimulation

Detektion

SAW-Amplitude

Abbildung 1.1:

Darstellung des facettenreiche Anwendungsspektrums akustischer Oberflichenwellen in den Biowissenschaften. Die
Technologie bietet das Potential, Kernkompetenzen wie die Detektion, Stimulation und Manipulation von lebenden
Zellen eindrucksvoll zu adressieren.






2. Theoretische Grundlagen

Diese interdisziplindre Arbeit bedient sich der Kompetenzen der Naturwissenschaften Physik und
Biologie. Um einen Uberblick iiber die wichtigsten Grundlagen zu erlangen, beschiftigt sich das
folgende Kapitel mit dem wahrscheinlich wichtigsten Baustein des Lebens — der Zelle — und der
Vielfiltigkeit der Schallerzeugung und -ausbreitung.

2.1. Die Zelle

Die Zelle (lat. cellula, kleine Kammer, Zelle) — die kleinste lebensféhige Einheit — ist einzigartig in
ihrem Aufbau und ihrer Funktion. Als abgrenzbares, eigensténdiges und sich selbst erhaltendes System
ist sie in der Lage sich selbstindig zu vermehren, Néhrstoffe aufzunehmen und durch Kooperation mit
anderen Zellen einen grofleren, noch komplexeren Organismus zu bilden. Im ersten Abschnitt dieses
Kapitels werden nun einleitend die Mechanismen und Interaktionen einer biologischen Zelle erldutert,
ihre Diversitit vorgestellt und ihre Verwendung im Labor beschrieben.

2.1.1. Zelladhiasion

In der Morphogenese von Geweben, in der Immunabwehr oder bei der Benetzung und Fortbewegung
auf Substraten spielt die Zelladhésion eine zentrale Rolle. Zellen ,kleben® nicht einfach aneinander, um
ein Gewebe zu formen, sondern sind vielmehr in unterschiedlichsten und hochspezialisierten Mustern
angeordnet. Eine Vielzahl verschiedener Adhésionsmechanismen sind verantwortlich fiir die Ausbildung
von Verbindungen zwischen dem intrazelluldren Zytoskelett und der extrazelluldren Umgebung. Hierbei
wird in der Adhésion die Verbindung zwischen zwei Zellen (Zell-Zell-Adhésion) oder zwischen einer
Zelle und einer extrazelluliren Matrix (EZM) (Zell-EZM-Adhé&sion) unterschieden. Im Folgenden wird
die Zell-EZM-Adhésion auf einem Substrat in den Fokus genommen. Der in diesem Zusammenhang
ablaufende Mechanismus beruht auf einem komplizierten Zusammenspiel von durch Membranproteine
vermittelten attraktiven spezifischen Kréfte kurzer Reichweite (Schliissel-Schloss-Prinzip), generischen
Grenzflichenkrifte und elastischen Spannungen.

Die biologische Benetzung eines Zellkorpers auf einem Substrat kann bei den meisten Zellen durch
das Modell der Adhésion einer weichen Schale (engl. soft shell adhesion) beschrieben werden [12] und
erfolgt prinzipiell in drei Phasen (siehe Tab. 2.1.) [13]:

Die erste Anbindung der Zelle mit dem Substrat (Anfangsstadium), das Abflachen und Spreiten
des Zellkorpers auf der Substratoberfliche und schliefllich die Reorganisation und Verankerung des
Zytoskeletts mit den sich bildenden fokalen Adhésionspunkten.

Zu Beginn befindet sich die Zelle in einer Suspension und weist zumeist eine rundliche Form auf.
Kommt die Zelle mit dem Substrat in Kontakt, so haftet diese in der ersten Phase durch unspezifi-
sche Wechselwirkungen (Gravitation, elektrostatische und Van-der-Waals (VAW)-Anziehung) an der
Oberfliche an. Wahrend der Anlagerung werden zudem erste spezifische Bindungen ausgebildet [14].
Eine spezifische Bindung entsteht durch die Kopplung von Zelladhésions-Molekiilen (ZAM) mit einem
weiteren ZAM oder der EZM zu einem Rezeptor-Ligandenpaar nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip. Fiir
die Zell-EZM-Adhésion stellen die Integrine eine bedeutende Gruppe der ZAM dar, da sie die wichtigen
fokalen Zelladhésionspunkte vermitteln [15]. Die EZM hingegen ist ein Netzwerk aus strukturellen
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Makromolekiilen und besteht aus Proteoglykanen und Faserproteinen (z. B. Kollagen I).

Der Adhésionsmechanismus ist hierbei abhéngig von der Beschaffenheit und der Beschichtung der
Substratoberflache. Hierbei wird unterschieden in den Zellkontakt mit (1) physiologischen Adhési-
onsmolekiilen (z. B. Fibronektin), welche sich durch unspezifische Anlagerung aus dem mit Serum
versetzten Nahrmedium auf der Oberfliche des inerten Substrates ablagern, (2) einer elektrostatisch
attraktiv geladenen Oberfliche beschichtet mit biologisch abbaubaren geladenen Polymeren (z. B.
Poly-L-Lysin (PLL)) oder (3) spezifischen synthetischen Peptiden hergestellt aus Molekiilen der EZM
[16].

Abhéngig vom Zelltyp beginnt die Zelle nach dem Substratkontakt weitere Makromolekiile zu sezenie-
ren [17]. Die bei der Bildung der Rezeptor-Liganden-Paare freiwerdende Energie betragt einige 10 kgT
[18, 19]. Durch die Ausbildung weiterer spezifischer Bindungen spreitet die Zelle zunehmend, wodurch
die Kontaktfliche erhéht und der Zellkérper abgeflacht wird. Die Phase II wird erreicht, sobald die
Kontaktfliche der Zelle auf dem Substrat grofler ist als die Projektionsfliche der ungespreiteten
sphérischen Zelle. Durch die Spreitung werden die Rénder der Zellmembran allerdings stark gekriimmt.
Die hierbei notwendige Deformationsenergie wird durch die verschiedenen attraktiven Wechselwir-
kungsenergien zur Verfiigung gestellt. Im Prinzip spreitet eine Zelle solange auf dem Substrat, bis die
erforderliche Deformationsenergie die frei werdende Adhésionsenergie tibersteigt [20].

Repulsive Kréfte wie die Helfrich Repulsion, entropische Undulationskréfte oder polymerinduzierte
Kréfte durch Oberflichenmolekiile (z. B. Glykokalix) bewirken eine abstoflende Wirkung zur Substra-
toberflache [21]. Durch die Balance der attraktiven und repulsiven Krifte weist die Zelle iiblicherweise
einen Abstand von ca. 50nm zur Substratoberfliche auf [22].

Phase der
. Phase 1 Phase 11 Phase III
Zelladhision
Zelle Gravitation Zelle Zelle
) mit ZAM mit ZAM mit ZAM  Zytoskelett
Schematische )é;:(‘@"”’ Yos
< zB. v v zB. v v zB.
Dafstellu?g der Aol EZM/PLL 2 & EZMIPLL A & EZMIPLL
Zeladnision | ggypgaurarae.  uftfesseddwin prdesseRiivisy
Substrat Substrat Substrat
Zelle
Transformation Zelle Zelle
der Zellform Substrat <« 35> Substrat Substrat
? A
Projektionsflache Projektionsflache
s . Vollstéandige Spreitung und
Initialer Kontakt Abflachung und Spreitung strukturelle Reorganisation
Vermittlung der Elektrostatische und VAW . . .
e . Integrin Bindung Fokale Adhésionspunkte
Zelladhésion Anziehung
. . . Zellspreitung und
Adhésionsphase Sedimentierung Zellhaftung pre1vung
Stabilisierung
Tabelle 2.1:

Darstellung und Beschreibung der drei Phasen der Zelladhdsion auf einem Gewebe oder Substrat.
(In Anlehnung an [13].)
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2.1.2. Lokomotion

Neben der Zelladhésion ist die Zellmigration (lat. migrare ;wandern®) eine wichtige Fahigkeit von Zellen.
Die Art der Fortbewegung ist vom Zelltyp abhéngig: wellenférmig (z. B. Ziliarkorper, Flagellarmotor),
muskular (z. B. Muskelkontraktion), amdboid (z. B. Lymphozyten, Neutrophile) und mesenchymal
(z. B. Stammzellen, Krebszellen). In der mesenchymalen Fortbewegung modifizieren die Zellen ihr
Aktin-Zytoskelett, um ihre Position auf der Oberfliche durch Kriechen zu verdndern [18]. Sowohl
auf einer 2D- als auch auf einer 3D-EZM erfolgt die Migration durch zyklische Wiederholung der
folgenden, wechselseitig voneinander abhéngigen Schritte (vlg. Abb. 2.1.) [18, 23, 24]:

1. Zellpolarisierung und Ausbildung von F-Aktin-reichen Ausstiilpungen (Filopodien, Lamellipodi-
en) in die gewtnschte Richtung durch Aktin-Polymerisation.

2. Stabilisierung dieses Pseudofiifchens durch Bildung von Zell-Matrix-Interaktionen (Adhésion an
die EZM) und fokalen Komplexen aus Integrinen, Zytoskelett- und Signalproteinen.

3. Rekrutierung von Oberflichenproteasen zu EZM-Kontakten, Aktivierung des Aktin-Myosin-
Netzwerkes (fokale Proteolyse, d.h. Spaltung von Proteinen). Auflosung der hinteren fokalen
Adhésionsdoménen durch ,,Abschalten® der Integrinbindungen.

4. Myosin-II-vermittelte Kontraktion der Zelle durch Interaktion mit dem Aktinzytoskelett.

5. Ablésung des hinteren Teils der Zelle vom Substrat und Einzug der Riickseite der Zelle. Ver-
schiebung des Schwerpunktes um einige Mikrometer.
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Abbildung 2.1:

Mechanismen zur Zellmigration. (A) Zellpolarisierung durch verschiedene Proteine. Gerichteter Vesikeltransport zur
Zellenfront mit Organisation von Mikrotubuli und Ausrichtung des Golgi-Apparates vor dem Zellkern. (B) Bei der
Ausbildung der PseudofiiBchen beginnt die Migration. Durch Bildung fokaler Adhdsionspunkte aus Integrinen
werden die Ausstiilpungen stabilisiert. (C) Kontraktion der Zelle durch fokale Proteolyse, wodurch sich die Zelle am
hinteren Ende ablést. (Modifiziert aus [25]).



2. Theoretische Grundlagen

Diese aktive Ortsverdnderung (Lokomotion) kann in einer ungerichteten Spontanbewegung (random
migration) oder bedingt durch duflere Einfliisse gerichteten Bewegung (guided migration) stattfinden.
Eine gerichtete Bewegung kann iiber duflere Einfliissse und Gradienten in den Umgebungseigenschaften
erreicht werden. Bedingt durch einen chemischen Gradienten (Chemotazis), wie z. B. ein Konzentrati-
onsgradient der Inhaltsstoffe (z. B. Peptid-Wachstumsfaktoren [26]), eine unterschiedliche Steifigkeit
des bewachsenen Materials (Durotazis) [27], ein elektrisches Feld (Elektrotaxis) [28] oder mechanische
Scherkrifte (Mechanotazis) [29], konnen die Ursachen einer gerichteten Bewegung sehr unterschiedlich
sein.

2.1.3. Reaktive Sauerstoffspezies — Der zellulire Stress

Freie Radikale — sie sind eine chemische Spezies mit einem ungepaarten Elektron in der Auflenschale.
Extrem instabil in ihrem chemischen Zustand konnen freie Radikale leicht mit anorganischen und
organischen Chemikalien reagieren. Innerhalb einer Zelle beschiddigen freie Radikale beispielsweise die
Nukleinséure, zellulédre Proteine oder Lipide. Durch die Reaktion mit weiteren Molekiilen, welche sich
wiederum leicht in Radikale umwandeln lassen, wird eine schiadigende Kettenreaktion in der Zelle
ausgelost.

Reactive oxygen species — Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind eine Art der aus Sauerstoff her-
vorgegangenen freien Radikale und nehmen eine wichtige Rolle im Zellmetabolismus, aber auch in
der Zellschadigung ein. ROS werden in der Physiologie der Zelle in geringen Mengen durch Redox-
Reaktionen bei der mitochondrialen Atmung (Atmungskette) erzeugt. Zur Verringerung zellulérer
Schidigungen besitzen Zellen mehrere antioxidative Mechanismen (enzymatische und nichtenzymati-
sche Radikalfinger und Antioxidantien), um freie Radikale zu entfernen. So werden im Regelfall die
kurzlebigen, toxischen Zwischenprodukte der Superoxid-Radikale (Og-~) unter anderem spontan oder
unter Beteiligung des Enzyms Superoxid-Dismutase in Sauerstoff (O2) und Wasserstoffperoxid (H205)
umgewandelt. HoO4 ist stabiler als Os-~, kann biologische Membranen durchdringen und somit die
Zelle verlassen oder wird wiederum durch das Enzym Catalase in Wasser und Sauerstoff zerlegt.

Ist die Produktion von ROS aufgrund duflerer Einfliisse erhoht oder ist das Reinigungssystem ineffektiv,
so steigt die Konzentration der freien Radikale stark an und fiithrt zu einer Schédigung aller zelluldren
und extrazellularen Makromolekiile. Dies resultiert in einen zellularen Zustand, welcher oxidativer
Stress genannt wird [30]. Allerdings kénnen ROS in der zelluldren Signalkaskade auch als sekundérer
Botenstoff fungieren und wichtige physiologische Prozesse beeinflussen [31].

2.1.4. Zellzyklus

Wie alles Leben auf dem Planeten ist auch fiir die Zelle die Lebensdauer durch ihre Entstehung und
ihren Niedergang zeitlich begrenzt. Aus diesem Grund besitzt sie die Fahigkeit zu wachsen und sich zu
vermehren. Ist ihr Lebensende erreicht oder unterliegt sie schadhaften dufleren Einfliissen (sog. Nozen),
so geht eine Zelle zugrunde. Im Folgenden wird der Zyklus einer eukaryotischen Zelle beschrieben und
dabei die Abldufe der Reproduktion und die Arten und Ursachen des Zelltodes beschrieben.

Proliferation

Zellproliferation ist durch das Zellwachstum und die Zellvermehrung gekennzeichnet. Proliferation
leitet sich aus dem lateinischen proles — ,Nachwuchs®, ,,Sprossling und ferre — ,tragen“ ab und
beschreibt den streng kontrollierten zyklischen Ablauf von Ereignissen, mit dem Ziel der identischen
Verdopplung in zwei Tochterzellen. Der Zyklus kann in vier Stadien untergliedert werden: Beginnend
mit der G1-Phase (engl. gap-Liicke) findet ein Zellwachstum und die RNA- und Proteinsynthese
statt, welches 3-12 Stunden (h) beansprucht. In der darauffolgenden S-Phase, der Synthese-Phase,
wird die DNA-Replikation, Zentriol-Teilung und die Synthese der Histone durchgefiihrt, was zu
einer Verdoppelung des diploiden hin zu einem tetraploiden Chromosomensatz fithrt (Dauer: 8-12h).
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Anschlieflend fithrt die Zelle in der G2-Phase eine Art Qualitdtssicherung durch. Hierbei wird
die Replikationsgenauigkeit tiberpriift und ggf. eine Fehlpaarungsreparatur innerhalb von 1.5-3h
durchgefiihrt. In der abschlieBenden M-Phase, der Mitose-Phase, werden die Chromatiden getrennt
und auf zwei Tochterzellen aufgeteilt. Dies geschieht in 0.5-1h. Abhéngig vom Differenzierungsgrad,
der Konzentration von Wachstumsfaktoren oder der Populationsdichte konnen Zellen in die GO-Phase
eintreten (Quieszenz). In diesem ruhenden Zustand findet keine Zellteilung mehr statt, jedoch weiterhin
ein normaler Zellmetabolismus [32].

Der Prozess der Zellproliferation wird u. a. durch eine Vielzahl verschiedener duflerer Umweltfaktoren
beeinflusst und reguliert. Dies beinhaltet Faktoren wie die Nahrstoffversorgung, Temperatur, pH und
Sauerstoffversorgung oder die Stimulierung intrazelluldrer Signalkaskaden durch Wachstumsfaktoren
und Hormone. In multizelluldren Eukaryoten liegt eine Balance zwischen positiven und negativen
Steuermechanismen vor, die die Proliferationsrate kontrollieren. In einem Epithelgewebe ist die
Zelladhésion ein derartiger Mechanismus. Die dichte Zelladhésion fithrt zu einer Reduktion der
Proliferation aufgrund der Kontakthemmung. Durch den Verlust der Zelladhésion, beispielsweise
bedingt durch eine Lésion, nimmt die Proliferation im Rahmen der Wundheilung wieder zu.

Doch auch iiber intrazelluldre Kontrollmechanismen wird die Zellproliferation geregelt. Erleidet die
DNA eine Schiadigung wahrend der G1-Phase, so verhindern intrazelluldre Steuerelemente eine weitere
Zellteilung [33].

Der komplexe Mechanismus der Zellproliferation ist hingegen bei entarteten Zellen nicht mehr reguliert.
Verdnderungen in der Signalkaskade, bedingt durch Mutationen und/oder epigenetische Verdanderungen,
fithren zu einer Unabhéngigkeit von d&uleren Stimulantien. Die Folge ist eine erhéhte Proliferation und
eine Unterdriickung der Apoptose und von Tumor-Suppressor-Genen, sodass ein Fortbestehen und
Wachstum des Tumorgewebes gesichert ist [34]. Dies fithrt schlieBlich zur unkontrollierten Zellteilung
und somit der Bildung eines Tumorgewebes.

Apoptose

Die Lebenszeit ist wie bei fast allen komplexen Organismen auch fiir eine Zelle zeitlich begrenzt. Das
regulédre Ende des Lebenszyklus einer Zelle ist der kontrollierte Zelltod durch Apoptose, aus dem
Griechischen: apo = ab oder los und ptosis = Senkung oder Niedergang. In der Apoptose werden Enzyme
(sog. Caspasen) aktiviert, die zum Abbau der DNA und von nuklearen und zytoplasmatischen Proteinen
fithren. Wéhrend der anschliefenden Zellfragmentierung verbleibt die Zellmembran intakt, wodurch
kein intrazelluldres Medium austreten kann und somit keine Entziindung und Schiadigung benachbarten
Gewebes stattfindet. Die zuriickbleibenden Membranvesikel, auch ,,apoptotische Kérperchen“ genannt,
werden anschlieBend durch Phagozyten (z. B. Makrophagen) phagozytiert. Dieser Vorgang ist aus
physiologischer Sicht unerlésslich, denn so kénnen Zellen die ihren Nutzen verloren haben, oder solche,
die potenziell schidlich sind, aus einem Organismus sicher entfernt werden. Allerdings kann der
programmierte Zelltod auch durch pathologische Ereignisse wie Sauerstoff- oder Néahrstoffmangel,
UV-Strahlung oder Hitze aktiviert werden, sofern das Ausmaf} der Schddigung eine Apoptose noch
zulésst [30].

Nekrose

Im Gegensatz zur Apoptose ist die Nekrose stets ein pathologischer Prozess. Bei dem passiven Vorgang
der Nekrose werden die Zellen durch exogene Noxen so stark geschidigt, dass eine Reparatur der
Schidigung oder ein kontrolliertes Absterben nicht mehr méglich ist. Meist gehen die Zellen aufgrund
von dufleren Einfliissen wie Strahlung, Vergiftung oder mechanischer bzw. thermischer Schidigungen
zugrunde. Bei der Nekrose findet keine Vesikelbildung, sondern eine vollige Zelllyse statt. Durch den
vollstandigen Verlust der Membranintegritdt werden die intrazelluldren Bestandteile freigesetzt.
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Dies fiithrt zu Entziindungsreaktionen im umliegenden Gewebe. Da in der Regel in Zellkulturen in vitro
keine Phagozyten vorhanden sind, kann bei einem apoptotischen Zelltod ebenfalls ein nekrotischer
Zelltod folgen (sekundire Nekrose). Wird ein apoptotisches Korpcheren nicht phagozytiert, so folgt
dessen Lyse [30, 35].

Nekrose

mitochondriale Veranderung S

Erhalt des Chromatinmusters

normale Zelle reversible Schwellung irreversible Schwellung Lyse
Apoptose
Erhalt der Mitochondrienstruktur intakte Membran

nukledre Veranderung apoptotische Kérper

normale Zelle Schrumpfung Fragmentation sekundare Nekrose

Abbildung 2.2:

Schematische Darstellung des Zelltodes, welche je nach Ursache kontrolliert durch die Apoptose oder unkontrolliert
durch die Nekrose stattfinden kann. Werden die apoptotischen Kérperchen nach der Apoptose nicht phagozytiert,
findet wie bei der Nekrose im Anschluss eine Lyse der Zellmembran statt. Das Zytoplasma wird hierber extrazelluldr
freigesetzt. (In Anlehnung an [36]).
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2.1.5. Zellkultur und Zelltypen

Komplexe Organismen wie der Mensch entwickeln sich wiahrend der Embryogenese aus drei Keimblét-
tern. Das Endo- (inneres), Meso- (mittleres) und Ektoderm (dufieres Keimblatt) bilden die Grundlage
fiir die weitere Entwicklung der Organe und der verschiedenen Strukturen im Organismus. Die hierbei
entstehenden Zell- und Gewebetypen sind angepasst an ihre spezifischen Aufgabe und unterscheiden
sich in ihrer Funktion, Aufbau, Lebenserwartung oder Abstammung.

Pflanzliche oder tierische Zellen kénnen auch auflerhalb eines Organismus in Zellkulturglésern (in wvitro)
in speziellen Ndhrlosungen kultiviert werden. Diese sogenannten Zellkulturen werden anhand ihrer
Eigenschaften und Herkunft unterschieden. Zellen, die direkt aus einem Spenderorgan durch Sezierung
(engl. Dissection) entnommen wurden, werden als Primdre Zellkultur bezeichnet und weisen meist noch
die volle metabolische Kapazitdt des Ursprungsorgans bzw. -gewebes auf. Die Teilungsfdhigkeit von
Zellen aus einer Primérkultur ist allerdings aufgrund des Hayflick-Limits zeitlich begrenzt (Seneszenz)
wodurch die Zellkultur von limitierter Lebensdauer ist. Permanente, unbeschrankt teilungsfahige Zell-
kulturen entstehen durch spontane oder induzierte Zelltransformation. Diese unvergénglichen, kauflich
erwerbbaren Zelllinien weisen gleichbleibende Eigenschaften und eine konstante Zellteilungsrate auf.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Abhéngigkeit der geforderten Eigenschaften unterschiedlichste
Zellen aus Primérkulturen und Zelllinien verwendet, welche nun im Folgenden kurz beschrieben
werden.

Osteosarkom — SaOs-2

Entnommen aus einem primédren Osteosarkom, weist die Zelllinie sarcoma osteogenic — SaOs-2
(ECACC Cat.No.: 89050205) dhnliche Eigenschaften wie Osteoblasten auf. SaOs-2-Zellen sezernieren
ebenfalls EZM-Proteine des Osteoids, welches als Grundgeriist des Knochens dient. Diese Zelllinie
wird daher héufig in der Forschung fiir osteoblastische Modelle verwendet. Die leicht zu kultivierenden
adhérenten Zellen wachsen in Monoschichten mit einer Generationszeit von 43 h [37]. Die mesodermale
Zelllinie weist keine Polaritét, jedoch eine hohe Motilitdt und schwache Zell-Zell-Kontakte (engl.
Gap-junctions) auf [38]. Da es sich um ein Tumorgewebe handelt, ist die Lebensdauer der Zellkultur
in vitro nicht limitiert.

Madin-Darby Canine Kidney — MDCK-II

Die Zelllinie Madin-Darby Canine Kidney - MDCK-II (ECACC Cat.No.: 00062107) wurde erstmals
1966 charakterisiert und wird seitdem fiir die Untersuchung der Entwicklung und der Funktion des
Epithelgewebes in der Forschung intensiv verwendet. Sie weist eine deutliche apico-basolaterale Po-
laritdt, wohl definierte Zell-Zell-Kontakte und eine hohe Wachstumsrate auf [39]. Die im Kollektiv
migrierenden Zellen eignen sich daher ideal fiir die Untersuchung des epithelialen Heilungsverlaufs.

Zervixkarzinom — HeLa

Die in der Grundlagenforschung weit verbreitete immortalisierte Zelllinie HeLa (ECACC Cat.No.:
93021013) entstammt einem Adenokarzinom der Zervix. Es handelt sich hierbei um eine leicht zu
kultivierende, robuste, adhérente und langzeitstabile permanente Zelllinie. Die Bezeichnung HeLa leitet
sich aus den Anfangsbuchstaben des Namens der Zelldonorin Henrietta Lacks ab. Die 1951 wihrend
einer Biopsie entnommenen Zellen stellen die erste durch den Wissenschaftler George Otto Gey
erfolgreich etablierte Zelllinie in der Geschichte dar. Die Epithelzellen sind ein wichtiges Modellsystem
in der biomedizinischen Forschung, die bereits in mehr als 74.000 Publikationen® in PubMed erwihnt
wurden [40].

IStand 2013
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Human Embryonic Kidney — HEK293 T-REx™

Die Zelllinie HEK293 (Human Embryonic Kidney) ist ein Transformationsprodukt einer humanen
embryonalen Nierenzelle durch die Infektion des Adenovirus Typ 5. Durch die virale Transfektion wur-
den Teile des adenoviralen Genoms in das humane Chromosom 19 aufgenommen [41]. Die permanente,
adhérent in einer Monolage wachsende Zellkultur ist seither die in der Forschung am zweithdufigsten
verwendete Zelllinie, da sie leicht zu handhaben ist, eine hohe Reproduktionsrate (Generationszeit
ca. 24h) und Tendenz zur erneuten Transfektion aufweist [42]. Die HEK293 T-REx™ (T-REx:
Tetracycline-Regulated Expression) ist eine zur HEK293 modifizierte Zelllinie und erlaubt eine per
Tetracyclin (hier Doxycyclin) regulierte Expression von spezifischen Genen [43].

Primire Neuronen

Die auf die Erregungsleitung und Erregungsiibertragung spezialisierte Nervenzelle kommt in nahezu
allen vielzelligen Tieren vor. Zusammen mit den Gliazellen (griech. glia, ,Leim*“) bilden Neuronen das
Nervensystem. Typische Sdugetier-Neuronen bestehen aus einem Zellkorper (Perikaryon), Dendriten
und einem Axon [44]. W&hrend meist aus einer Nervenzelle mehrere Dendriten wachsen, besitzt ein
Neuron immer nur ein Axon. Die Lange der Dendriten liegt bei einigen hundert Mikrometern. Sie sind
oft verzweigt und empfangen die Signale anderer Neuronen. Ein Axon hingegen kann bis zu mehrere
Meter lang werden und dient der Signaliibertragung von dieser zu anderen Zellen. Die Gesamtheit der
Dendriten und des Axons wird als neuronale Auswiichse bezeichnet. Neuronen entwickeln sich aus den
Neuroblasten. Wahrend die neuronale Vorlauferzelle noch teilungsfihig ist, verliert das vollstdndig
ausdifferenzierte Neuron seine Fahigkeit, eine Zellteilung durchzufithren [45]. Die Gewinnung von
priméren Neuronen erfolgt durch Dissektion aus einem Spenderorgan.

B35 - Neuroblastomzellen

Die permanente neuronale Zelllinie B35 (ATCC CRL-2754™) wurde 1974 von Schubert et al. aus
einem Neuroblastom des zentralen Nervensystems einer BD1X Ratte entnommen und etabliert [46].
Der Entwicklungszustand einer unbehandelten B35-Zelllinie lédsst sich als moderat vordifferenziert und
multipotent beschreiben und entspricht somit dem frithen Entwicklungsstadium neuronalen Gewebes.
In der Zellkultur wachsen B35-Zellen schwach anhaftend auf der Substratoberflédche, besitzen einen
rundlichen Zellkérper (Perikaryon) und kurze Fortsétze. Durch die Zugabe von zyklischem Dibutyryl
Adenosin-3,5-Monophosphat (DcAMP) oder durch die Kultivierung in Nahrmedien mit niedrigem
Serumgehalt wird eine reversible Ausdifferenzierung der Zellen angestoflen. Wéahrend der hierbei
stattfindenden morphologischen Anderung der Zellform liegt ein ausgepriigtes Neuriten-Wachstum vor.
Im ausdifferenzierten Zustand weisen B35-Zellen ein erregbares regeneratives Aktionspotential auf
und exprimieren Enzyme fiir die Neurotransmitter-Freisetzung wie beispielsweise Acetylcholinesterase
[47]. Nach Beendigung der Exposition mit DcAMP ist der Differenzierungsprozess riicklaufig und die
Zellen erreichen ihre urspriingliche Form.
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2.2. Akustische Oberflachenwellen

Akustische Oberflaichenwellen sind aus der heutigen Technologie nicht mehr wegzudenken. Ihre viel-
faltigen Einsatzmoglichkeiten reichen von Frequenzfiltern iiber Sensoren bis hin zu Manipulatoren
und Aktoren kleinster Flissigkeitsmengen und Partikel. Akustische Oberflichenwellen (engl. sur-
face acoustic waves, SAWs) zeichnen sich dadurch aus, dass die hochfrequenten Schallwellen auf
der Oberflache eines Festkorpers lokalisiert sind [48]. Obwohl erstmalig 1885 durch den britischen
Physiker John William Strutt, 3. Baron zu Rayleigh theoretisch beschrieben, kam es erst durch
die Entwicklung der interdigitalen Schallwandler (engl. interdigital transducers, IDTs) durch White
und Voltmer im Jahre 1965 zu einem breiten Interesse in der Forschung und Industrie. Auf Basis
des inversen piezoelektrischen Effekts kann durch ein gepulstes periodisches Signal, angelegt an der
ineinandergreifenden Fingerstruktur des IDTs, eine akustische Oberflachenwelle angeregt und mit einer
etwas entfernten, identischen IDT-Struktur detektiert werden [49]. Abhéngig vom piezoelektrischen
Substrat, vom Kristallschnitt und der Ausbreitungsrichtung der akustischen Oberflachenwelle, kénnen
unterschiedlichste Wellenmoden angeregt werden. Fiir sensorische Anwendungen etablierte sich das
Substrat Lithiumtantalat (LiTaO3 36° rot YX-Cut) fiir die Anregung einer horizontal polarisierten
Scherwelle (SH) und das Substrat Lithiumniobat (LiNbO3 128° rot Y-Cut) fiir aktorische und mani-
pulative Anwendungen auf Basis der vertikalen Substratauslenkung der Rayleigh-Welle (RW).

Die vorliegende Arbeit bedient sich der akustischen Oberflichenwellen als Werkzeug zur Detektion,
Manipulation und Stimulation lebender Zellen. Abhéngig von der Zielsetzung werden unterschiedliche
Substrate, Kristallschnitte und Ausbreitungsrichtungen der SAW verwendet. Um einen Uberblick iiber
die Eigenschaften der SAW zu erlangen, handelt dieser Abschnitt von den theoretischen Grundlagen
akustischer Oberflachenwellen, deren Erzeugung und Propagation, den verschiedenen Wellenmoden
und den Kristalleigenschaften der verwendeten Substrate. Die im ersten Abschnitt verwendeten
Gleichungen wurden den Quellen [50-53] entnommen.

2.2.1. Akustische Wellenausbreitung auf einem Festkorper

Die Beschreibung der Ausbreitung akustischer Oberflichenwellen in einem piezoelektrischen Substrat
basiert auf der Kontinuumstheorie, da die Ausdehnung der dabei auftretenden Moden sich um einige
GroBlenordnungen von den interatomaren Abstdnden unterscheidet. Hierbei wird ein Festkorper in
infinitesimale Volumenelemente dV mit den Koordinaten  zerlegt. Wirkt auf ein Volumenelement
dV eine Kraft (Spannung), so kommt es zur Auslenkung um den Verschiebungsvektor # zu den neuen
Koordinaten & = ¥ + . Sofern es sich nicht um eine Translation handelt, andern sich hierbei die
Abstande benachbarter Volumenelemente. Dies bedeutet, dass @(Z) und @(Z + dZ) verschieden sein
miissen. Die hierbei stattfindende Deformation des Volumenelements wird durch den symmetrischen
Deformations- und Verzerrungstensor Sy; beschrieben:

1 8uk 8ul
== =—4+—. 2.1
Skt 2<8xl +8xk> (2.1)

Das Hook’sche Gesetz ermoglicht eine Verkniipfung des Deformationstensors S mit dem Spannungs-
tensor T'. Unter der Vernachlissigung hoherer Ordnungen erhélt man einen verallgemeinerten linearen
Zusammenhang der durch Einwirkung einer Spannung elastischen Deformation eines Festkorpers:

Tlij = cijlekl. (22)

Mit diesem Ansatz kann die Newtonsche Bewegungsgleichung eines nicht-piezoelektrischen Festkorpers
aufgestellt werden [54, S.16]:
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82 U; 3 GTU
p =
8t2 alﬂj

ij=123 (2.3)
j=1
dabei bezeichnet p die Dichte des Materials. T;; ist der Spannungstensor 2. Stufe und beschreibt die
Druck- und Zugspannungskomponenten in den Diagonalelementen T;;, sowie die Scherkrifte in den
Elementen T ;5.
Die Bindungsverhéltnisse werden durch den Elastizitdtstensor c;;r; widergespiegelt. Dieser Tensor
4. Stufe enthélt normalerweise 81 Komponenten, ldsst sich aufgrund der Symmetrie des Spannungs-
und Deformationstensors, sowie iiber das Poynting-Theorem der Akustik jedoch auf 21 unabhéngige
Eintrige reduzieren. Wird ein isotroper Festkorper betrachtet, so sind es nur noch zwei: ¢11 = 2u + A
und cg4 = p mit den Lamé-Parametern A und pu.
Durch die Zerlegung von « in einen transversalen, divergenzfreien Anteil u(Vua; = 0) und einen
longitudinalen, rotationsfreien Anteil @(V x @) = 0) mit @ = u) + u; sowie durch die Verwendung des
Hook’schen Gesetzes fiir isotrope Festkorper konnen folgende Wellengleichungen aufgestellt werden [55]:

0 02,
ot ot
mit ¢; und ¢ der longitudinalen und transversalen Ausbreitungsgeschwindigkeit.
Die Differentialgleichungen GI. 2.4 konnen iiber den Ansatz einer ebenen Welle gelost werden, die sich

= V2 bzw. = 2V, (2.4)

in z1-Richtung ausbreitet?:
ui(xl,t) = ’U,@oei(koxliwt). (25)

Uber die Dispersionsrelation w = ¢ * kg ergeben sich abhingig von der Dichte des Materials p und den
entsprechenden Komponenten des Elastizitétstensors folgende Ausbreitungsgeschwindigkeiten:

2 A
o= e _ AT , ¢y = ca _ R (2.6)
V » p Vo Vo

Durch Verwendung der Lamé-Parameter A und p wird ersichtlich, dass sich longitudinale Wellen
schneller ausbreiten als transversale Wellen (\/501 > ¢).

Fiir ein piezoelektrisches Material muss das Hook’sche Gesetz um den Beitrag des elektrischen Feldes
E durch den piezoelektrischen Tensor Dri; erweitert werden. Bei einer gegebenen Verformung fiihrt
die hervorgerufene Ladungstrennung durch den piezoelektrischen Effekt zu einer Reduktion der
mechanischen Spannung:

Tij = Cijkt Skl — Prij B (2.7)

Pri;j beschreibt hierbei die Kopplung der mechanischen Spannung an das elektrische Feld. Durch die
Deformation werden die permanenten Dipolmomente des Piezoelektrikums verschoben und es gilt fiir
die dielektrische Verschiebung D:

D, = EijEj +pijk5jk- (2'8)
mit dem dielektrischen Tensor €;; und der elektrischen Feldstarke E. Wird das elektrische Feld E
durch das elektrische Potential ® gemaf

0P
E;=-V;® = 2.
\Y oz, (2.9)

2Hierbei stellt ¢ = /—1 die imaginire Zahl dar.
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beschrieben und das Material als quellenfreies Medium (Vl_j = 0) betrachtet (keine freien Ladungs-
trager), liefern das erweiterte Hook’sche Gesetz (Gl. 2.7) und der Deformationstensor Sy; (GI. 2.1),
eingesetzt in die Bewegungsgleichung 2.4, vier gekoppelte Wellengleichungen. Wéhrend die ersten drei
Wellengleichungen die mechanische Auslenkung u; mit

%u; 0?uy, 0?°®

— —Cijkl a7 — —DPkijm——=— =20 2.10
P 8152 Cijkt &rlaxl Phij 8xk8xl ( )
beschreiben, stellt die vierte Wellengleichung das Potential dar:
0? 0?0
Uk (2.11)

) — €5 —
Pkl szaxl * 8xj 83:1

Wird ein Festkorper ohne Grenzflachen betrachtet, sind die Losungen der Wellengleichungen 2.10 und
2.11 akustische Volumenwellen (bulk acoustic waves, BAW). Sobald allerdings eine Grenzflache zum
Vakuum vorliegt, beispielsweise x3 = 0, miissen zusétzliche Randbedingungen beriicksichtigt werden.
Durch das Verschwinden der Eintrége des Spannungstensors 75; auf allen Flichen der Volumenelemente
dV in z3-Richtung mit

T31 = T32 = T33 = 0 fiir T3 = 0 (212)

bilden sich neue Losungen fiir die Wellengleichungen 2.10 und 2.11, die sogenannten akustischen
Oberflichenwellen (engl. surface acoustic waves, SAW). Diese Wellen propagieren parallel zur Grenz-
fliche mit einer Phasengeschwindigkeit vgaw. Kontrér zur Dichtemodulation einer Volumenwelle,
fallt die mechanische Auslenkung einer SAW und alle mit ihr verbundenen Gréflen exponentiell iiber
die GroBlenordnung ihrer Wellenldnge in den Festkorper hinein ab. Die Energie der SAW ist somit
weitgehend auf die Oberflache beschrankt.
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2.2.2. Anisotrope Materialien in der Akustik

Fir die Anregung und Detektion elastischer Wellen sind piezoelektrische Materialien weit verbreitet.
Da piezoelektrische Materialien naturgeméfl anisotrop sind, hdngen die Eigenschaften der elastischen
Wellen stark von der Wahl der freien Kristalloberfliche, der Propagationsrichtung der akustischen
Oberflachenwelle und den durch die Piezoelektrizitédt gegebenen Randbedingungen ab. Dies beeinflusst
unter anderem die Form der Auslenkung, die Phasengeschwindigkeit (Slowness) und die Gruppenge-
schwindigkeit der akustischen Oberflaichenwelle.

Ist die Oberfliche eines piezoelektrischen Materials nichtleitend, so kommt es aufgrund der Piezo-
elektrizitat zu einer Versteifung des Materials. Dies hat zur Folge, dass die Phasengeschwindigkeit
USAW = Upej fur eine freie Oberfliche hoher ist, als die Phasengeschwindigkeit vsaw = Vkurz im
nicht-piezoelektrischen (kurzgeschlossenen) Fall. Der nicht-piezoelektrische Zustand wird erreicht,
indem die Oberflache durch eine diinne Metallschicht kurzgeschlossen wird. Je nach gewéahlter Aus-
breitungsrichtung b kann die Phasengeschwindigkeit der SAW verschieden sein, jedoch ist sie in
der Hauptausbreitungsrichtung, der X-Richtung, am gréfiten. Die Phasengeschwindigkeiten vg.e; und
Ukurz Sind in Abhéngigkeit des Winkels = zwischen der X-Richtung und bin Abb. 2.3. am Beispiel
LiNbOg3 128° rot Y-Cut dargestellt.

4000

3900

Abbildung 2.3:

Ausbreitungsgeschwindigkeit
einer SAW auf

LiNbO3 128° rot Y-Cut in
Abhéngigkeit der gewdhlten
Ausbreitungsrichtung = bei
einer freien und
kurzgeschlossenen Oberfliche.
(Daten entnommen aus [56]).
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Vgrei 1St fur alle Richtungen grofler als vyy, und nimmt in der Hauptausbreitungsrichtung X ein
Maximum von vt = 3978 % an [56]. Mit Hilfe der Phasengeschwindigkeiten vgei und vkur, ldsst sich
der elektromechanische Kopplungskoeffizient K2; wie folgt berechnen:

2
Keff _ Vfrei — Ukurz
2 VUfrei

(2.13)

Dieser Koeflizient beschreibt die Effizienz der Wellenanregung durch ein elektrisches Feld.

Die Ausbreitungsrichtung b einer Welle wird durch die Ausrichtung des anregenden Bauteils auf dem
Substrat vorgegeben. Allerdings trifft dies nicht zwingend auf die Richtung des Energieflusses W zu.
Dieser kann zu b verschieden sein und wird durch den Winkel ¥ (Power-Flow-Angle) dargestellt. Der
Winkel ¥ kann in der sogenannten Slowness-Kurve durch Auftragen der gewédhlten Ausbreitungs-
richtung b und der Normalen der Slowness-Kurve am Schnittpunkt W bestimmt werden. Diese in
einem Polardiagramm dargestellte Kurve beschreibt die inverse Phasengeschwindigkeit 1/vg.e; aus
Abb. 2.3. in Abhéngigkeit der gewdhlten Ausbreitungsrichtung. In Abb. 2.4. ist die Slowness-Kurve
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2.2. Akustische Oberflachenwellen

des piezoelektrischen Kristalls LiNbOg 128° rot Y-Cut dargestellt.

Liegt in dem Verlauf der Phasengeschwindigkeit ein Extrempunkt vor, so ist auch ¥ = 0 und es
wird eine reine Mode angeregt. Dies gilt im Fall von LiNbOg3 128° rot Y-Cut fiir die X, LX und bei
© =~ 52°. Die Ausbreitungsrichtungen, in denen reine Moden angeregt werden kénnen, sind mit dem
Symbol (x) markiert. Wird in den nicht markierten Richtungen eine SAW angeregt, so besteht diese
aus einer Uberlagerung verschiedener Moden [57].

a) 10 b) t=128° z
Ve [10% s/m] cu X
3
2 -
= 11 X cut=Y
B
5 ©)
=312 a1 o 1 2713
:
> A
1X b
l _2-- .
cut = 128° 3

Abbildung 2.4:

a) Slowness-Kurve fiir LINbOs 128° rot Y-Cut. In X, LX und bei © ~ 52° kénnen reine Moden angeregt werden
und sind durch (x) markiert. b) Darstellung der Kristallschnittachse von LiNbOs 128° rot Y-Cut. c) Ausschnitt der

Slownesskurve. Die Ausbreitungsrichtung b ist abweichend von der Richtung des Energieflusses W verschieden und
wird durch den Power-Flow-Angle U beschrieben. (in Anlehnung an [50]).

Die Substrate LiINbO3 und LiTaO3 und ihre verschiedenen Kristallschnitte zdhlen wahrscheinlich zu
den populdrsten Materialien fiir die SAW-Technologie. Die ferroelektrischen, durch das Czochralski-
Verfahren gewachsenen, einkristallinen Werkstoffe weisen eine hohe dielektrische Konstante und
ausgeprégte Piezoelektrizitdt auf. Durch die Wahl des Kristallschnittes kann unter anderem Einfluss
auf die Ausbreitungsgeschwindigkeit vsaw, den elektromechanischen Kopplungskoeffizienten KQQff
und die erregbare Wellenmode genommen werden [58]. Abhéngig von den geforderten Eigenschaf-
ten der akustischen Oberflichenwelle wurden in dieser Arbeit beide Substrate in unterschiedlichen
Kristallschnitten verwendet. Die Materialeigenschaften und die erregbare Wellenmode in X-Richtung
der kommerziell erwerbbaren Kristallschnitte sind in Tab. 2.2. zusammengefasst. Hierbei ist aller-
dings zu erwiahnen, dass die vorliegenden Daten nur fiir eine unbelegte, freie Substratoberflache bei
Raumtemperatur gelten und teilweise stark richtungsabhéngig (e, v, Wellenmode) sind.
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Kristall LiNbO3 LiNbOs LiTaOs LiTaOs
Kristallschnitt | 128° rot Y-Cut | 128° rot Y-Cut | 36° rot X-Y-Cut | 40° rot X-Y-Cut
b X 45° X X
Wellenmode RW RW / SH SH SH
v [2] 3989 3547 4150 4250°
Ko (9] 5.22 1.95 47 -
p 5] 4628 4628 7454 7454
€11, €33 85, 29 85, 29 51, 45 51, 45
Tabelle 2.2:

Materialeigenschaften der verwendeten anisotropen Substrate in ausgewdhlten Richtungen bei Raumtemperatur,
frei und ohne Massenbelag. Daten wurden aus den Quellen [56, 59, 60] und [52, S5.9] entnommen.

“Experimentell ermittelt.

2.2.3. Wellenmoden

Abhéngig von dem verwendeten Material und dessen Randbedingungen kénnen in Festkorpern
verschiedene Oszillationsmoden erzeugt werden. Bei der akustischen Oberflichenwelle unterscheidet
man zwischen zwei Losungen: (i) Zum einen die Rayleigh-Mode, die eine Losung in der Sagittalebene
darstellt und durch ihre Ausbreitungsrichtung und Oberflichennormale definiert ist. (ii) Zum anderen
die SH-Mode (shear horizontal, engl. Scherwelle), welche in der Oberflache liegt und senkrecht zur
Ausbreitungsrichtung polarisiert ist. Wie bereits beschrieben, ist eine strikte Unterscheidung zwischen
Rayleigh- und SH-Mode nur unter bestimmten Bedingungen auf einem Kristallschnitt moglich. Im
Allgemeinen erhélt man eine Uberlagerung beider Moden [57].

Da in dieser Arbeit beide Wellenmoden Anwendung finden, werden diese Wellentypen kurz vorgestellt.

Rayleigh-Mode

Die reine Rayleigh-Mode kann auf der Substratoberfliche propagieren, wenn keine Kraft senkrecht
zur Oberfliche des Festkorpers (15;]5,=0) wirkt und sich das elektrische Feld entweder frei im Raum
ausbreiten kann oder kurzgeschlossen ist [61]. Unter Beriicksichtigung dieser Randbedingungen kénnen
die Wellengleichungen 2.10 und 2.11 fiir den isotropen Fall analytisch gelost werden. Fiir x3 < 0 erhélt
man folgende Auslenkungen w; [52]:

u = A (ekﬂlwg _ ,yek,ezu) etk (T1—vsawt) (2.14)
- (2.15)
uz = —ikB1 A (ekﬁm - fy*lekﬁﬂ‘*) etk(@1—vsawd) (2.16)

mit f; = \/ 1- v%j*zw, Bo=4/1— U%JAQW7 v =+/B1B2, 11 = ,/%, vy = %7 dem Wellenvektor & und
1 t
der Amplitude A. Die Geschwindigkeit vsaw definiert sich durch

(82 +1)" = 4515 (2.17)

Die Rayleighwelle ist somit eine zweidimensionale Welle, die neben einem longitudinalen auch einen
transversalen Anteil aufweist. Die Kombination dieser Anteile fithrt zu einer retrogeraden, elliptischen
Oszillation der Oberflachenatome in der Sagittalebene (vgl. Abb. 2.5.).

Fiir das mit der mechanischen Welle gekoppelte elektrische Potential @ fiir x5 < 0 gilt:

P = Pyehtrseik(@1—vsawt) (2.18)
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2.2. Akustische Oberflachenwellen

mit der komplexen Zahl b mit Re(b) > 0. So folgt daraus fiir das elektrische Feld:
T
E = —V® = —kdyettrseikl@i—vsawt) | o | (2.19)
b

Bei den typischen Wellenldngen von 10 ym bis 100 um und einer Auslenkungen der Oberfliche von
0,1 nm bis 1 nm liegen die elektrischen Felder in GréBenordnungen von 10° % bis 107 % vor.

Ausbreitungsrichtung 2 Retrograde

E ’ SAW Volumenauslenkung

=

= i

e} T z
ma gt <’
T 1

£3—>
XZ X1

Abbildung 2.5:

Darstellung der oszillierenden Bewegung der Volumenelemente einer in x1-Richtung laufenden Oberflichenwelle.
(In Anlehnung an [62]).

SH-Welle

Die weitere typische Schwingungsmode in Festkorpern ist die Scherwelle (auch Transversalwelle ge-
nannt). Diese Mode ist eine horizontale Schwingungsmode, welche senkrecht zur Ausbreitungsrichtung
polarisiert ist und eine vernachlissigbare xs-Komponente besitzt. Sie besitzt somit keinen longitudina-
len Anteil und ist eine reine transversale Mode (vgl Abb. 2.6.). Die Scherwelle ist typischerweise eine
Volumenwelle. Ist die akustische Energie an die Oberfliche gebunden und fillt das elektrische Feld
exponentiell in das Volumen hinein ab, spricht man von einer sogenannten Love-Welle. Die Lésung
der Wellengleichungen fiir z3 < 0 fithrt zu folgende Auslenkungen w; ([52, 63]):

uyp = ApeFrselkri—wt) (2.20)
Uy = Agelselhra—wt) (2.21)
us = 0. (2.22)

Ausbreitungsrichtung

X b SAW

Abbildung 2.6:
In x1-Richtung propagierende Oberflichenwelle auf der x1 — x2-Ebene. Die Volumenelemente werden bei der
horizontal polarisierten Scherwelle in x2-Richtung ausgelenkt.
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2. Theoretische Grundlagen

2.2.4. Erzeugung akustischer Oberflichenwellen und deren Superposition

In allen Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden die akustischen Oberflichenwellen mittels
interdigitaler Schallwandler (IDTS) erzeugt. Als ein weit verbreitetes Instrument der SAW-Anregung
finden sich in der Literatur detaillierte Beschreibungen. So sei an dieser Stelle auf folgende Dokumente
verwiesen: Surface Acoustic Wave Filters in Telecoummunications von David Morgan [64], Acoustic
Wave Sensors von David S. Ballantine et al. [54], Acoustic Waves: devices, imaging, and analog signal
processing von Gordon S. Kino [65] und Surface Acoustic Wave Devices in Telecommunications von
Kenya Hashimoto [58]. Im Folgenden wird die Erzeugung akustischer Oberflachenwellen durch IDTs
erklart, die Bauteilberechnung beschrieben und die Entstehung zweidimensionaler Stehwellenfelder
erlautert.

Interdigitale Schallwandler

Unterliegt ein piezoelektrisches Material einer elastischen Deformation, so entsteht ein makroskopisch
messbares elektrisches Feld an den Grenzflichen des Materials. Der Ursprung dieses direkten piezoelek-
trischen Effekts liegt in der Verschiebung der Ladungsschwerpunkte und der hieraus resultierenden
Ausbildung von Dipolen in dem verformten Material. Neben Einkristallen wie Quarz (SiO2), LiNbOs3
oder LiTaO3 kénnen nichtleitende ferroelektrische Materialien oder diverse Keramiken piezoelektrische
Eigenschaften aufweisen.

Wird wiederum durch das Anlegen eines elektrischen Feldes an den Grenzflichen des piezoelektrischen
Materials die Oberfliche gestort, so kommt es aufgrund des inversen piezoelektrischen Effekts zu einer
Verzerrung der Gitterstruktur. Diese Storung, in Form einer Gitterverzerrung, breitet sich vom Ort
ihres Entstehens zg mit der Schallgeschwindigkeit ¢ des Materials aus.

Wird eine Wechselspannung mit der Frequenz f am Ort xq angelegt, so wird eine periodische Stérung
T= % erzeugt, die nach einer Periode T eine Strecke von

D 7 (2.23)
zuriickgelegt hat. Durch eine erneute Anregung am Ort 1 = x¢ + p zum Zeitpunkt ¢, = nT
mit n € N kann die hervorgerufene Gitterverzerrung verstéarkt werden. Mit einer Elektrode, deren
Kontakte sich auf den Positionen x,, = zy 4+ np befinden, kann die Gitterverzerrung beliebig oft ver-
stéarkt werden. Diese sogenannten interdigitalen Schallwandler (IDTs) wurden erstmals von White und
Voltmer 1965 [49] beschrieben und bestehen aus zwei kammartigen Strukturen (Elektroden), welche
auf der Substratoberfliche aufgebracht werden und deren Finger ineinander greifen. Der periodische
Fingerabstand p einer Elektrode definiert die Wellenldnge Agaw der erregten SAW, wihrend die
Breite der Wellenfront durch die Lénge der ineinander reichenden Finger, der sogenannten Apertur
W, festgelegt ist. Fiir die Erzeugung einer SAW wird eine Elektrode auf Masse (Ground) gelegt und
an die zweite Elektrode eine Wechselspannung (HF') mit der Frequenz f angelegt, die der Losung
der GI. 2.23 in Abhéngigkeit der Schallgeschwindigkeit ¢ und dem periodischen Fingerabstand p
entspricht. Die Phasengeschwindigkeit der SAW wvgaw ist die Schallgeschwindigkeit des Materials ¢
und die Frequenz f entspricht der Resonanzfrequenz fies der IDT-Struktur® und befindet sich hier im
MHz-Regime.

Die Orientierung des IDTs auf der Substratoberfliche definiert des Weiteren die Ausbreitungsrichtung
b der SAW. Aufgrund der Symmetrie des Bauteils wird zu beiden Richtungen eine Oberflichenwelle
angeregt. Dies fihrt vor allem in den mikrofluidischen und sensorischen Experimenten zu einem
Verlust der eingekoppelten HF-Leistung, da die halbe Leistung ungenutzt verbleibt. Dies kann durch
Reflektorstrukturen verhindert werden, da diese jedoch zusétzlichen Raum einnehmen und dieser nicht
zur Verfiigung stand, wurde in dieser Arbeit auf diese zusétzliche Komponente verzichtet. Zur effektiven

3Die Frequenz mit maximaler Leistungsaufnahme des IDTs kann von f verschieden sein.
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2.2. Akustische Oberflachenwellen

Anregung von Oberflichenwellen kénnen die Finger der IDT-Struktur noch weiter unterteilt werden.
Diese IDT-Strukturen mit n-fach geteilten Fingern nennt man Split-n IDT. In den nachfolgenden
Experimenten werden allerdings nur Split-1 IDTs verwendet.

Die hier beschriebene IDT-Struktur mit konstantem Abstand und paralleler Ausrichtung der Finger
wird als Standard-IDT (SIDT) bezeichnet. Abhéngig von den Anforderungen existieren weitere Mog-
lichkeiten der Wellenanregung durch unterschiedliche Strukturformen. So kann iiber Tapered-IDTs
(TIDT) eine ortsaufgeloste, tiber Focused-IDTs (FIDT) eine fokussierte und iiber Chirped-IDTs (CIDT)
eine heterogene Anregung von SAWs erreicht werden. Fiir eine detaillierte Beschreibung dieser Formen
sei auf die oben genannte Literatur verwiesen, da mit Ausnahme einer speziellen Form des CIDTs* in
Kap. 4.8.2. in dieser Arbeit nur SIDTs verschiedener Wellenldngen und Orientierungen verwendet
wurden. Eine schematische Darstellung ausgewahlter Strukturen ist in Abb. 2.7. abgebildet. Das
gesamte Element, bestehend aus dem piezoelektrischem Material und der IDT-Struktur, wird im
Folgenden als SAW-Chip bzw. SSAW-Chip bezeichnet.

b Schallpfad >
kontinu-} | @f<f<f T X2 )”

w ierlich | i diskret /

< —— Q<
: |e——
i — \
I — \
Schallpfad ; \

Standard - IDT (SIDT) Chirped - IDT (CIDT) Tapered - IDT (TIDT)

Abbildung 2.7:

Darstellung eines Standard-, Chirped- und Tapered-IDTs. Wihrend bei einem SIDT nur eine Wellenldnge (iber die
komplette Schallpfadbreite angeregt werden kann, liegt bei einem CIDT und TIDT je nach Frequenz eine
unterschiedliche Wellenldnge vor. Bei einem CIDT ist Asaw (lber die Schallpfadbreite konstant, im Gegensatz zu
einem TIDT, bei dem durch die Wahl der Frequenz die Position des Schallpfades fiir f mit fo < f < f; festgelegt
werden kann.

Impedanzanpassung und Leistung

In der Hochfrequenztechnik ist eine einheitliche Impedanz der Hochfrequenzbauteile essentiell. Sind die
komplexen Widerstdnde Ze. 1, Ze, 2 der verwendeten Bauteile nicht aufeinander angepasst, so kommt
es zur Reflexion des HF-Signals an der Schnittstelle zwischen beiden Bauteilen. Der Reflexionsfaktor
R, betrdgt dabei [66]

Zel.,l - Zel.,2

R = .
¢ ch.,l + ch.,Q

(2.24)

Die kommerziell in den Experimenten erwerbbaren verwendeten HF-Komponenten und -Kabel besitzen
eine standardisierte Impedanz von Z =50 ).

Da die Impedanz eines IDTs neben der Geometrie auch von dem Feldverlauf im piezoelektrischen
Substrat abhéngig ist, ist eine analytische Berechnung der Impedanz duflerst komplex. Eine Moglichkeit

4Der in dieser Arbeit verwendete CIDT besteht im Prinzip aus einer Aneinanderreihung verschiedener SIDTs unter-
schiedlicher Wellenlédnge.
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2. Theoretische Grundlagen

der Berechnung ist die sogenannte Querfeldndherung (engl. cross-field-model) [67]. Diese beschreibt
den IDT mittels eines Ersatzschaltbildes, bestehend aus einer gemischten Schaltung aus ohmschen
Widerstédnden und Kondensatoren und liefert relativ exakte Ergebnisse fiir SIDTs. Hierbei wird das
elektrische Feld durch senkrecht laufende Feldlinien zwischen den Fingern angendhert. Die Impedanz
eines IDTs Zipr bei der Resonanzfrequenz fes kann durch GI. 2.25 beschrieben werden:

1
8K 24(E) fres NCy

ZIDT(fres) (225)

mit K2;(Z) als richtungsabhéngigen elektromechanischen Kopplungsfaktor (siehe GI. 2.13) des piezo-
elektrischen Materials und N als Anzahl der Fingerpaare. Die Gesamtkapazitdt C ist abhingig von
der Apertur A des IDTs und Cy der Kapazitéit eines Elektrodenpaars pro Langeneinheit:

C, = CoAN (2.26)

Die Kapazitiat Cy ldasst sich wiederum iiber das Metallisierungsverhéltnis £, auch Tastverhéltnis
(Fingerbreite/Periode), des IDTs und der relativen Permittivitat e, des piezoelektrischen Substrates
berechnen:

Co = (13.02% + 2.16¢ + 4.74) (e + 1) [Iﬂ (2.27)

Das Tastverhéltnis der verwendeten IDTs ist stets & = 0.5. Eine detaillierte Beschreibung der
Berechnung kann aus [64] und [58] entnommen werden.

Die angelegte HF-Leistung kann durch die Einheit ,Milliwatt“ (mW) oder durch die logarithmische
Einheit dBm ausgedriickt werden. Der Zusammenhang zwischen beiden Gréfen ist wie folgt definiert:

P(W)

P(dBm) =10 loglo m

(2.28)

Superpositionierung akustischer Oberflichenwellen

Durchlaufen zwei Wellenziige mit gleicher Frequenz f = )\Siw bzw. Wellenldnge Asaw gegensétzlich

dasselbe Raumgebiet, so entsteht durch Superpositionierung eine stehende Welle [68]. Das Ergebnis
ist eine durch Interferenz erzeugte stehende Welle mit ortsfesten Bauchen und Knoten (vgl. Abb. 2.8.).
Im einfachsten Fall gleicher Amplituden entstehen ortsfeste Bduche mit maximaler Amplitude und
Knoten mit verschwindender Amplitude, deren Absténde eine halbe Wellenldnge betragen. Die re-
sultierende Welle ¢ ldsst sich durch Addition der interferierenden Wellen unter Verwendung des
Additionstheorems sin(a) + sin(b) = 2sin( %) cos(%52) berechnen.

Propagieren zwei gegenldufige identische Wellen ¢; und ¢9 in x-Richtung und weisen eine Phasenver-

schiebung von ¢ = 2T mit dem Gangunterschied As auf, so gilt fiir ¢, [69):

o1(t,z) = Asin(wt + k) (2.29)
@o(t,x) = Asin(wt — kx + 9) (2.30)
os(t,x) = ¢1(t,x) + ¢a(t,z) = 2Asin <wt + g) cos <kx — g) (2.31)

mit der Kreisfrequenz w, der Wellenzahl k = % = 27” und der Ausbreitungsgeschwindigkeit c¢. Durch

eine Anderung des Gangunterschiedes, beispielsweise beim eingekoppelten HF-Signal, kann eine
Verschiebung des Stehwellenfeldes hervorgerufen werden.
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2.2. Akustische Oberflachenwellen

Intensitat (1)

Intensitat (1)

Abbildung 2.8:

Entstehung einer Stehwelle durch Interferenz. Oben: links- und rechtslaufende Wellen zum Zeitpunkt t1. Unten:
Superposition der zwei Wellen. Die zum Zeitpunkt t1 vorliegende Welle ist farblich hervorgehoben.
(In Anlehnung an [51]).

Durch eine weitere Uberlagerung des Stehwellenfeldes in x-Richtung mit einer in y-Richtung ge-
richteten stehenden Welle kann ein zweidimensionales (2D) rasterférmiges Gitter aus Bauchen und
Knotenpunkten (vgl. Abb. 2.9.) generiert werden:

o
(&)

o

100 100

normierte Intensitat | (1)

40

40

Y-Richtung (um) X-Richtung (um)

Abbildung 2.9:

Schematische Darstellung der normierten Intensitit eines akustischen Stehwellenfeldes mit Biuchen (Orte
maximaler Amplitude) und Knoten (Orte minimaler Amplitude). (Entnommen aus [60]).
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2. Theoretische Grundlagen

2.3. Wechselwirkung akustischer Oberflichenwellen mit
Materie

Befindet sich im Schallpfad einer akustischen Oberflichenwelle ein Material, so findet eine Interaktion
der Oberflichenwelle mit dem Material statt. Die Art und die Gréflenordnung der Interaktion ist
hierbei abhéngig von der gewdhlten Wellenmode und den Materialeigenschaften der Stérung. In diesem
Abschnitt soll nun ein Uberblick iiber die physikalischen Grundlagen gegeben werden, die in den
nachfolgenden Kapiteln Anwendung finden.

Waiéhrend in Kap. 3. eine verlustarme Storung der Ausbreitung einer Oberflachenwelle fiir sensorische
Anwendungen essentiell ist (vgl. Kap. 2.3.2.), soll in Kap. 4. die akustische Energie im Substrat durch
Einkopplung in eine Fliissigkeit fiir die kontrollierte Manipulation von Objekten (vgl. Kap. 2.3.4.)
verwendet werden. Abschlieend werden in Kap. 5. die durch die Oberflichenwelle hervorgerufenen
Stimulationsmechanismen auf eine Zellkultur untersucht.

Da hier die komplexen Grundlagen nur ausschnittsweise vorgestellt werden, wird an dieser Stelle auf
die Literatur verwiesen. Gute Zusammenstellungen und Ubersichten von Theorie und Anwendung
der Interaktion akustischer Oberflichenwellen mit Materie konnen z. B. in folgenden Schriftstiicken
gefunden werden: [70-74]. Des Weiteren werden die Grundgleichungen der Hydrodynamik (z. B.
Kontinuitatsgleichung, Navier-Stokes-, Euler- und Bernoulli-Gleichung) als bekannt vorausgesetzt
und koénnen ggf. aus der Literatur entnommen werden: Lehrbuch der Theoretischen Physik - VI
Hydrodynamik von L.D. Landau und E.M. Lifschitz [75].

2.3.1. Dampfung akustischer Oberflichenwellen

Ist die Schichtdicke eines Materials (z. B. Wasser) im Schallpfad einer akustischen Oberflichenwelle
gegeniiber der Wellenlédnge Agaw nicht mehr vernachldssigbar, so kommt es zu einer Ddmpfung der
Oberflaichenwelle. Durch den Oberflichenbelag wird nicht nur die Geschwindigkeit vgaw beeinflusst,
sondern auch die Energie der Oberflachenwelle durch Wellenabstrahlung verringert. Die Einkopplung
der akustischen Energie in das Oberflachenmedium ist dabei abhéngig von den Bewegungskomponen-
ten der Welle: Eine transversale Komponente normal zur Substratoberfliche erzeugt longitudinale
akustische Wellen im Oberflichenmedium (out-of-plane Dadmpfung «,,), wihrend transversale und
longitudinale Bewegungskomponenten durch die viskose Kopplung Scherwellen (in-plane Dampfung
aip) im Oberflichen-Medium erzeugen. Dieser Energieverlust kann nach [76] wie folgt beschrieben

werden:
PFUF
oy = ————— 2.32
P psawvsaw Asaw (2:32)
1
npr z,-3
e Vi 2.33
Qip 47TP§AWUSAW SAW ( )

pr, vp und 7 beschreiben die Dichte, Schallgeschwindigkeit und Viskositat der Fliissigkeit, Agaw die
Wellenldnge der Oberflichenwelle sowie pgaw und vsaw die Dichte und Schallgeschwindigkeit des pie-
zoelektrischen Materials. Die relevante Grofe der 1/e-Abklinglange ergibt sich aus dem Zusammenhang

lCalc — 04_1
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2.3. Wechselwirkung akustischer Oberflichenwellen mit Materie

Mit der Dichte pr =1g/ml, der Schallgeschwindigkeit cp =1480m/s und Viskositdt n = 1 mPas von
Wasser (T' = 20°C) ergeben sich somit fiir ausgewéhlte Substrate und Ausbreitungsrichtungen b
folgende 1/e-Abklingkléngen:

Substrat | b |G in 1 Agaw] | 199 in [10° - Asaw]
LiNbOg3 128° rot Y-Cut X 12.5 1.03
LiNbOg3 128° rot Y-Cut 45° 11.2 0.98
LiTaOg3 36° rot YX-Cut X 20.9 1.70

Tabelle 2.3:
1/e-Abklinglinge 1C%1° akustischer Oberflichenwellen fiir ausgewahite Substrate und Richtungen durch Benetzung
der Substratoberfliche mit einem Material.

Die 1/e-Abklingldnge l;, kann wegen l,, < I;, vernachléssigt werden. Dies ist besonders fiir Rayleigh-
Welle relevant, da diese aufgrund der Substratauslenkung in z-Richtung durch die a,p-Dédmpfung
innerhalb weniger Wellenldngen abklingt, wohingegen die Scherwelle nahezu unbeeinflusst iiber einen
weiten Streckenabschnitt propagiert.

2.3.2. Sensorik mit Verzogerungsleitungen

Propagiert eine akustische Oberflichenwelle auf einer Substratoberfliche, deren Oberflicheneigenschaft
durch Materialablagerung modifiziert wird, so erfahrt die Welle eine Verdnderung ihrer Ausbreitungs-
eigenschaften. Durch die Interaktion der SAW mit einem auf der Oberfliche befindlichen Medium wird
die Geschwindigkeit und/oder die Amplitude der SAW stark beeinflusst. Dieses Phédnomen kann mess-
technisch erfasst und ausgewertet werden und wird fiir die Realisierung und Anwendung sogenannter
SAW-Sensoren verwendet. SAW-Sensoren sind prinzipiell gekennzeichnet durch die Fahigkeit eine akus-
tischen Oberflichenwelle auf einem piezoelektrischen Substrat durch einen Sende- und Empfangs-IDT
zu erzeugen und zu detektieren. Uber den Abstand der Mittelpunkte der IDT-Strukturen und somit
der Laufstrecke | der SAW kann die absolute Grofie der Beeinflussung eingestellt werden. Nach ihrer
Erzeugung am Sende-IDT wandert die Oberflichenwelle auf der Substratoberfliche und erreicht nach
einer gewissen Zeit den Empfangs-IDT. Die hierbei auftretende Zeitverzégerung gibt der Laufstrecke
des Bauteils ihren Namen: die Verzogerungsleitung (engl. delay line).

In sensorischen Anwendungen gilt grundsétzlich: Wellenmoden, bei denen die akustische Energiedichte
nahe der Substratoberfliche konzentriert ist, sind fiir sensorische Applikationen besser geeignet. Je
grofer der Anteil der an der Sensoroberfliche gebunden Energie ist, desto héher ist die Sensitivi-
tat gegeniiber Verdnderungen auf der Substratoberfliche [77]. Diese Anforderung erfiillen die drei
am hiufigsten Verwendeten SAW-Sensoren und koénnen in folgende Klassen untergliedert werden:
Rayleigh-SAW -, Lamb- Wave- und Love- Wave-Sensoren. Alle drei Klassen besitzen unterschiedliche
Vor- und Nachteile, besonders beziiglich der Démpfung in Fliissigkeiten. Wahrend Rayleigh-SAW-
und Lamb-Wave-Sensoren eingeschrankt aufgrund ihrer Dampfungseigenschaften hauptséchlich als
Gas-Sensoren verwendet werden, etablierten sich Love-Wave-Sensoren als die sensitivsten akustischen
Sensoren [78].

Love-Wave-Sensoren nutzen die SH-Mode, um Dampfungsverluste zu minimieren und weisen eine
solide Deckschicht als Wellenleiter auf der Oberfliche des piezoelektrischen Substrats auf. Besitzt
der Wellenleiter eine niedrigere Schallgeschwindigkeit als das piezoelektrische Substrat wie bspw.
Si04, so koppelt die Scherwelle in die Fithrungsschicht (engl. guiding-layer) ein. Hierbei wird die
akustische Energie an der Oberfliche konzentriert und somit die Sensitivitét des Sensors als Funktion
der Schichtdicke erhoht [79]. Typischerweise wird fiir Love-Wave-Sensoren das piezoelektrische Material
LiTaOg3 36° rot YX-Cut verwendet.
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Allgemein l4sst sich eine Oberflichenwelle (x,y,z2,t), die sich in 2-Richtung ausbreitet, durch Gl. 2.8/
darstellen:
(w,y,2,t) = o (y,2)e™" =" (2.34)

mit v als komplexen Ausbreitungsfaktor einer Welle, welcher sich iiber die Ddmpfungskonstante «
und der reellen Wellenzahl & beschreiben lasst:

7:a+%:a+€r (2.35)

Erfahrt die Oberfliche des Sensors eine Modifikation, so dndert sich der Ausbreitungsfaktor und es
gilt bei konstanter Frequenz in ko-normierter Form [80]:

=== (2.36)

wobei kg und ¢y die Wellenzahl und die Ausbreitungsgeschwindigkeit der ungestérten Wellen darstellen.
Anhand von GI. 2.86 wird ersichtlich, dass die in der Sensorik wichtigsten Parameter der Schallwelle
die Amplitudenddmpfung Aa/kg pro Wellenzug und die relative Anderung der Ausbreitungsgeschwin-
digkeit Ac/cg sind.
Im Allgemeinen gibt es eine Vielzahl diverser Einfliisse auf das SAW-Signal, die jeweils einen Beitrag
zur Gesamtidnderung des Signals liefern. Hierunter fallen Anderungen im Massenbelag m, der Dichte
p, der Viskositdt 1, des Schermoduls G, der Leitfdhigkeit o, der Permittivitét e, der Temperatur T’
und des Drucks p. Diese sind in Gi. 2.37 zusammengefasst [53]:

klo = k‘io (S;Am—i— %An—l—?}—zAp—l— %AG—I—%AT—}— g—;Ap—i- gZAU—i—(ZZAe) (2.37)
Wird der komplexe Ausbreitungsfaktor gemessen, so wird stets eine Uberlagerung aller Einzelbeitrige
erfasst. Die Beschreibung der relevanten Beitrdge und deren Einfliisse auf die SAW-Propagation wird

an geeigneter Stelle in Kap. 3.4. genauer erldutert. Als weiterfithrende Literatur werden folgende
Arbeiten empfohlen: [53], [54], [77], [78], [81] und [82].

2.3.3. Acoustic streaming in Fliissigkeiten

Ein Volumenelement einer Fliissigkeit, durch die eine Schallwelle propagiert, kann durch Druck-
und Geschwindigkeitsoszillationen beschrieben werden. Wéhrend in idealen Fliissigkeiten die mittlere
Partikelauslenkung verschwindet, ist die pro Periode zuriickgelegte Nettodistanz bei realen Fliissigkeiten
bedingt durch die viskose Dampfung ungleich Null. Dieser lokale akustische Effekt zweiter Ordnung
duBert sich schliellich in der Formation einer globalen Stromung — des acoustic streaming — in viskosen
Fliissigkeiten. Die Geschwindigkeit, Langenskala und Geometrie der Strémung ist hierbei abhédngig von
dessen Wellenlédnge, die wirkenden Dadmpfungsmechanismen, sowie von der Schichtdicke der Fliissigkeit
[83].

Unabhéngig von der Schallquelle kann im Allgemeinen das Phidnomen des acoustic streaming in
zwei Kategorien untergliedert werden. Hierbei werden die Abmessungen des fluiden Systems h (z.
B. die Schichtdicke) und die Wellenlédnge der Schallwelle A betrachtet. Ist die Schichtdicke h der
Flissigkeit im Vergleich zur Wellenlénge relativ hoch (h > X), so liegt die Eckart-Stromung vor. Die
zweite Kategorie wird als Rayleigh-Stromung bezeichnet und tritt auf, wenn die Schichtdicke Werte
gemifl § < h < A einnimmt, wobei §, = \/% die viskose Eindringtiefe darstellt, mit ¢ und p als

dynamische Viskositét bzw. Dichte der Fliissigkeit und f als Frequenz der SAW [84].
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2.3. Wechselwirkung akustischer Oberflichenwellen mit Materie

Rayleigh-Stromung

Bei der Rayleigh-Stromung ist die Flissigkeitsbewegung auf die Grenzschicht der Fliissigkeit zum
Festkorper hin konzentriert. Die Grenzschicht wird in eine innere und &uflere Schicht untergliedert,
wobei die Schichtdicke der inneren Schicht durch J, definiert ist. Aufgrund der Randbedingungen
kommt es zur Ausbildung entgegengesetzter rotierender Wirbel (Vortices) in den Schichten, die ein
stabiles Kraftfeld erzeugen. Die gegensétzlichen Stromungen werden daher in eine Stréomung der
inneren Schicht, der Schlichting-Stromung, und die der &ufleren Schicht, der Rayleigh-Stromung
untergliedert. Typischerweise bildet sich entlang der Schallausbreitung jeweils auf der Distanz einer
halben Wellenlénge ein Vortex-Antivortex-Paar aus. Wird die Schichtdicke im Vergleich zur Wellenlénge
groB, so werden die Wirbel der Rayleigh-Stréomung turbulent (siche Abb. 2.10. a)) [83].

Eckart-Stromung

Die Eckart-Stromung, frither auch Quartz-Wind genannt, tritt auf, wenn die akustische Energie sich
im Volumen der Fliissigkeit zerstreut. Wahrend der Propagation einer akustischen Welle durch eine
Fliissigkeit wird ein Teil der akustischen Energie durch die Fliissigkeit absorbiert. Die Absorptionsrate
ist typischerweise proportional zum Quadrat der Frequenz. Durch die Dampfung der Amplitude sinkt
der akustische Druck mit steigendem Abstand zur Quelle. Der Energieverlust und der hierbei hervor-
gerufene Druckunterschied fiihrt zu einem stetigem Impulsfluss und somit zu einem Fliissigkeitsstrahl
im und in Richtung des akustischen Schallpfades. Liegt ein abgeschlossenes Volumen vor, so fiithrt die
Eckart-Stromung zu einer zirkularen Stromung in der gesamten Kammer (siehe Abb. 2.10. b)) [85]. Die
durch die Eckart-Stromung verursachte Kraft kann analytisch berechnet und die hierzu notwendigen
Grundlagen kénnen in [86] gefunden werden.
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Abbildung 2.10:

Akustische Strémung in Abhangigkeit der Schichtdicke h. a) Fiir kleine Schichten § < h < Asaw tritt die
Rayleigh-Strémung mit lokalisierten gegenldufigen Wirbeln auf. b) Fiir Schichtdicken h > Asaw wird die
Eckart-Strémung in Form eines Jets hervorgerufen. (In Anlehnung an [83, 84]).

Trifft nun eine akustische Oberflichenwelle in der Rayleigh-Mode auf eine Fliissigkeit, so koppelt diese
an der Grenzfliche durch Energietransfer als Schallwelle unter dem Rayleigh-Winkel in die Fliissigkeit
ein und wird als Leaky-SAW bezeichnet. Da sich Scherwellen in Fliissigkeiten nicht ausbreiten kénnen,
werden SAW in der SH-Mode vernachléssigt. Der Winkel ist abhéngig von der Schallgeschwindigkeit
der Welle im Medium vg und im Substrat vg, auf der die SAW propagiert:

O = arcsin o (2.38)
Us
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2. Theoretische Grundlagen

Da die Schallgeschwindigkeit in Wasser und auf LiNbO3 1480 3 bzw. 3978 2 betragt, folgt fiir den
Winkel O = 21.8°. Die eingekoppelte longitudinale Schallwelle besitzt eine ebene Wellenfront, deren
Amplitude exponentiell abnimmt und deren Ausbreitungsrichtung dem Rayleigh-Winkel folgt [87].
Im Fall des acoustic streaming durch eine Leaky-SAW ist keine explizite Trennung zwischen beiden
Stréomungsmechanismen méglich, vielmehr stellt sich eine Uberlagerung der einzelnen Strémungen ein.
Bei h < Agaw ist die Rayleigh-Stréomung dominant, welche bei zunehmender Schichtdicke durch die
Eckart-Stromung tiiberlagert wird [88].

Weiterfithrende Informationen zu diesem Thema koénnen aus folgenden Dokumenten entnommen

werden: [83], [88] und [84].

2.3.4. Mikropartikel im akustischen Kraftfeld

Befindet sich ein sphérisches Objekt in einer Flissigkeit, durch die eine Schallwelle propagiert, so
wirken, abhéngig von den Rahmenbedingungen, unterschiedliche Kréfte auf dieses ein. Wéhrend bei
grofen Schichtdicken die durch das acoustic streaming induzierten Scherkrifte tiberwiegen, kann durch
die Verwendung mikrofluidischer Systeme und die damit einhergehende Reduzierung der Schichtdicke
die Eckart-Stromung unterdriickt werden. Ist die Kanalhohe im Vergleich zur Wellenldnge relativ
gering (h < Agaw), so liberwiegt die akustische Kraft (engl. acoustic radiation force), mit deren Hilfe
Objekte kontrolliert manipuliert werden kénnen [89].

In der Literatur sind fundamentale Theorien der akustischen Kraft auf sphérische Objekte in einer
Flussigkeit unter anderem von King [90], Yosioka und Kawasima [91], Gor’kov [92] oder Nyborg [93] zu
finden. Sie beschreiben die resultierende Bewegung von sphérischen Objekten in einem Schallwellenfeld
in Abhéngigkeit der akustischen Eigenschaften (Dichte, Schallgeschwindigkeit und Kompressibilitét)
und des Durchmessers D eines Teilchens im Verhéltnis zur umgebenden Fliissigkeit. Diese Kréfte
bewirken, dass sich die Objekte entlang des Potentialgefdlles meist an den Knotenpunkten eines
Stehwellenfeldes ansammeln. Die hierbei wirkenden Kréfte bilden sich aus der Kombination der
primdren und sekunddren Kraft. Die primére Kraft entsteht durch die Streuung der einfallenden
Schallwelle an einem Objekt, wihrend die sekundére Kraft aus der Interaktion zwischen zwei Objekten
resultiert (vgl. Abb. 2.11.).

Da in Kap. 4. diese Technologie fiir die Ausrichtung lebender Zellen auf einem Chip Anwendung
findet, werden im Folgenden die auf die Zellen wirkenden Driicke und Kréfte erldutert. Die hierbei
verwendeten Herleitungen orientieren sich an [60] und den Formulierungen von Wiklund [94, 95],
Gor’kov [92], Laurell [96] und Collins et al. [97].
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Abbildung 2.11:

Darstellung der durch akustische Krifte hervorgerufenen Bewegung von Mikropartikeln in einem Stehwellenfeld zu
verschiedenen Zeitpunkten. Bei t1 wirkt die akustische Kraft erst seit kurzem, wahrend t2 den
Gleichgewichtszustand darstellt. F ist die durch Interaktion mit der Schallwelle entstehende primare akustische

Kraft und Fg die sekundére akustische Kraft zwischen zwei benachbarten Mikropartikeln (Bjerknes-Kraft).
(In Anlehnung an [96]).

Akustischer Druck auf Mikropartikel

Propagiert eine longitudinale harmonische Druckwelle in z-Richtung durch eine Fliissigkeit, so kann
der wirkende Druck p(z’,t) in einem Volumenelement wie folgt beschrieben werden:

p(2',t) = po + pocovo sin(wt — kz'). (2.39)

Hierbei ist pg der statische Druck im Gleichgewicht einer ungestorten Fliissigkeit, vy die Geschwindig-
keit des Volumenelements, ¢y die Schallgeschwindigkeit in der Fliissigkeit mit der Dichte pg, w die
Kreisfrequenz und k& = w/c die dazugehorige Wellenzahl. Die Koordinate 2/ = x + s(z’,t) wird durch
die Position des Volumenelements im ungestorten Zustand z und die Auslenkung s(z’,t) beschrieben.
Durch Substitution von 2z’ durch z verschwindet das zeitliche Mittel fiir sin(wt — k2’) fiir eine ausrei-
chend grofle Verschiebung s(z’,t) durch die Integration iiber die Zeitdauer einer Periode nicht. Der
zeitlich gemittelte Druck kann daher in zweiter Ordnung genihert werden [94]:

1
< p(2) >=po = Spov5- (2.40)

Der zweite Term der Gleichung 2.40 beschreibt den akustischen Strahlungsdruck und ist dquivalent
zum Term des Staudrucks in der Bernoulli-Gleichung:

1
5,00112 +p=c (2.41)

wobei die Terme ¢ den Gesamtdruck, p den hydrostatischen Druck und gvz den Staudruck beschreiben.
Der statische Druck pg wird somit bei hheren Geschwindigkeitsamplituden des Volumenelements vy
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einer fortschreitenden Welle verringert. Durch die Naherung von 2’
2 =245 )~z +s(2t) =2+ % sin(wt — kz) (2.42)
w

und Einsetzen in die Gleichung 2.39, erhélt man schliefllich den Gesamtdruck im Volumenelement am
Ort z:

p(z,t) = po + pocovp sin {wt —k (z + Z}—O sin(wt — kz))} ) (2.43)

Die primire akustische Kraft

Wird eine Schallwelle an einem sphérischen Objekt mit dem Radius r gestreut, so gilt nach Gor’kov
fiir das Objekt folgendes zeitlich gemitteltes Potential [92]:

U=V <f1Epot - 3f2Ekin> . (244)

Dabei ist V = 4713 /3 das Volumen des Objekts, Epo; und Eyiy, die zeitlich gemittelte potentielle und
kinetische Energiedichte:

<p?>

Epot = 2.45
pot 2POC3 ( )

2
Bn =2 ="~ <; = (2.46)

c und p beschreiben die Schallgeschwindigkeit und Dichte des Objekts und ¢y bzw. pg die gleichbe-
deutenden GroBen fiir das umgebende Medium. < p? > bzw. < v? > sind die zeitlich gemittelten
Fluktuationen des Drucks bzw. der Geschwindigkeit. Durch die dimensionslosen Korrekturwerte f;
und fo wird die Kompressibilitdt des sphérischen Objektes berticksichtigt:

2
_ PoChH
fi=1- e (2.47)
2(p —
fo= (P Po). (2.48)
2p+ po
Fiir ein inkompressibles, steifes Objekt gilt fi + fo = 1.
Gl. 2.44 gilt fiir ein spahrisches Objekt, wenn die Bedingungen
<A (2.49)
r > so (Max. Auslenkung des Volumenelements), (2.50)

erfiillt sind. Mit der Potentialfunktion F' = —VU kann die Kraft F und die Intensitit I berechnet
werden.

Im Fall eines plan-parallelen Resonators ist die durch das Stehwellenfeld erzeugte mittlere Fluktuation
des Drucks < p? > und der Geschwindigkeit < v? > wie folgt definiert:

2

<p*(x) > = p@o cos?(kx) (2.51)

2 P 2
<vi(z) >= sin®(kx 2.52
(@) > = 5o sin (k) (252

mit der Amplitude des Drucks py und der Wellenzahl k = 27”

Durch Resubstituieren der Energiedichten durch die Gleichungen 2.51 und 2.52 und der Kompressibilitét
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8 = p—iQ ergibt sich folgender Ausdruck:

Fuz) = — (’”/50350”) U(B,p) sin(2kz) (2.53)
0
C5p—2py B
(B,p) = 2 Bo (2.54)

mit der Frequenz v = 9 und der Kompressibilitit 3 bzw. 3y des Objekts und von Wasser.

U ist der sogenannte akustische Kontrastfaktor. Je nach Konstellation der beteiligten Materialien
kann es zu einem Vorzeichenwechsel von ¥ kommen, was dazu fiithrt, dass sich die Objekte nicht an
einem Knotenpunkt, sondern an einem Bauch sammeln. Die Kraft F; ist proportional zur Intensitét
I = pg/2poco.

Durch den Druck (2.43) und die erzeugte Kraft (2.53) wandern Objekte entlang des maximalen
Gradienten der Kraft in ein lokales Minimum und verbleiben dort (vgl. Abb. 2.11.). Die lokalen
Minima stellen die Geschwindigkeitsbauche dar, welche zugleich die Druckknoten der stehenden Welle
sind, in denen die Kraft Fy(x) gerade Null ist.

Die sekundare akustische Kraft

Propagiert eine Schallwelle durch eine Suspension, so wird diese an einem in der Suspension befindlichen
Objekt gestreut. Liegt in unmittelbarer Ndhe zu dem streuenden Objekt ein weiteres Teilchen vor,
so interagiert die gestreute Schallwelle ebenfalls mit diesem Teilchen. Dieser Effekt wurde 1909 von
Bjerknes erstmals erwahnt und beschreibt die Kraft, die durch die Streuung einer Schallwelle zwischen
zwei Objekten wirkt [98]. Diese sekundére akustische Kraft wird in der Literatur meist als Bjerknes-
Kraft Fg(x) bezeichnet.
Ist die akustische Wellenlénge A viel grofler als der Radius eines Teilchens r und dessen Abstand zu
seinem benachbarten Teilchen d, kann Fg(z) nach der von Weiser et al. [99] vereinfachten Gleichung
beschrieben werden:

6 [(p—po)*(Bcos’O©—1) ,

Fg(z) = 4nr Spodt ve(x)

2 _ 2
_ w p0(95d2 ﬂO) p2($) ’

(2.55)

wobei d den Mittelpunktabstand zwischen den Sphiren und © den Winkel zwischen der Mittellinie der
Sphéren und der Propagationsrichtung der einfallenden Schallwelle darstellt. Das Vorzeichen von Fg ()
gibt an, ob es sich im Fall eines negativen Vorzeichens um eine attraktive Kraft oder bei einem positiven
Vorzeichen um eine repulsive Kraft handelt. Der linke Term ist stark abhéngig von der Amplitude
der Geschwindigkeit eines Volumenelements v(z), wéhrend der rechte Term von der GréBenordnung
des akustischen Drucks dominiert wird. Sind die Objekte in die Propagationsrichtung der Schallwelle
(© = 0°) ausgerichtet, so ist der geschwindigkeitsabhéngige Term repulsiv, wiahrend er bei © = 90°
attraktiv wirkt. Der druckabhéngige Term hingegen wirkt unabhéngig von der Orientierungsrichtung
attraktiv. Bewegen sich die Objekte in einen Knotenpunkt, so verschwindet der druckabhéngige Term.
Zumeist ist die Gesamtwirkung von Fp attraktiv.

Zweidimensionale Mikropartikelanordnung

In der Literatur wird die Nutzbarmachung der akustischen Kréfte fiir die kontrollierte Manipulation
von Objekten als Acoustic Tweezers bezeichnet. Hierbei wird durch ein System aus gegeniiberliegenden
IDT-Strukturen ein wie in Abb. 2.8. gezeigtes Stehwellenfeld erzeugt, dessen zeitliche und rdumliche
Dynamik durch die Frequenz, Amplitude und Phase der SAW kontrolliert werden kann. Durch die
Positionierung eines Kanals mit der Hohe A < \ oberhalb des Stehwellenfeldes kommt es aufgrund der
herbeigefithrten weiteren Grenzfliche in z-Richtung zu einer Reflexion der propagierenden Schallwelle.
Der reflektierte Amplitudenanteil der Schallwelle wird iiber den Reflexionsfaktor r definiert und lasst
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sich durch GI. 2.56 berechnen [100]
 Ja— 7

== 2.56
r ist hierbei abhingig von der akustischen Impedanz der verwendeten Materialien
Z = pc (2.57)

mit p als Dichte und c als Schallgeschwindigkeit des Materials. Fiir die Berechnung der reflektierten
Schallintensitét gilt der Reflexionsgrad R mit R = 2.

Die partielle Reflexion und die hiermit einhergehende Uberlagerung der Schallwelle fiihrt zu einer
Ausbildung eines Stehwellenfeldes senkrecht zum Substrat. So werden Objekte in einem Mikrokanal
durch das Stehwellenfeld und der dabei induzierten acoustic radiation force kontrolliert ausgerichtet. Ist
der Durchmesser D der in der Suspension befindlichen Objekte gegeniiber der akustischen Wellenlénge
sehr klein (D < \), so lagern sich viele Objekte in einem einzelnen Knotenpunkt an.

Mit dem Ziel, eine einzelne Zelle pro akustischem Knotenpunkt (Eine Zelle pro Knotenpunkt - EZPK)
zu erhalten, beschrieben Collins et al. 2015 das Verhalten von Mikropartikeln in einem akustischen
2D-Stehwellenfeld, deren Durchmesser D in der Grofenordnung der Wellenlédnge liegen (D ~ A) [97].
Wiéhrend die primére akustische Kraft F, die Mikropartikel in die Knotenpunkte treibt (fir ¥ > 0),
bewirkt die sekundére Kraft Fp eine Agglomeration der Objekte. Wahrend F; nach GI. 2.53 neben den
Materialeigenschaften nur vom Abstand x des Objekts zum néchsten Knoten mit sin(2kz) abhingig
ist, nimmt die Bjerknes-Kraft Fp quadratisch mit zunehmendem Partikelabstand d ab. Des weiteren
liegt eine Proportionalitdt der priméren und sekundéren akustischen Kraft mit dem Objektradius vor.
Wihrend die primiire Kraft nur kubisch proportional zum Objektradius ist (Fr o 73), gilt fiir die
sekundire Kraft: Fg o r%. Durch die rdumliche Trennung koénnen in einem schmalen Intervall die auf
die Objekte wirkenden akustischen Kréfte F; und Fp justiert werden, um eine EZPK-Ausrichtung
zu erreichen. Aus geometrischen Uberlegungen und unter Beriicksichtigung der akustischen Krifte
ist fir die sogenannte EZPK-Falle das richtige Verhéltnis der akustischen Wellenlénge A zu dem
Objektdurchmesser D entscheidend. Ist die Wellenlénge gegeniiber dem Objektdurchmesser zu grofl
(A > 4D), konnen sich mehr als ein Objekt in einer halbe Wellenlédnge anlagern. Ist die Wellenlénge
hingegen zu klein (A < 3D), wird Fg dominant gegeniiber F,. Sich in der Nihe befindende Objekte
agglomerieren, obwohl F, weiterhin periodisch wire. Obwohl eine analytische Berechnung von F; und
Fg nach Gl. 2.49 fir den Grenzfall D < X erfolgte, sollten die berechneten Kréfte Fy und Fg im Fall
D~ \/3 durch Gl. 2.53 und GI. 2.55 angenédhert werden konnen.

Unter Beriicksichtigung dieser theoretischen Vorhersagen ist in dem Intervall 3.0 < A/D < 4.0 die
Kraft F, dominant gegeniiber Fig und beziiglich der geometrischen Uberlegungen findet aufgrund der
Ausdehnung der Objekte nur ein Teilchen in einem Knotenpunkt Platz.

In experimentellen Untersuchungen konnte allerdings bewiesen werden, dass die tatséchlichen Intervall-
grenzen von den theoretischen Werten leicht abweichen kénnen. Abhéngig von der Kompressibilitat ist
im Fall steifer Objekte wie Polystyrolkugeln eine EZPK-Ausrichtung nur im Bereich 3.2 < A/D < 3.6
moglich, was auf einen starkeren Abfall von Fr mit steigendem Objektradius als bei Fg hindeutet. Im
Gegensatz hierzu konnen biologische Objekte wie Zellen aufgrund der héheren Kompressibilitdt und
somit kleinerem Fp in einem grofleren Bereich 2.5 < A/D < 4.0 ausgerichtet werden.

Neben der periodischen SAW-Stromung werden durch nichtlineare akustische Effekte Verwirbelungen
hervorgerufen [86, 101, 102]. Dies macht eine Mindestgrofle der Objekte notwendig. Muller et al.
berechneten einen kritischen Objektdurchmesser, ab dem die Objektbewegung durch die primére
akustische Kraft dominiert wird [103]. Unterhalb dieses Grenzwertes wird die Bewegung durch den in-
duzierten Stromungswiderstand bestimmt. Der hierbei berechnete kritische Durchmesser von ~ 200 nm
tir Polystyrolkugeln (p, = 1.030kg m~?, Bp = 3.3710 Pa_l) in Wasser bei einer Frequenz von 100 Hz
ist viel kleiner als der Objektdurchmesser der Teilchen, die in dieser Arbeit ausgerichtet werden.
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Akustische Oberflichenwellen, im Englischen surface acoustic waves - SAW genannt, besitzen am
Lehrstuhl fiir Experimentalphysik I der Universitiat Augsburg eine jahrzehntelange Tradition. Wahrend
dieser Zeit fanden diese ,Erdbeben“ im Nanometer-Bereich eine breite Anwendung. Egal ob in
mikrofluidischen Anwendungen fiir die Durchmischung kleinster Volumina oder in der Quantenoptik
fiir die kontrollierte Manipulation von Quantenpunkten und photonischen Kavitéten, eréffnete die
akustische Oberflichenwelle durch ihre Vielfédltigkeit stets neue Moglichkeiten und Technologien.
Besonders im Bereich der Sensorik konnte die SAW durch ihre hohe Sensitivitdt gegeniiber kleinsten
Anderungen in den Umgebungsbedingungen iiberzeugen. So konnte seit Neuestem beispielsweise durch
die Kombination metallorganischer Geriiste (engl. metal-organic frameworks - MOF) mit SAW ein
hoch sensitiver und spezifischer Gassensor fiir die Detektion verschiedener Gase wie CO2, Hso, He, NHg3
oder HzO entwickelt werden [104]. Doch nicht nur die Detektion von Gasen und Fliissigkeiten ist von
héchstem Interesse, sondern auch die Observierung lebender Organismen. In der biologischen Physik
und in den Biowissenschaften ist in Hinblick auf die Implantatforschung die Charakterisierung und
Vermessung zelluldrer Prozesse wie der Wundheilung oder der Zelladhésion und -migration ein aktueller
Forschungsbereich. Durch die Implementierung der SAW-Sensorik soll dieser Bereich durch ein weiteres
Messverfahren erweitert werden. In der Vergangenheit konnte die SAW-Sensorik bereits erfolgreich
zur Detektion von Lipid-Doppelschichten und der Agglomeration von Proteinen in diesen Schichten
eingesetzt werden [51]. Fiir den Schritt von einem Modellsystem wie einer Lipid-Doppelschicht hin zur
addquaten Vermessung lebender Zellen stellen sich folgende Forschungsfragen:

e Kann durch SAW eine nicht-optische, nicht-invasive Observierung einer Zellkultur erméglicht
werden?

o Kann der Migrationsprozess adhirenter Zellen wihrend der Wundheilung detektiert werden?
o Ist eine Erfassung des Zellwachstums in einem konfluenten Zellrasen moglich?
o Ist eine Quantifizierung des zelluldren Abloseprozesses durchfiihrbar?

e Welche Verdnderungen der Materialeigenschaften fithren zu einem messbaren Unterschied in der
SAW-Propagation?

Das folgende Kapitel widmet sich der Adressierung dieser spannenden Forschungsfragen. Nach der
Schaffung eines Uberblicks iiber den aktuellen Stand der Forschung und der bereits bestehenden
Anwendung akustischer Oberflichenwellen in der biologischen Physik, wird das Zellwachstum in
einem sogenannten Wound-Healing-Assay durch SAW iiberwacht und mit konventionellen Methoden
verglichen. Anschlieflend wird die Besonderheit der SAW-Sensorik in der Quantifizierung des Ablésungs-
prozesses adhédrenter Zellen herausgearbeitet. Abschlielend wird auf Grundlage einer theoretischen
Betrachtung die durch das Zellwachstum hervorgerufene Verdnderung der SAW-Parameter eruiert.
Dieses Kapitel basiert nun in weiten Teilen auf folgender Veréffentlichung:

M.S. Brugger, L.G. Schnitzler, T. Nieberle, A. Wixforth & C. Westerhausen, Shear-horizontal surface
acoustic wave sensor for non-invasive monitoring of dynamic cell spreading and attachment in wound
healing assays, Biosensors and Bioelectronics, 173, 112807, 2020. [105]!

Hnternet-Adresse zur Veréffentlichung:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0956566320307946
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3. Akustische Sensorik

3.1. Motivation und Stand der Technik

Die Mechanismen der Zelladhésion und -migration spielen in multizelluldren Organismen eine entschei-
dende Rolle. Zellen stehen in Kontakt zu benachbarten Zellen oder mit dem extrazelluldren Geriist,
der extrazellularen Matrix (EZM). Das Studium dieser essentiellen zelluliren Vorgénge ist vor allem
in der Biotechnologie fiir die Entwicklung von Biomaterialien, kiinstlichen Geweben, Zellkulturen oder
von Medikamenten von hochstem Interesse. Besonders im Bereich der Implantatforschung ist eine
aussagekraftige Quantifizierung der Biokompatibilitdt und der zelluldren Adhé&sionskraft essentiell
[106, 107].

Die bei der Zelladhésion und -migration stattfindenden intrazelluldren Prozesse, wie die Aktivierung
von Signalwegen oder die Expression von Proteinen, miissen hierbei ohne Beeinflussung der Physio-
logie der Zelle vermessen werden [108]. Markierungsfreie, nicht-invasive Messmethoden bieten die
Moglichkeit, zelluldre Prozesse storungsfrei zu observieren und adressieren somit diese Voraussetzung.
Diese Sensorik kann prinzipiell in drei Messprinzipien untergliedert werden: die elektrische, optische
und akustische Sensorik [54, 108-111].

Hierbei bieten akustische Sensoren auf Basis piezoelektrischer Materialien die einzigartige Mdoglichkeit,
storungsfrei geringste Verdnderungen unter anderem der Viskoelastizitat, Permittivitadt oder der Masse
in der Néhe der Sensoroberfliche zu detektieren [54, 108]. Die Klassen der akustischen Sensoren konnen
in zwei unterschiedliche Funktionsprinzipien untergliedert werden: die akustischen Volumenwellen
(engl. bulk acoustic waves - BAW) und die akustischen Oberflichenwellen (SAW).

Eine weit verbreitete Anwendung finden die auf BAW basierende Quarzkristall-Mikrowaage (engl.
Quartz Crystal Microbalance - QCM). Diese besteht im Prinzip aus einer diinnen Quarzscheibe (AT-
cut), welche zwischen zwei Elektroden angebracht ist. Aufgrund der piezoelektrischen Eigenschaft des
Quarzes fiihrt eine oszillierende Potentialdifferenz zwischen den Elektroden zu einer Scherverschiebung
des Kristalls (engl. Thickness Shear Mode - TSM). Diese mechanische Oszillation ist duflerst sensitiv
gegeniiber jedweder Anderung auf der Quarzoberfliche. QCM sind daher besonders in der Lage, Ad-
sorptionsprozesse an Grenzflichen (fliissig/fest - gasformig/fest) zu iiberwachen. Massenablagerungen
oder Verinderungen der Viskoelastizitit im Medium kénnen so durch Anderung der Resonanzfrequenz
und der Einfiigeddmpfung detektiert werden. Der lineare Zusammenhang zwischen der durch Zellad-
hésion belegten Fldche und der dadurch hervorgerufenen Resonanzverschiebung machen sie besonders
fiir die Detektion biologischen Materials in einer Losung bei Studien im Bereich der Zelladhésion und
-spreitung interessant [112-117]. Die typischen Resonanzfrequenzen eines QCM liegen hierbei in der
Regel im Bereich von 10 bis 50 MHz.

Da die Sensitivitit gegeniiber Massendnderung mit steigender Frequenz zunimmt [118], jedoch die
Dicke des piezoelektrischen Kristalls nicht beliebig reduziert werden kann, ohne die Haltbarkeit des
Sensors signifikant zu beeintréachtigen, sind die Moéglichkeiten der QCM limitiert.

Eine Losung bilden SAW-Sensoren, welche akustische Oberflachenwellen zur Detektion von Verénde-
rungen auf der Substratoberfliche verwenden. Im Gegensatz zu QCM-Sensoren erreichen auf SAW
basierende akustische Sensoren deutlich héhere Arbeitsfrequenzen (O(10% — 10° Hz)). Sie sind neben
der Sensitivitdat gegeniiber Verdnderungen der mechanischen Eigenschaften auf der Sensoroberflédche
auch sensitiv gegeniiber Verdnderungen elektrischer Eigenschaften, wie der Permittivitdt oder der
Leitfihigkeit. Mittels interdigitaler Schallwandler (engl. interdigital Transducer - IDT) wird eine
elektrische Wechselspannung durch die elektromechanische Kopplung in ein akusto-elektrisches Signal
auf einem piezoelektrischen Kristall transformiert — der akustischen Oberflachenwelle. Diese von dem
Sende-IDT ausgesendete Welle propagiert an der Substratoberfliche und wird durch einen weiteren
Empfanger-IDT detektiert. Der als ,Verzogerungsleitung® (VL) (engl. delay line) benannte Schallpfad
der SAW sowie die Aperturen der IDTs beschreiben die sensitive Oberfliche. Massenablagerungen oder
Verdinderungen in den Materialeigenschaften auf der Sensoroberfliche fithren zu Verédnderungen der
SAW-Parameter, wie beispielsweise der Frequenz, Phase oder Dampfung. Abhéngig von den zu mes-
senden Parametern ist die Verzogerungsstrecke entweder frei oder durch eine leitfahige Metallschicht
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kurzgeschlossen. Wahrend bei der freien Oberfliche mechanische und elektrische Verdnderungen an
der Substratoberfliche detektiert werden, werden im kurzgeschlossenen Zustand nur mechanische
Eigenschaften erfasst [119]. Erstmalig erw&hnt in den 1990er Jahren [120, 121], werden SAW-Sensoren
vermehrt in gasformigen und fliisssigen Umgebungen angewendet, unter anderem im Bereich der
(bio)chemischen Sensorik fiir én situ-Experimente zur Vermessung von biologischen Schichten und
deren Materialeigenschaften. Abhéngig vom Kristall und dessen Schnitt kénnen unterschiedlichste
Wellenformen angeregt werden. Hierzu zéhlen Rayleigh-Wellen, Scherwellen, Love- und Lambwellen.
Aufgrund des drastischen Signalverlustes bei Rayleigh-Wellen fiir Frequenzen gréfier als 10 MHz, be-
dingt durch die Leaky-SAW werden fiir sensorische Anwendungen in Fliissigkeiten oberflichengefiihrte,
horizontal polarisierte Transversalwellen (engl. shear-horizontally polarised waves - SH-Wellen) préfe-
riert. Diese propagieren aufgrund der fehlenden vertikalen Auslenkung des Substrates mit minimalen
Verlusten auf einem mit einer Flussigkeit bedeckten Oberflache [121]. Die Belegung der Sensoroberfla-
che mit einer biologischen Schicht, beispielsweise einem Zellrasen, fiihrt zu einer starken Beeinflussung
der Phasengeschwindigkeit und Amplitude einer akustischen Oberflichenwelle. Informationen iiber
die Amplituden- und Phasenédnderung des transmittierten Signals kénnen so verwendet werden, um
Riickschliisse auf die Materialeigenschaften zichen zu kénnen [108]. Auf Grundlage dieser Technologie
wurden bereits verschiedene Studien durchgefiihrt, wie die Untersuchung der Protein-Adsorption und
-Interaktion als auch Lipid- und Polymeranalysen [78]. SAW-Sensoren wurden zudem im Bereich
der Ablagerung, Adhésion und Spreitung von Zellen [122, 123], Zell-Substrat-Interaktion [124], sowie
Zell-basierter Biosensoren fiir die Detektion von Toxinen [125] verwendet.

In der Literatur finden sich jedoch keine Beitrdge zur Untersuchung standardisierter Wound-Healing-
Assays mittels akustischer Sensoren. Ein Wound-Healing-Assay ist die Beobachtung des dynamischen
Prozesses der Wundheilung in einem konfluenten Zellrasen. Dieser findet iiblicherweise mittels optischer
Systeme statt. Dies erfordert ein Mikroskop und die Sicherstellung optimaler Zellkultivierungsbedin-
gungen wihrend der Datenakquisition. Des Weiteren sind insbesondere fiir die Durchlichtmikroskopie
transparente Materialien essentiell. Diese Voraussetzungen limitieren jedoch die Anwendungsgebiete
und Untersuchungsmethoden der Wound-Healing-Assays.

Dieses Kapitel beschéftigt sich nun mit der Anwendbarkeit akustischer Sensoren zur Untersuchung
des dynamischen Prozesses eines Wound-Healing-Assays und des anschlieBenden Zellwachstums. Des
Weiteren wird die Moglichkeit aufgezeigt, den Abléseprozess von einer Substratoberfliche bedingt
durch den Zelltod wie Apoptose oder Nekrose oder durch Zell-lysierende Stoffe zu quantifizieren.
AbschlieBBend sollen die experimentell bestimmten Ergebnisse durch eine theoretische Betrachtung der
Beeinflussung der akustischen Oberflachenwelle erklért werden.

3.2. Methoden und Materialien

Fiir die Detektion adhérenter Zellen auf einer Substratoberfliche miissen Bedingungen geschaffen
werden, sodass auf der einen Seite optimale Kultivierungsbedingungen fiir die Zellen vorliegen und auf
der anderen Seite eine Moglichkeit zur Datenaquisition mittels optischer und elektrischer Verfahren zur
Verfiigung gestellt wird. Eingehend werden in diesem Kapitel der experimentelle Aufbau beschrieben
und die Besonderheiten der verschiedenen Messverfahren vorgestellt. Die hierfiir notwendigen Grund-
lagen kénnen aus Kap. 2.3.2. entnommen werden. Fiir alle Experimente wurde die im Kap. 2.1.5.
beschriebene Zellkultur der MDCK-II-Zellen verwendet. Die hierfiir notwendigen Kultivierungsschritte
kénnen aus Kap. D.2. entnommen werden. Die MDCK-II-Zellen eignen sich durch ihre kollektive
Migration besonders fiir die Gegeniiberstellung der zellfreien Flache mit der Verdnderung des akus-
tischen Signals. In den Herstellerbezeichnungen der einzelnen Reagenzien und Materialien werden
hier und in den nachfolgenden Kapiteln fiir die Hauptzulieferer folgende Abkiirzungen verwendet: SA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) und TF (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).
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3. Akustische Sensorik

3.2.1. Der Sensorik-Chip

Der Kern des Experiments ist der SAW-Chip, welcher durch die Verwendung des piezoelektrischen
Materials LiTaO3 36° rot YX-Cut (Ta) als Love-Wave-Sensor agiert. Das in der SAW-Sensorik
notwendige IDT-Paar besteht aus zwei gegeniiberliegenden IDTs, welche jeweils eine Periodizitit von
a = 20um, eine Apertur von W = 500um und 33 Fingerpaare aufweisen. Der Abstand zwischen
den Mittelpunkten des Sende- und Empfangs-IDT betrigt [ = 2 %ll + lp = 1160pm mit [y der
Aperturldange von {1 = 660 um und dem IDT-Kantenabstand von lo = 500 ym. ! definiert somit die
Verzogerungsleitung, engl. delay line. Aus Griinden der Darstellung wird im Folgenden die Strecke [,
als Verzdgerungsleitung (VL) bzw. Delayline bezeichnet. Die Orientierung der IDTS ist entlang der
Hauptausbreitungsrichtung des Kristalls (X-Richtung) ausgerichtet, wobei die Schallgeschwindigkeit
vra = 4150m/s betrigt. Die gewihlte Periodizitit und die Schallgeschwindigkeit fithren zu einer
theoretischen Resonanzfrequenz von fres = vra/a = 207 MHz. Beim Anlegen einer hochfrequenten
Wechselspannung mit fies an eine IDT-Struktur wird eine horizontal polarisierte Oberflichenwelle in
der SH-Mode mit einer Wellenldnge von Asaw = a angeregt. Diese propagiert entlang der VL zu der
gegeniiberliegenden IDT-Struktur und wird dort empfangen und in ein elektrisches Signal umgewandelt.
Zum Schutz der IDT-Strukturen gegen mechanische Beanspruchung und zur Sicherstellung einer
hohen Biokompatibilitdt wird auf das Substrat eine h = 150 um dicke SiO2-Schicht aufgedampft.
Diese Schicht fungiert ebenfalls als Wellenleiter und wandelt die Oberflichenwelle in eine Love-Welle
um. Aufgrund der vergleichsweise diinnen Schicht (h < Asaw) propagiert jedoch ein Grofiteil der
akustischen Welle im Volumen des Substrates [126]. Zum Zwecke der Ubersichtlichkeit wird die
akustische Oberflichenwelle im Folgenden als SAW bezeichnet.

3.2.2. Der experimentelle Aufbau und Datenakquisition

Der experimentelle Aufbau besteht aus einem SAW-Chip, auf dessen Oberfliche adhérente Zellen in
einem konfluenten Zellrasen kultiviert werden und ein Wound-Healing-Assay durchgefiihrt wird. Der
zugefiihrte zellfreie Bereich und dessen progressiver Verschluss durch Zellmigration und Zellwachstum
wird mittels eines Mikroskops im sogenannten Live Cell Imaging? und eines Vektor-Networkanalyser
(NWA) vermessen. Der Aufbau ist in Abb. 3.1. dargestellt.

Der zuvor beschriebene SAW-Chip wird in einer Leiterplatine mit Sekundenkleber fixiert und durch
eine Silberleitpaste (Acheson Silver DAG 1415M, Acheson Industries Inc., MI, USA) mit der Leiter-
platine kontaktiert (Abb. 3.1. a) 3)). Die Funktionsféhigkeit des SAW-Chips wird anschliefend durch
einen NWA iiberpriift und die Kenndaten (fres, S11(fres)) notiert. Als Behéltnis fiir das Ndhrmedium,
welches fiir die Zellkultivierung notwendig ist, wird eine Polydimethylsiloxane (PDMS)-Kammer
(Abb. 3.1. a) 1)) mit einem Gesamtfassungsvermogen von ca. 3ml auf dem SAW-Chip positioniert.
Zur Vermeidung von Leckagen wird die Kontaktfliche zwischen PDMS und Leiterplatine mit einem
hochviskosen, biokompatiblen Silikon-Fett (Baysilone Paste, GE Bayer Silicones, Deutschland) be-
netzt. AnschlieBend wird der Aufbau mittels einer 70/30-Ethanol/Wasser-Mischung gereinigt und
mit feuchter Hitze bei T = 134°C sterilisiert. Wie aus der technischen Zeichnung in Abb. 3.1. b)
ersichtlich, kann das sogenannte Culture Insert (CI) (Abb. 3.1. a) 2)) (ibidi, Martinsried, Deutschland)
in zwei Orientierungen auf dem SAW-Chip positioniert werden. In der Konfiguration K1 wird das CI
so ausgerichtet, dass eine zellfreie Fliche nach dem Entfernen des CI auf den Aperturen der IDTs
und auf der Delayline entsteht. In der Konfiguration K2 ist die Orientierung des CI derart, dass nur
die Flache zwischen den IDTs (Delayline) von Zellen unbelegt ist. Im Anschluss wird das CI mit
einer nach Kap. D.2. angefertigten MDCK-II-Zellsuspension befiillt und ein konfluenter Zellrasen
gebildet. Hierzu werden in jede Kammer des CI 100yl einer Zellsuspension bestehend aus 80.000
Zellen pro 100l pipettiert. Nach der Zellablagerung und Substratadhésion wird die PDMS-Kammer
mit 1ml frischem Néhrmedium befiillt und fiir 24 h im Brutschrank (HERAcell 150 CO5 Inkuba-

2 Live Cell Imaging ist die Untersuchung lebender Zellen auf dem Mikroskop im Zeitraffer.
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tor, TF) bei idealen Kultivierungsbedingungen (7" = 37°C, wassergesittigte Atmosphére, 5% COq
(v/v)) inkubiert. Nach der Bildung eines konfluenten Zellrasens wird das Nihrmedium vollstandig
entfernt und das CI abgezogen. Fiir das Entfernen nicht adhérenter Zellen wird der Zellrasen dreimal
mit 1 ml PBS (Phosphate Buffered Saline) Losung gewaschen und anschliefend die PDMS-Kammer
mit frischem Néhrmedium befiillt. Durch das Entfernen des CI wird eine zellfreie Fldche auf der
Delayline und, abhéngig von der gewéhlten Konfiguration, auch auf den Aperturen geschaffen. Nach
der Reinigung des Zellrasens wird im Anschluss der so praparierte Versuchsaufbau auf dem Mikro-
skop Olympus CKX41 (Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg, Deutschland) positioniert. Zur
Schaffung optimaler Kultivierungsbedingungen (T = 37°C, 5% COa, wassergesittigte Atmosphére)
befindet sich der Versuchsaufbau wihrend der Messung in einem Mikroskopinkubator (HT 200, ibidi,
Martinsried, Deutschland) mit angeschlossenem Gas-Inkubationssystem (The Brick, Live Imaging
Service, Basel, Schweiz). Beide IDT-Strukturen werden abschlieBend jeweils mit einer Koaxialleitung
an einem Anschluss (Tor, engl. Port) des 2-Port Netzwerkanalysators (ZVL, Rhode & Schwarz GmbH,
Miinchen, Deutschland) angeschlossen. Mittels einer Digitalkamera (Orca 5G, Hamamatsu, Herrsching
am Ammersee, Deutschland) und einem 4 x- bzw. 10 x-Objektiv, werden alle fiinf Minuten Phasenkon-
trastaufnahmen der zellfreien Flache und des Zellrasens im sensitiven Bereich des akustischen Sensors
erstellt. Die Messdauer betrédgt typischerweise 40-70 h.

a) b) Konfig. 1 Konfig. 2
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Abbildung 3.1:

a) Experimenteller Aufbau zur Detektion von Zellen mittels SAW-Sensorik. Mittels einer PDMS-Kammer (1) und
eines Cl (2) wird ein konfluenter Zellrasen mit einem Spalt im sensitiven Bereich auf einem SAW-Chip (3) generiert
und bei idealen Bedingungen kultiviert. Wéhrend der Durchfiihrung des Wound-Healing-Assays werden Amplitude
und Phase der Streuparameter frequenz- und zeitabhingig durch einen NWA erfasst. b) Draufsicht des SAW-Chips
mit den verschiedenen Positionierungsmdglichkeiten des Cl. Konfiguration 1 (Konfig. 1) bildet einen Spalt auf den

Aperturen der IDTs und in der VL, wihrend in der Konfiguration 2 (Konfig. 2) nur die VL von Zellen unbelegt ist.
(Grafik entnommen aus [105]).
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3.2.3. Messverfahren

Messung der Streuparameter

Wie in der Hochfrequenztechnik tiblich, wird auch in der SAW-Sensorik fiir die vollstandige Cha-
rakterisierung des Sensors ein Vektor-Netzwerkanalysator (NWA) verwendet. Hierbei wird die Fre-
quenzantwort des Sensors iiber die Streuparameter S(f) in einem symmetrischen Frequenzbereich um
die Resonanzfrequenz der IDT-Strukturen f,os erfasst. Die Eingangsreflexionsfaktoren S7; und Sao
geben Auskunft iiber die Riickflussdampfung beider IDTs und der Vorwértstransmissionsfaktor Ssq
gibt Information tiber die Transmission zwischen beiden Strukturen in der Vorwértsrichtung.

Die Leistung des Messsignals betridgt P = —10dBm und wird in
einem Spektrum von f € [fres(t = 0) —25 MHz; fies(t = 0) +25 MHz]
erfasst. Zur Reduzierung stérender Signale wie Ubersprechen, Kan-

Start | Stop
S11 | -15ns | 200ns

tenreflexionen, mehrfach reflektierte Transmissionen oder Volumen-

wellen wird das in der Frequenzdomséne erfasste Messsignal durch Sz2 | -15ns | 200 s

Fouriertransformation in die Zeitdoméne transformiert und gefiltert. Sy | 165ns | 365ns
Abhéngig von der Leitungslinge der Koaxialleitungen (I ~ 1.5m)
und der Wegstrecke der VL sind in der Tabelle 3.1 die gewihlten Tabelle 3.1: o
Zeitbereichsfiltergrenzen aufgelistet. Durch diese Methode werden nur Gewahlte: Ze:tbere:chsf:lter-.
grenzen in der SAW-Sensorik.
Signale beriicksichtigt, die in dem definierten Zeitbereich erfasst wer-
den. Durch anschlieBende Riicktransformation in den Frequenzbereich
wird ein deutlich verbessertes Signal-Rausch-Verhiltnis erreicht. Uber ein LabView-Skript (National
Instruments, Austin, Texas, USA) werden die durch den NWA erfassten Daten der Amplitude der
Streuparameter S(t) in dem definierten Spektrum ausgelesen und in einem Textdokument gespeichert.
Die Auflésung des Spektrums betriagt 2001 Messpunkte. Die durch Zellmigration hervorgerufene
Anderung der Resonanzfrequenz wird durch Bestimmung der globalen Extremwerte ag;t) = 0 der
Amplitude (Minima fiir S1; und Saz bzw. Maxima fiir So;) in dem definierten Spektrum erfasst. In

einem gesonderten Textdokument wird der Extremwert und die korrespondierende Frequenz fyes(t)
zeitabhéngig aufgetragen. Zuséitzlich wird die Phase ¢(¢) bei der Resonanzfrequenz zu Beginn der
Messung fres(t = 0) aufgetragen. Die Ausleserate iiber die komplette Messdauer betragt fir ein
Wound-Healing-Assay 2.5 Minuten und fir die Zellablésung 15 Sekunden.

Wound-Healing-Assay

Das sogenannte Wound-Healing-Assay bietet die Mdoglichkeit, die progressive Migration von Zellen
zweier gegeniiberliegender konfluenter Zellrasen in einen zellfreien Bereich zu observieren. Zur Schaffung
identischer Startbedingungen wie Konfluenz, Zelldichte oder Breite des zellfreien Bereiches wird eine
kommerziell erhéltliche Silkionkammer verwendet. Dieses sogenannte Culture Insert (CI) ist eine
zweigeteilte Silikonkammer mit einer adhéisiven Oberfléche, die in eine Zellkultur eingebracht werden
kann. Die Breite des mittleren Stegs betrdgt 500 um =+ 50 um und bildet nach dem Entfernen des
CI eine kinstliche ,Wunde“ im konfluenten Zellrasen. Nach einer kurzen Verzégerung beginnen
die Zellen an der Zellrasenkante in den neu geschaffenen zellfreien Bereich mit einer konstanten
Geschwindigkeit zu migrieren [127]. Abhéngig von der gewidhlten Konfiguration wird der zellfreie
Bereich in unterschiedlichen Auflésungen erfasst. Aufgrund der numerischen Apertur kann mit einem
10 x-Objektiv nur der Bereich der VL erfasst werden, was ausreichend fiir die K2-Konfiguration ist. Fiir
die K1-Konfiguration muss daher ein 4 x-Objektiv gewédhlt werden, dies hat allerdings eine niedrigere
Auflésung zur Folge.
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Zellablosung

Neben der Observierung der Zellmigration in einen zellfreien Bereich soll die Ablésung adhérenter
Zellen von der Substratoberfliche untersucht werden. Nach dem kompletten Wundschluss und der
Bildung eines konfluenten Zellrasens wird die Zellkultur von der Substratoberfliche entfernt. Dies
geschieht entweder iiber eine enzymatische Verdauung durch Trypsin oder Accutase oder durch Zugabe
von Zell-lysierenden Substanzen in das Ndhrmedium. Da Trypsin oder Accutase einen Austausch
des Ndhrmediums durch die Losung erfordert, kommt es im Messsignal des NWA bedingt durch
Unterschiede ,u. a. in der Temperatur und Leitfdhigkeit, zu starken Fluktuationen. Um dies zu
minimieren werden stattdessen Zell-lysierende Substanzen wie Triton X-100 (¢ = 0.05%) (T8787,
SA) oder das Enzym-basierte Reinigungsmittel Terg-a-zyme® (¢ = 2.5g/1) (72273287, SA) in das
Nédhrmedium gegeben. Des Weiteren werden Zellen in die Apoptose durch Temperaturerhohung
(T > 42°C) der Zellkultur iiberfiihrt.

Messung der Molalitat

In der SAW-Sensorik unterliegt die Storung der propagierenden Oberflichenwelle verschiedenen
Faktoren. Neben dem Massenbelag durch migrierende Zellen fiihrt eine Anderung der Leitfihigkeit der
SAW-Chip-bedeckenden Elektrolyt-Losung ebenfalls zu einer Stérung der SAW. Die elektrolytische
Leitfahigkeit ist hierbei proportional zur Molalitdt cosy der Elektrolyt-Losung. Das Nahrmedium
ist ebenfalls eine Elektrolyt-Lésung mit unter anderem dissoziierten Na®, K+, Ca?t und CI~ -
Tonen. Ein Verdampfen des Ndhrmediums fihrt zu einer Erhéhung der ITonenkonzentration und
somit zu einer Anderung der Molalitéit. Dies geschieht im Mikroskopinkubator bei T = 37 °C mit
deaktiviertem Gas-Inkubationssystem. Wahrend sich das Volumen durch Evaporation verringert,
wird zu bestimmten Zeitpunkten eine V' = 50ul Probe entnommen und die Molalitdt cosm mit
einem Gefrierpunkt-Osmometer (Osmomat3000, Gonotec GmbH, Berlin, Deutschland) bestimmt. Das
entnommene Probenvolumen wird nach der Messung wieder zurickgefiihrt. Wahrenddessen werden
die Streuparameter durch den NWA alle 2.5 Minuten aufgezeichnet.
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3.2.4. Datenauswertung
‘Wound-Healing- Assay

Die hochauflésenden Phasenkontrastaufnahmen in Abb. 3.2. a) zeigen die progressive Zellmigration in
den zellfreien Bereich zu verschiedenen Zeitpunkten in der K2-Konfiguration. In rot dargestellt ist die
verbleibende zellfreie Flache. Abhéngig von der gewéhlten Konfiguration wird der zellfreie Bereich
fiir K1 in die Sektionen IDT-1 bzw. IDT-2 fiir die Fliache auf der Apertur und VL fiir die Delayline
eingeteilt. In der K2-Konfiguration wird der zellfreie Bereich des Schallpfades als VL bezeichnet. In
der ersten Aufnahme ist der komplette sensoraktive Bereich gelb hinterlegt, wobei VL durch ein gelbes
Rechteck gekennzeichnet ist. Stellvertretend fiir K1 sind in der Aufnahme Teilausschnitte der Apertur
IDT-1 bzw. IDT-2 oberhalb und unterhalb von VL zusétzlich gekennzeichnet. Die Auswertung der
zellfreien Flache im Bereich der VL erfolgt halbautomatisch durch das modifizierte ImageJ-Macro
MRI-Wound-Healing tool®. Hierbei wird der kiinstliche Spalt durch die Software detektiert und
anschliefend durch rote Pixel markiert. Irrtiimlich erfasste oder ausgeschlossene Bereiche werden
anschliefend manuell korrigiert. Fiir den Bereich der Apertur erfolgt die Auswertung jedoch vollstdndig
manuell, da aufgrund der Struktur keine verléssliche Software-unterstiitzte Kantendetektion moglich
ist. Die ermittelten zellfreien Flichen F'(t) werden auf den Ausgangswert zu Beginn der Messung F'(0)
normiert (Fuig(t) = F(t)/F(0)). Die normierte Fliche Finig(t) wird als Funktion der Zeit anschliefend
aufgetragen und ist in Abb. 3.2. b) dargestellt. Die nummerierten sternformigen Symbole beschreiben
die ermittelte zellfreie Fliche in den Mikroskopieaufnahmen in Abb. 3.2. a).
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Abbildung 3.2:

a) Progressive Zellmigration adhdrenter MDCK-II-Zellen in einem Wound-Healing-Assay auf einem SAW-Sensor in
der K2-Konfiguration zu ausgewahlten Zeitpunkten. Gelb hinterlegt ist die aktive Fliche des Sensors. Das gelbe
Rechteck beschreibt die Verzégerungsleitung, wahrend die Bereiche oberhalb und unterhalb der VL Teilausschnitte
der Aperturen IDT-1 und IDT-2 zeigen. b) Normierte zellfreie Fliche der VL in Abhingigkeit der Zeit t.
Hervorgehoben sind die ermittelten zellfreien Bereiche der Mikroskopieaufnahmen aus a).

3Internet- Adresse: https://github.com/MontpellierRessourcesImagerie/imagej_macros_and_scripts/wiki/
Wound-Healing-Tool
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3.2. Methoden und Materialien

Auswertung der Streuparameter

Die durch den NWA ermittelten Daten beschreiben die zeitliche Entwicklung der Amplitude der
Streuparameter S11, Sa2 und Sa; und der Resonanzfrequenz fies(t) im Frequenzbereich S(f,t). Neben
der frequenzabhéngigen Amplitude S wird auch die Phase der akustischen Oberflichenwelle ¢(t)
erfasst. In Abb. 3.3. sind die Parameter einer beispielhaften Messung zum Zeitpunkt ¢ = Oh und
t = 19h dargestellt. Der Graph in Abb. 3.3. a) beschreibt den Verlauf der Riickflussddmpfung mit dem
markanten Minimum der Amplitude Sas bei der Resonanzfrequenz fos. Wie in der Abbildung ersichtlich
ist, fithren geringfiigige Abweichungen von fies zu vermeidbaren Fluktuationen der Amplitude S. Um
die wihrend der Messung stattfindende geringfiigige Verdnderung der Resonanzfrequenz fes(t), bedingt
u. a. durch die Zellmigration, zu kompensieren, werden im Folgenden fir die Betrachtung der absoluten
Amplitudendnderung AS stets die ermittelten Extremwerte betrachtet. Neben der Riickflussdampfung
ist in Abb. 3.8. b) die frequenzabhingige Amplitude der Transmission So; mit ihrem Maximum
aufgetragen. Die Position fiax des Maximums ist unter anderem von den Resonanzfrequenzen freg
der IDT-Strukturen und dem Massenbelag der VL abhéngig. fmax der maximalen Transmission bei
t = Oh definiert die Messfrequenz fiir die Phase ¢(t, fmax(t = 0)). In den folgenden Messergebnissen
wird stets der relative Unterschied AS bzw. A¢ angegeben, welcher sich aus dem Unterschied zwischen
dem Messwert zum Zeitpunkt ¢ und dem Wert zu Beginn der Messung bei ¢ = 0h berechnet.
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Abbildung 3.3:

Gemessene Riickflussdimpfung Sz, (a)) und Transmission S2; (b)) einer beispielhaften Messung in der
K1-Konfiguration zu Beginn der Messung (t =0h) und nach dem kompletten Wundschluss (t =19 h) im gewdihlten
Messspektrum. Wie an den Markierungen und in den Inset-Diagrammen (*),*¥*)) ersichtlich ist, findet durch die
Zellmigration eine leichte Frequenzverschiebung um Af statt. Zur Kompensation dieser Verschiebung werden bei
der Datenauswertung die Extremwerte der Amplitude verwendet. Bei der Bestimmung der Phase ¢ wird jedoch die
Messfrequenz bei frs(0) verwendet.
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3.3. Sensorgestiitzte Uberwachung des Zellwachstums

Die relative Phasenverschiebung A®q; des transmittierten SAW-Signals kann zur Untersuchung einer
adhdrenten Zellkultur verwendet werden. A®y; korreliert exakt mit der Fldchenbelegung der Sen-
sorfliche durch migrierende Zellen. Fluktuationen des Messsignals liefern eine Auskunft iber das
Wachstumsverhalten der Zellkultur und die Signalsteigung dient zur Quantifizierung des Ablésungspro-
zesses von Zellen unter Finwirkung von Noxen.

3.3.1. Zellmigration in einem Wound-Healing-Assay

Mit dem SAW-Sensor wird das Zellwachstum auf dem SAW-Chip iiber eine grofie Zeitdauer von bis zu
t = 70h tberwacht. Da ein Wound-Healing-Assay mit MDCK-II-Zellen durchschnittlich weniger als
24 h fiir die komplette Flachenbelegung bendtigt, kann aufgrund der hohen Messdauer die Messung in
einen Zeitbereich der Wundheilung mit einem offenen Spalt und in einen Zeitbereich des konfluenten
Zellrasens mit einem geschlossenen Spalt eingeteilt werden. Von besonderem Interesse ist insbesondere
eine Anderung der Messparameter wahrend des Migrationsvorganges.

Fiir den direkten Vergleich und zur Schaffung eines Uberblickes iiber den Verlauf der erfassten Pa-
rameter werden im Folgenden die Messergebnisse beider Konfigurationsméglichkeiten K1 und K2
beschrieben. In Abb. 3.4. ist der Verlauf der Amplituden- AS (a),b)) und der Phasen-Anderung A¢
(¢),d)) fiir zwei ausgewdhlte Beispiele iiber den kompletten Messzeitraum dargestellt. Die blauen
Graphen beschreiben die normierte zeitabhéngige zellfreie Fliche Finig(t) im Bereich der VL (kompakt)
und zusétzlich fiir K1 den Bereich der IDTs mit IDT-1 (Striche) und IDT-2 (Punkte). In K1 ist
der Verlauf F,;,(t) stets fiir alle Flichen in einer Messung nahezu gleichméfiig. Durch F,i(t) wird
der Messzeitraum bis zum kompletten Wundschluss in den Bereich offen und geschlossen unterteilt.
Der Bereich offen mit Finig(t) > 0 ist in den Graphen grau hinterlegt. Die zeitliche Entwicklung
der Reflexion beziiglich Amplitude und Phase der IDTs ist in schwarz (IDT-1) bzw. griin (IDT-2)
dargestellt und die Werte der Transmission in rot. Die hier dargestellten Daten sind stellvertretend
fiir die zeitliche Entwicklung der Messparameter aller durchgefithrten Experimente.

Fiir eine qualitative Riickfithrung auf die Anderung der zellfreien Flache Fi,j; muss eine Korrelation
der Streuparameter mit Fi,js vorliegen. Hierbei ist zu berticksichtigen, dass bei K2 beziiglich der
Reflexionsparameter der IDTs keine Anderung zu erwarten ist, da die Flichen IDT-1 und IDT-2
bereits mit Zellen belegt sind. Zum Zwecke der Vollstdndigkeit werden die Reflexionsparameter in
K2 dennoch betrachtet. In K1 findet wihrend der Zellmigration in Abb. 3.4. a) eine Abnahme der
Reflexionsamplitude fiir beide IDT-Strukturen statt. Nach Erreichen der kompletten Flichenbelegung
steigen die Werte jedoch wieder an. Beziiglich der Amplitude Sy; ist keine konsistente Anderung
erkennbar. Fiir die Phaseninderung A¢ ist allerdings nur bei Transmission eine signifikante Anderung
von Ago; feststellbar (Abb. 3.4. ¢)). Die Phase der Transmission erfihrt eine maximale Verschiebung
um Ago; ~ 24.8° exakt zum Zeitpunkt des Wundschlusses, wihrend die reflektierte Phase der IDTs
nahezu konstant bleibt. Wahrend in K1 die Reflexionsamplitude S wéhrend der Zellmigration abnimmt,
steigt diese konstant fir K2 in Abb. 8.4. b) an. Die transmittierte Leistung So; nimmt jedoch tber
den kompletten Messzeitraum stetig ab. Bei der Betrachtung der Phasenénderung A¢ findet fiir alle
gemessenen Kandle nach einer anfinglich negativen Phasenverschiebung eine deutliche Zunahme der
Phase bis zum Erreichen der Konfluenz des Zellrasens statt. Im geschlossenen, konfluenten Zustand
ohne eine Anderung von Fiig nimmt die Phase wieder ab.

Um nun eine Korrelation zwischen einem Streuparameter und der zellfreien Flache Fi,;, feststellen
zu koénnen, muss eine zur Flichenidnderung édquivalente Anderung des Messsignals vorliegen und
beim Erreichen der Konfluenz diese entweder fiir die weitere Messzeit konstant bleiben oder einen
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Extremwert aufweisen. Diese notwendigen Bedingungen werden in dem vorgestellten Beispiel in der
K1-Konfiguration von den Messparametern AS7; und ASyy sowie Ago; und in K2 von ASy; und
Ap11, Agpos und Ago; erfiillt. Unter allen vorgestellten Parametern erreicht jedoch nur die Phasenver-
schiebung A¢ in beiden Konfigurationen die hochste Ubereinstimmung mit Fhig-

Konfiguration K1: Konfiguration K2:
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Abbildung 3.4:

Zeitliche Entwicklung der Streuparameter eines ausgewéihlten Experiments wihrend (grau hinterlegt) und nach
einem Wound-Healing-Assay. Dargestellt ist die Veranderung der Amplitude AS (a), b)) und der Phase A¢ (c),d))
fiir beide Konfigurationen K1 (links) und K2 (rechts). Ausgewahlte Daten: K1-2, K2-2. (Daten entnommen aus [105]).

In Abb. 3.5. ist ein direkter Vergleich der zeitlichen Entwicklung der invertierten Phasendnderung
A¢yy und der Flédchendnderung F,;, dargestellt. Wie in Abb. 8.5. a) deutlich zu erkennen ist, folgt
die Phase nach einem anfinglichen Anstieg anschlielend exakt dem Verlauf von Fiis. Die maximale
Phasenverschiebung wird bei Fiig =0 erreicht und nimmt im weiteren Verlauf wieder ab. Die leichten
Fluktuationen von Ag¢s; sind bedingt durch die hohe Sensitivitdt des Messaufbaus. Die kurzzeitige
Zunahme der Phase bei 0h < ¢ < 1h beruht auf der Erwédrmung des Nahrmediums auf T' = 37°C
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nach Beginn des Experiments. Die Korrelation von A¢ge; mit Fiyie ist in besonderem Mafle in der
ersten Ableitung nach der Zeit sichtbar. Die absoluten Werte von Agg (t) und Epg(t) weisen einen
identischen Verlauf auf und erreichen zeitgleich erstmalig ihren Nulldurchgang Aoy (t) = F}nig(t) = 0.
Der Nulldurchgang beschreibt in diesem Fall den kompletten Wundschluss.
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Abbildung 3.5:

Vergleich der Phasendnderung A¢21 mit der Flichendnderung Fpig. a) Der zeitliche Verlauf von A¢z; korreliert
exakt mit der Flichendnderung F iz wahrend eines Wound-Healing-Assays. Nach Erreichen des Wundschlusses mit

Fimig =0 nimmt die Phaseninderung wieder ab. b) Verlauf der zeitlichen Ableitung Ago1(t) und Foig(t). Der erste
Nulldurchgang beschreibt hier den Zeitpunkt des kompletten Wundschlusses. (Daten entnommen aus [105]).

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurden fiir jede Konfiguration mehrere identische Messungen
durchgefiihrt. Um eine Vergleichbarkeit zwischen den Messungen zu erlangen, ist in Abb. 3.6. die
relative Anderung der Messparameter AS (Abb. 3.6. a)) und A¢ (Abb. 3.6. b)) zu Beginn der Messung
bis zum Erreichen der Konfluenz bei Fi,,j; =0 aufgetragen. Die innere Fliche der Symbole beschreibt,
ob die notwendige Bedingung erfiillt wurde (griin), oder ob keine zu Fy,;; zurechenbare Anderung
(rot) vorliegt. Hierbei ist zu beachten, dass eine Zunahme der Riickflussddmpfung zu einer Abnahme
der Reflexionswerte der IDT-Strukturen fiihrt, wohingegen die Transmission bei A¢ > 0 auf eine
Zunahme der transmittierten Leistung hinweist.

Bei der Betrachtung der Amplitudendnderung AS in Abb. 3.6. a) ist in besonderem Mafe die
Fluktuation der Riickflussddmpfungen AS7; und ASsy unabhingig von der gewéhlten Konfiguration
erkennbar. Wéahrend in K2 stets die gemessene Riickflussddmpfung abnimmt, ist in K1 kein Trend zu
beobachten. Nur bei ASy; liegt eine geringe Streuung um ASy; k1 = —0.91dB £ 0.95dB fiir K1
bzw. ASs; ke = —1.54dB £ 0.40dB fiir K2 vor. Wird die VL durch Zellen belegt, so findet eine
geringfiigige Dampfung der Transmission statt. Ein zur Amplitudenénderung identisches Verhalten
kann ebenfalls bei der Phasenverschiebung A¢ in Abb. 3.6. b) festgestellt werden. Wahrend die
Phasenverschiebung fiir A¢y; und Agos unspezifisch ist, ist diese jedoch besonders fiir A¢s; in
der K2-Konfiguration in hohem Mafle reproduzierbar. Die mittlere Verschiebung liegt fiir K1 bei
Agyy k1 = 17.88° £ 9.50° und fiir K2 bei Agy,; o = 9.31° £ 1.65°. Die positive Phasenverschiebung
mit Agg; > 0 weist auf eine Erhohung der Phasengeschwindigkeit durch die Zellbelegung der VL hin.
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Abbildung 3.6:
Relativer Amplituden- AS (a)) und Phasen-Unterschied A¢2; (b)) in einem Wound-Healing-Assay zu Beginn
t =0h und am Ende der Wundheilung mit Fpg =0 bei t = tgnde. Dargestellt sind alle durchgefiihrten

Experimente in beiden Konfigurationen K1 und K2. Die Farbe im Symbolinneren markiert die Erfiillung einer
notwendigen Bedingung zur eindeutigen Bestimmung des Verlaufs von Fpig. (Daten entnommen aus [105]).

Die hier vorgestellten Ergebnisse demonstrieren eindeutig die Abhéngigkeit der Phasenverschiebung
A¢o1 von der durch Zellen belegten Flidche. Unabhéngig von der gewdhlten Konfiguration nimmt mit
abnehmender zellfreier Fléche die Phasenverschiebung des transmittierten Signals zu. Die positive
Phasenverschiebung deutet auf eine Zunahme der Phasengeschwindigkeit durch die Zellbelegung hin.
Die Reproduzierbarkeit der Phasenverschiebung wurde in besonderem Mafe fiir die K2-Konfiguration
demonstriert. Aufgrund dieser Ergebnisse ist als Messgrofie fiir die Vermessung eines Wound-Healing-
Assays A¢oy zu préferieren. In den folgenden Ergebnissen wird daher nur noch Bezug auf Agoy
genommen.
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3.3.2. Konfluente Zelldynamik

Das hochdynamische System eines konfluenten Zellrasens unterliegt auch nach dem kompletten Wund-
schluss in einem Wound-Healing-Assay starken Verdnderungen. Zellen wachsen und proliferieren,
verdndern ihre Form und strukturieren sich permanent neu. Um die Zellaktivitdt und das Wachs-
tumverhalten eines konfluenten Zellrasens genauer untersuchen zu kénnen, wurden die Experimente
iiber den Zeitraum des Wound-Healing-Assay hinaus kultiviert und die Phasenverschiebung Agg;
gemessen. In den Mikroskopieaufnahmen der Abb. 3.7. ist der geschlossene konfluente Zellrasen zu
bestimmten Zeitpunkten dargestellt. Unmittelbar nach dem Wundschluss ist eine starke Fluktuation
des Zellrasens sichtbar (19h < t < 35h). Zellrdnder sind in diesem Zeitbereich nicht eindeutig
identifizierbar. Ab ¢ > 35h nehmen die Fluktuationen des Zellrasens stetig ab. Bei ¢ = 50 h bilden sich
deutliche Zellkanten aus und es ist eine scharfe Abgrenzung der einzelnen Zellen moglich. Im weiteren
Verlauf (¢ > 60h) findet keine weitere deutliche morphologische Veranderung des Zellrasens mehr statt.

t=20h

t=60h t=70h t=80h

Abbildung 3.7:

Zeitliche Entwicklung eines konfluenten Zellrasens nach dem kompletten Wundschluss. Mit zunehmender Zeit ist
eine Erhéhung der Zelldichte anhand der morphologischen Verdnderung und des Auftretens von Zellkuppeln (rote
Kreise erkennbar) sichtbar. Online-Link zum Film mittels QR-Code®.

“Link zum Video: https://youtu.be/ST5hzZNn7Uo

Die Ursache fiir dieses Verhalten ist unter anderem eine Zunahme der Zelldichte, bedingt durch die
Zellmigration und das Zellwachstum. Zum einen migrieren Zellen weiterhin nach dem Wundschluss in
den ehemals zellfreien Bereich und zum anderen findet eine Zunahme der Zelldichte durch Zellwachstum
und Zellproliferation statt. Ein deutliches Indiz fiir eine Zunahme der Zelldichte ist das Auftreten
sogenannter Zellkuppeln (bspw. ab ¢ = 30h auf dem rechten IDT, gekennzeichnet durch einen roten
Kreis). Diese Kuppeln treten auf, wenn der laterale Druck innerhalb des Zellrasens zunimmt, sodass
sich einzelne Zellen vom Substrat 16sen und Woélbungen ausbilden. Mit steigender Zelldichte nimmt
jedoch die Migrationsgeschwindigkeit und die Proliferationsrate aufgrund der Kontaktinhibition der
Zellen ab [128]. Der Zellrasen erreicht schliefilich eine maximale Zelldichte. Bei der Betrachtung der
zeitlichen Entwicklung der Phasenverschiebung A¢y; in Abb. 3.8. nach dem kompletten Wundschluss
ist eine Korrelation des Verhaltens der Zellkultur mit dem gemessen Signal feststellbar. Nach dem
Erreichen der maximalen positiven Phasenverschiebung bei ¢ = 18 h nimmt diese einer fallenden
Sigmoidfunktion folgend stetig ab. Zellen strukturieren sich neu und die Zelldichte nimmt zu. Ab dem
Zeitpunkt ¢ > 60h, bei dem keine deutliche Verdnderung der Morphologie der Zellen mehr sichtbar
ist, verweilt die Phasenverschiebung nahezu konstant bei einem Wert. Die absolute Anderung kann
somit mit der Zelldichte in Zusammenhang gebracht werden.

Bemerkenswert im zeitlichen Verlauf von Ago; ist die liberlagerte Schwingung. Diese wird besonders

46


https://youtu.be/ST5hzZNn7Uo

3.3. Sensorgestiitzte Uberwachung des Zellwachstums

in der ersten zeitlichen Ableitung sichtbar. Der Verlauf der Phase unterliegt einer iiberlagerten
harmonischen Oszillation. Unter der Annahme eines logistischen Wachstums®* (Zellteilung bis zur
Mitoseunterdriickung durch Kontaktinhibition) und einer iiberlagerten harmonischen Oszillation wird
der Verlauf des Graphs durch die 1. Ableitung der fallenden Sigmoidfunktion und einer Sinusfunktion
(Gl. 3.1) im Bereich 18 h > t > 80h angenéhert:

—kA\SZeASt . (7t —t1)
f(t)=f0+m+Asm (w1> (3.1)

mit k = (% — 1), fo dem Offset, S der Sattigungsgrenze, A dem Wachstumsfaktor der Sigmoid-
funktion und A, ¢;,w der Amplitude, Phasenverschiebung und der halben Periode der Sinusfunktion.

Die interessantesten Parameter sind die Sattigungsgrenze der maximalen Phasenverschiebung mit
einem Wert von S = 15.26° £ 0.97° und die halbe Periode T" = 2wy = 8.07 h &+ 0.02 h.

L L I T I T I L I T I T I L I T _ 1 2
10 | -
E B — Ooua(f) .
[ Y TN e dogo(tydt 4 0.8
5 | — Fit - <
= 04 <
= 0 G = = — — — ',' '._" S 0.0 =
_ea_ .‘,- F -|: ':. /: " "". Q
< L 04 &
5 E p=
[ Wound-Healing - -0.8
-10 | Assay 4
oot M T B B B B iy I
0 10 20 30 _40 50 60 70 80
Zeit t (h)

Abbildung 3.8: )
Zeitliche Entwicklung der Phase A¢2;1 und deren zeitliche Ableitung A¢2; wahrend der Kultivierung eines
konfluenten Zellrasens auf einem SAW-Chip nach einem Wound-Healing-Assay.

In der Literatur wird eine Fluktuation des Gesamtvolumens von MDCK-II-Zellen um 20 % wéhrend
einer Zeitskala von T' = 4 h beschrieben [130]. Die hier beobachtete iiberlagerte Oszillation befindet
sich somit in der gleichen Gréflenordnung und kénnte den beobachteten Effekt erkldren.

Der Grund der Ostzillation und die Abnahme der absoluten Phasenverschiebung nach dem Wound-
Healing-Assay ist die Anderung der effektiven Permittivitat der Zellen. Eine Erlauterung hierfiir findet
anschliefend in Kap. 3.4. statt.

Mit Hilfe akustischer Oberflichenwellen ist es somit moglich nicht nur die Zellmigration wiahrend eines
Wound-Healing-Assays zu analysieren, sondern auch das Wachstumsverhalten in einem konfluenten
Zellrasen zu untersuchen.

4Beschreibung eines biologischen Wachstumsprozesses mit einer Sattigungsgrenze durch eine Sigmoidfunktion:
fi) = er% wobei k = (% — 1) ist mit f der Population, A dem Wachstumsfaktor und S der Sattigungsgrenze
der Population. [129]
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3.3.3. Quantifizierung des Ablosungsprozesses

Neben der Bestimmung des Wachstumsverhaltens von Zellen ist auch deren Ableben von héchstem
Interesse. Unter dem tiberméBigen Einfluss von Noxen gehen Zellen in die Apoptose oder, falls kein
kontrollierter Zelltod mehr moglich ist, in die Nekrose tiiber. Dieser Prozess fiihrt letztlich zur Lyse
der Zelle und somit zur Ablésung von der Substratoberfliche. Durch die Einleitung des kontrollierten
Zelltodes mittels Hyperthermie oder durch die Zugabe Zell-lysierender Stoffe wird im Folgenden der
Ablosungsprozess mittels SAW iiberwacht und quantifiziert.

In Abb. 3.9. ist die zeitliche Entwicklung von Ags; in einem Ablosungsprozess eines konfluenten
Zellrasens auf einem SAW-Chip dargestellt. Als Zell-lysierender Stoff wurde das Enzym-basierte Rei-
nigungsmittel Terg-a-zyme® (TGZ) (7273287, SA) in Pulverform dem Nihrmedium beigefiigt, sodass
eine finale Konzentration von ¢ = 2.5g/1 erreicht wurde. Zur Visualisierung des Ablésungsprozesses
sind in dem Graphen zusétzlich Phasenkontrastaufnahmen des Zellrasens zu bestimmten Zeitpunkten
eingefiigt.

Nach einer anfanglichen Verzogerung verdndert sich die Phase rapide und erreicht einen maximalen
Wert von Ago =-40°. Mit Erreichen des Maximalwertes verbleibt die Phase fiir die weitere Messdauer
nahezu konstant. Wie zu erwarten war, verdndert sich die Phase gegensétzlich zur Zellmigration.
Waéhrend die Phasenverschiebung fiir die Zellmigration positive Werte einnimmt, werden negative
Werte beim Ablosungsprozess erreicht. Dies deutet somit auf eine Abnahme der Phasengeschwindigkeit
hin. In den Phasenkontrastaufnahmen ist die morphologische Verinderung der Zellstruktur deutlich
zu erkennen. Bei t = Omin ist der konfluente Zellrasen mit Zellkuppeln (Hervorwolbungen aufgrund
hoher Zelldichte) erkennbar. Durch die Zugabe von TGZ erhoht sich kurzzeitig die Intensitét der
einzelnen Zellen, bevor diese wieder rapide abnimmt und verblasst. Die Zellmembran wird lysiert
und intrazelluldres Zytoplasma freigesetzt, sowie die Verbindungen zur Substratoberfliche aufgelost.
Nach ca. sechs Minuten ist die komplette Zellkultur lysiert und es findet keine Verdnderung mehr
statt. AbschlieBend (¢ = 80 min) wird durch eine Pipette eine leichte Strémung erzeugt, wodurch alle
Zellreste von der Substratoberfliche restlos entfernt werden.

Adyy (°)

t=80min®

Entfernen der

Zellreste durch

Stromung \ 6
5) *
AA.*_.

45 . 1 . 1 . 1 . o/ f—t 1 . 1 .
0 2 4 6 30 60 90
Zeit t (min)

Abbildung 3.9:

Zeitliche Entwicklung der Phase A¢»; wahrend der Ablésung eines konfluenten Zellrasens auf einem SAW—ChC;'p.
Durch Zugabe eines Zell-lysierenden Stoffes wird die Zellstruktur aufgelost. Zu ausgewdhlten Zeitpunkten bilden
Phasenkontrastaufnahmen den Zustand des Zellrasens ab. (Daten entnommen aus [105]).
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3.3. Sensorgestiitzte Uberwachung des Zellwachstums

Der Ablosungsprozess wurde mit dem Stoff Triton X-100 bei einer Konzentration von ¢ = 0.05%
wiederholt. Des Weiteren wurde der Ablosungsprozess wihrend der Zellapoptose, hervorgerufen durch
Hyperthermie, untersucht. In allen Experimenten verlief der tendenzielle Verlauf nahezu identisch zu
den in Abb. 3.9. dargestellten Ergebnissen. Die hierbei ermittelte durchschnittliche absolute Phasen-
verschiebung betrigt Ag,, = —41.44° + 5.9°. Beziiglich der Geschwindigkeit der Phaseninderung ist
jedoch ein deutlicher Unterschied in den einzelnen Experimenten feststellbar. Zur Quantifizierung der
Ablosungsgeschwindigkeit ist in Abb. 3.10. a) die erste Ableitung der Phaseninderung nach der Zeit
Agoy in Abhiingigkeit der Ablésungsursache aufgetragen. Unter der Annahme, dass der Zeitpunkt der
Zelllyse einer Normalverteilung folgt, kann der Verlauf von Ady; mit einer GauB-Funktion angenihert
werden. Da jedoch nicht von einer symmetrischen Verteilung ausgegangen werden kann, wird die
erweiterte Bi-Gaufl-Funktion fiir asymmetrische Verldufe angewendet und nur der fiir beide Flanken
identische Maximalwert der Amplitude bestimmt. Wéhrend die Ablésung durch Zell-lysierende Stof-
fe innerhalb von Minuten eintritt, benétigt die Apoptose Stunden bis zur vollstdndigen Ablésung.
Da eine quantitative Darstellung der Ablésungsgeschwindigkeit von Interesse ist, ist in Abb. 3.10.
b) die maximale Geschwindigkeit der Phasendnderung aufgetragen. Die logarithmische Skalierung
verdeutlicht die Unterschiede in der Ablésungsgeschwindigkeit. Wahrend die Apoptose-Werte eine
GroBenordnung von O(10) annehmen erreicht Triton X-100 O(103).

a) _ b)
Zeit t (h)
0 5 10 15 20 25 30
—T T 1 1 1 10 F | ' | T T 3
3000 |- —— Triton X-100| | X ]
- Terg-a-zyme : i * T
N —— Apoptose | 1000 b -
2500 o - E XK E
i 1 < [ ]
£ 2000 de= < 00
= ' 8™ f
T 1500 ke, = [ |
3 | 143 X 10} i
1000 1 = i ¥ ]
i 1, [ ]
5001 _ 1 [ 3K Ablesung
N 1 0 [ L . 1 . 1 ]
0 2 4 6 8 TGZ Triton-X Apoptose
Zeit t (min) Abldsungsursache (1)

Abbildung 3.10: )

Quantifizierung des Ablésungsprozesses. a) A¢o; fiir unterschiedliche Ablésungsursachen angenihert durch eine
Bi-GauB-Funktion. Der Verlauf der Apoptose (blauer Graph) wird hierbei durch die blauen Achsen (oben, rechts)
wiedergegeben. b) In a) ermittelte Maximalwerte der Phasenidnderung geben Riickschluss auf die Effektivitit der
Zell-lysierende Stoffe und Prozesse. (Daten entnommen aus [105]).

3.3.4. Uberwachung der Kultivierungsbedingungen

Fir Zellkulturen sollten stets ideale Kultivierungsbedingungen wie Temperatur T = 37°C, 5% CO»
(v/v) oder eine wassergesittigte Atmosphére vorliegen. Diese Randbedingungen kénnen leicht durch
Sensoren auflerhalb der Zellkultur bestimmt werden. Neben diesen Kultivierungseigenschaften ist je-
doch die Qualitit des Nahrmediums, wie beispielsweise der pH-Wert oder die Osmolalitét, ebenfalls von
héchstem Interesse. Der ideale pH-Wert von 7.4 wird durch das offene Hydrogencarbonat-Puffersystem
gewdhrleistet, weshalb ein Volumenanteil von 5% COs in der Atmosphére vorhanden sein muss. Zur
visuellen Uberwachung des ph-Wertes ist Phenolrot als pH-Indikator zugesetzt. Bei 40 uM Phenolrot
in einem Ndhrmedium wird das Medium bei steigendem pH-Wert (7.6) zuerst pink und anschliefilend
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(7.8) violett.

Bei sauren Werten findet ein Farbwechsel von orange zu gelb statt. Eine vergleichbare, leicht durchzu-
fiihrende Uberwachung ist jedoch nicht fiir die Osmolalitit des Ndhrmediums méglich. Durch das
Verdampfen der Fliissigkeit findet eine Erhéhung der Osmolalitéit statt, was wiederum zu einem
erhohten osmotischen Druck und somit zu einer Schiadigung der Zellkultur fiihrt.

Eine mogliche Form der Osmolalitits-Uberwachung ist die Messung der Anderung der Phasengeschwin-
digkeit einer SAW abseits der Zellkultur im Ndhrmedium. Durch die Messung der Phasenverschiebung
Ags1 und der Uberprﬁfung der Osmolalitit cosy, wihrend der Volumenabnahme durch Evaporation
konnte eine Abhéngigkeit der beiden Grofien identifiziert werden. In Abb. 3.11. ist die Phasenverschie-
bung A¢s; und die Osmolalitit cogn, in Abhéngigkeit der Experimentierdauer ¢ aufgetragen. Wie zu
erkennen ist, nimmt die invertierte Phasenverschiebung A¢s; mit steigender Osmolalitét cosy zu. Die
erhohte Salzkonzentration und somit die verdnderte Permittivitdt e des Nahrmediums fithrt zu einer
Verdnderung der Phasengeschwindigkeit der akustischen Oberflichenwelle.

Die physikalische Ursache dieser vielfiltig dargestellten Anderungen der akustischen Oberflichenwelle
sollen nun durch eine theoretische Betrachtung der Storeinfliisse erldutert werden.
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Abbildung 3.11:
Abhéngigkeit der
Phasenverschiebung Ay
von der Osmolalitat cosm der
SAW-Chip-bedeckenden
Fliissigkeit. (Daten entnommen
aus [105]).
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3.4. Diskussion

Die durch Zellbewuchs hervorgerufene Modifikation der Permittivitit und Leitfihigkeit des sensorfla-
chenbedeckenden Materials fiihrt zu einer Erhéhung der Phasengeschwindigkeit. Diese ,akustoelektrische
Interaktion® ist dominant gegendiber der mechanischen Storung wie der Anderung des Massenbelags,
der Dichte oder Viskositdt.

In den vorliegen Daten konnte erfolgreich gezeigt werden, dass die Phasengeschwindigkeit des Trans-
missionssignals #uBerst sensitiv gegeniiber Anderungen in der Flichenbelegung der sensorischen
Oberflaiche durch adhérente Zellen reagiert. Wie in Kap. 2.3.2. dargestellt, gibt es eine Vielzahl
verschiedener Faktoren, die auf die SAW-Ausbreitung einwirken kénnen. Die hierbei vorgestellte
Gl. 2.87 des komplexen Ausbreitungsvektors v beschreibt die Uberlagerung aller einzelnen Effekte
und soll nun fiir den vorliegenden spezifischen Fall genauer untersucht werden [53]:

1 % (g;Am n ?An + glAp+ ggAGJr g;ATJr ?Ap—k g”Aa + ?Ae> (3.2)
mit Massebelag m, Dichte p, Viskositat n, Schermodul G, Leifdhigkeit o, Permittivitat e, Temperatur
T und Druck p.

Im Rahmen eines Wound-Healing-Assays findet ein Ubergang von einer zellfreien zu einer zellbelegten
Sensoroberflidche statt. Hierbei ist die sensoraktive Oberfliche von Beginn an mit einer leitfdhigen
Flissigkeit (Nahrmedium) bedeckt, wodurch die SAW in ihrer Ausbreitung im Vergleich zum Vakuum
bereits gestort wird. Die durch die Zellmigration in den Schallpfad bedingte Anderung der Stérungs-
einfliisse fithrt zur einer relativen Variation des transmittierten Signals beziiglich ihrer Amplitude und
ihrer Phase. Allgemein gilt nach GI. 2.36, dass die Geschwindigkeits- und Dampfungsédnderungen unab-
héngig voneinander zu betrachten sind. Da in den vorliegenden Daten die Dadmpfung der Transmission
S21 nicht der Flichenbelegung Ay, zugeordnet werden kann, werden die Dampfungsbeitrage der
Déampfungskonstanten A« im Folgenden vernachlédssigt. Die in den Messungen festgelegte Messgrofie
der Phasenverschiebung A¢s; des Transmissionssignals resultiert hingegen aus einer Anderung der
t AC , wobei ¢y die Phasengeschwindigkeit der SAW im Néhrmedium ist. Die
von der Phasengeschwmdlgkelt abhéngige messbare Phasenverschiebung A¢q; ldsst sich wie folgt

Phasengeschwindigkei

darstellen: Ac 1t 360°
c
Agy = — =
Co A

mit Iy der Lange der VL und A\ der Wellenldnge. Im Fall der K2-Konfiguration wurde eine mittlere
Verschiebung von A@QL k2 = 9.31° £ 1.65° festgestellt, nach der Gl. 3.3 ergibt dies mit einer
Wegstrecke der Zell-unbelegten VL von lq = [ = 500 um und einer Wellenlédnge von A = 20 um eine
Geschwindigkeitsédnderung von

(3.3)

co

(g)exp = (1.03 + 0.18) - 1073,

Die hierbei stattfindende Beeinflussung der Phasengeschwindigkeit kann, wie in GI. 2.37 beschrieben,
von unterschiedlicher Natur sein. Unter der Annahme konstanter Kultivierungsbedingungen kénnen
die Beitrage der Temperatur T und des Drucks p vernachléssigt werden. Diese befinden sich, mit
Ausnahme der kurzzeitigen Erwirmung des Ndhrmediums zu Beginn der Messung (siche Abb. 3.5.),
konstant bei T' = 37°C und p =1atm. Durch den Bewuchs des Schallpfades durch adhirente Zellen
findet jedoch eine Verinderung des Massenbelages, der viskoelastischen Eigenschaften (Steifigkeit)
und der akustoelektrischen Wechselwirkung statt. Die einzelnen Beitrage der Gesamtstérung werden
nun genauer erldutert.
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3.4.1. Mechanische Storung

Eine auf der Substratoberfliche propagierende akustische Oberflichenwelle erfihrt durch die me-
chanischen Eigenschaften einer angrenzenden Fliissigkeit eine Stérung, welche abhéngig ist von den
Materialeigenschaften der angrenzenden Schicht. Diese kann unterschieden werden in eine Stérung
bedingt durch die viskoelastischen Eigenschaften der Fliissigkeit oder durch eine Massenablagerung
auf der Sensoroberflache.

Viskose Kopplung

Befindet sich eine Newtonsche (rein viskose) Fliissigkeit auf der Sensoroberflache, so findet aufgrund
der Scherbewegung des Substrates eine Teilchenauslenkung innerhalb einer diinnen Schicht nahe der
Oberflache statt. Abhéngig von der Viskositdt und der Dichte der Fliissigkeit kommt es hierbei zu
einer Geschwindigkeitsanderung und Dampfung der mechanischen Auslenkung. In vorangegangen
Experimenten konnte gezeigt werden, dass biologische Schichten nicht als starre Objekte, sondern
viskoelastisch betrachtet werden miissen [131]. Diese Schicht besitzt gegeniiber dem Néhrmedium
somit eine unterschiedliche Dichte p und Viskositiat 1. Unter der Annahme, dass sich das Nahrmedium
und die Zellschicht wie eine Newtonsche Fliissigkeit mit der Viskositat n, bzw. n, und der Dichte
Pn bzw. p, verhalten, kann die beim Zellbewuchs stattfindende Geschwindigkeitsdnderung wie folgt

beschrieben werden [119]:
g _ m}% WPzTz [ WPnTn (3.4)
Co 4w P 2 2 ’

wobei vy die Teilchengeschwindigkeitskomponente der SAW und P der Energiefluss pro Einheits-
lange darstellen. Nach Janshoff et al. liegt das Dichte-Viskositdtsprodukt der verwendeten Zelllinie
MDCK-II bei \/n,p, = 0.386 £ 0.008 y/(g?/(cm?s)) und das eines vergleichbaren Nahrmediums bei
VTapa = 0.103 £ 0.0051/(g2?/(cm?s)) [132]. Unter Beriicksichtigung der Literaturwerte wird eine
Verringerung der Phasengeschwindigkeit mit %—OC < 0 erwartet. Da jedoch nach den zuvor vorgestellten
experimentellen Daten eine positive Phasenverschiebung und somit eine Erhohung der Phasenge-
schwindigkeit vorliegt, kann die viskose Kopplung als Ursache ausgeschlossen werden.

Massenablagerung

Die durch die Ablagerung einer elastischen, viskosen Schicht hervorgerufene Massendnderung Am
fiihrt zu einer Geschwindigkeitsinderung der propagierenden SAW. Diese Anderung in der Phasen-
geschwindigkeit ist proportional zur Massenénderung auf der Sensorfliche und kann durch folgende
Gleichung beschrieben werden [133]:

Ac

= —CmeAwAm5 (35)
Co

mit ¢, einer experimentell bestimmten Massensensitivitiat und § Anzahl pro Einheitsfliche (Belegung).
Da Zellen eine hohere Dichte als das umgebende Ndhrmedium aufweisen, findet durch den Zellbewuchs
eine Zunahme der Massenablagerung auf der Sensoroberfliache statt. Dies fithrt schliellich zu einer
Verringerung der Phasengeschwindigkeit und schliefit die Massenablagerung als Ursache des Effekts
ebenfalls aus.

3.4.2. Akustoelektrische Interaktion

Auf piezoelektrischen Substraten propagierende akustische Oberflichenwellen erzeugen elektrische
Felder, die evaneszent in beide Halbrdume hineinreichen. Ladungstriger einer auf dem Substrat
befindlichen leitfahigen Schicht reagieren auf diese elektrische Felder und versuchen diese zu kom-
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pensieren. Die Stérung einer SAW aufgrund der elektrischen Eigenschaften der bedeckenden Schicht
wird im Allgemeinen als akustoelektrische Interaktion bezeichnet. Die Kenngrofien stellen hierbei die
Permittivitdt € und die Leitfdhigkeit o der Schicht dar. Im Fall einer leitfahigen Probenfliissigkeit mit
o # 0 erhdlt man die komplexe Permittivitét ¢* mit

o
€ =€ +id =eeg—i— (3.6)

We€Ep
mit €y der elektrischen Feldkonstante, €, der relativen Permittivitdt der Probe und w = 27 fsaw
der Kreisfrequenz. Im Fall einer nicht leitfdhigen Referenzfliissigkeit (o = 0) mit der Permittivitét

*

€ref

= €rrer€o Mit €50 = 80 folgt durch den Austausch durch eine leitfihigen Probe mit € eine
Verédnderung der Phasengeschwindigkeit. Diese kann durch GI. 3.7 beschrieben werden [134]:

Ae K% (0/0)" + oler — eper)(erco + €5)
co 2 (0/w)? + (er€0 + €5)?

(3.7)

mit Kgﬁ dem elektromechanischen Kopplungskoeffizienten und €% die effektive Permittivitdt des
piezoelektrischen Kristalls. Beim verwendeten Kristall LiTaOs 36° rot YX-Cut betragen diese Werte
mit Wasser beladen K% = 2.7-1072 und €5 = 4.58 - 1070 F/m [119].

Da sowohl das Nahrmedium als auch die adhdrenten Zellen eine Leitfdhigkeit mit o # 0 aufweisen, ist
die durch die Flichenbelegung gemessene Anderung der Phasengeschwindigkeit die relative Differenz

beider gestorter Zustande:
A A A
(&), (&) () 5
€o n—z Co r—n o r—7z

mit n dem Ndhrmedium, z den Zellen und r der Referenz.

Die Anderung der Phasengeschwindigkeit durch den Bewuchs mit Zellen und der hierbei stattfindende
Wechsel der Permittivitdt von Ndhrmedium €} zur Permittivitdt von Zellen €; kann schliefllich wie
folgt beschrieben werden [135]:

AC + (BD/w?)
A2 4+ (B/w)?

E :_KeZH

= =S G+ ) (39)

mit
o A= (&€ +€p)(ernco +€p) — Zugn
o B=0,(¢rnc0+€b) + onlérseo +€b)
e C=col€rs—€rn)
« D=0, — oy

Fir die Abschatzung der Phasengeschwindigkeitsdnderung koénnen die Permittivitdten des Nahrmedi-
ums €, und der Zellen € theoretisch berechnet werden.

Permittivitit des Nahrmediums (Elektrolyt-Losung)

Neben Aminosduren, Vitaminen, Proteinen und Glucose sind anorganische Salze wie CaCly, KCI,
NaCl oder NaHCO3 dem Nahrmedium beigesetzt. Durch die dissoziierten Salze kann das Nahrmedium
als Elektrolyt-Losung betrachtet werden. Da es sich um eine konzentrierte Elektrolyt-Losung mit
¢ < 0.5mol/l handelt, kann die Permittivitdt anhand des klassischen Debye-Drude-Models sowie der
Davies-Gleichung berechnet werden. Die hierzu notwendigen Rechenschritte sind im Anhang Kap. A.1.
erldutert. Fir das verwendete Nahrmedium erhélt man schlielich eine Permittivitdt von

€F = T79.64 + 124.86.
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Permittivitit der Zelle (Schalenmodell)

Die Permittivitat von eukaryotischen Zellen kann im Allgemeinen mittels eines Zwei-Schalen-Modells
theoretisch berechnet werden [136]. Hierbei stellt die duflere Schale des Modells die Zellmembran mit
dem Zytoplasma dar und die innere Schale den Zellkern mit dessen Zellkernhiille. Jedes Kompartiment
der Zelle weist eine unterschiedliche relative Permittivitdt und Leitfahigkeit auf und stellt einen
Beitrag zur Gesamtpermittivitdt der Zelle dar. Eine exakte Beschreibung des Modells und der hierbei
angewendeten Berechnungsgrundlage kann ebenfalls aus dem Anhang Kap. A.2. entnommen werden.
Das Gesamtvolumen einer Zelle unterliegt permanenten dynamischen Schwankungen. Abhéngig von
der Zellaktivitdt und vom -zyklus kann sich die Grofie des Zellkerns und/oder des Gesamtvolumens
dndern. Dies geschieht aktiv unter anderem durch die Dynamik des Zytoskeletts oder auch passiv durch
thermische Fluktuationen [137]. Bei der verwendeten Zelllinie MDCK-II oszilliert das Zellvolumen
typischerweise mit einer Gesamtvolumenanderung von 20 % bei einer Zeitskala von typischerweise
t = 4h [130]. Hierbei &ndert sich das Volumenverhéltnis des Zellkerns zum Gesamtvolumen stetig,
wodurch sich die effektive Permittivitdt e; ebenfalls dynamisch dndert. Hierbei wird das sogenannte Vo-
lumenverhéltnis v eingefiihrt, was das Verhiltnis Volumen Zellkern zu Volumen Zelle mit v = R3 /R3,
mit R, dem Radius des Zellkerns und R,, dem Gesamtradius der Zelle definiert. In der Berechnung
wurde allerdings der Radius des Zellkerns als konstant angenommen mit R, = const., sodass sich
nur das Gesamtvolumen R, dndert. In Abb. 3.12. ist der Real- und Imaginérteil der komplexen
Permittivitét € der Zelle in Abhéngigkeit des Volumenverhéltnisses v aufgetragen.

125 |- I ' I i T T | T
—ll—Re¢', 1 bsph. natirliche 1 j
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Abbildung 3.12:

Theoretisch berechnete Permittivitit einer eukaryotischen Zelle in Abhingigkeit des Volumenverhiltnisses v
Zellkern zu Gesamtvolumen [136] mit beispielhaften Modelldarstellungen. Hierbei wird der Radius des Zellkerns als
konstant angenommen.

Wie deutlich zu erkennen ist, steigt der Imaginérteil Im(e}) konstant mit steigendem Volumenverhéltnis
v an, wahrend der Realteil Re(e}) nahezu konstant verbleibt. Es werden somit Werte von minimal

€y min = D0.7+173.8 fur v = 0.1
bis maximal
€y max = 04.0 +7114.3 firv =1.0

eingenommen.
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Werden die nun theoretisch ermittelten Werte in die GI. 3.9 eingesetzt, so erhélt man abhingig
von dem Volumenverhéltnis v eine Anderung der Phasengeschwindigkeit aufgrund der akustoelektri-
schen Interaktion von:

0.64-107% < 2¢(v) <4.32-1072 fiir v € [0.1;1]

Dieses Ergebnis spiegelt die experimentellen Daten mit (%) = (1.03 & 0.18) - 1073 wider. Das
0 Jexp

Verdriangen des Niahrmediums durch die migrierenden Zellen fithrt somit zu einer Verringerung der
effektiven komplexen Permittivitat, was aufgrund der akustoelektrischen Interaktion zu einer Erhéhung
der Phasengeschwindigkeit fiihrt. Das experimentell gemessene Ergebnis ist jedoch eine Uberlagerung
aller betrachteten Effekte und kann wie folgt beschrieben werden:

()= (&) (5 (%) @10
Co exp € / vk €0 / Ma €0 /a1

mit vK: viskose Kopplung, Ma: Massenablagerung und al: akustoelektrische Interaktion, wobei
(%)al > 0 den mit Abstand gréfiten Beitrag liefert.

Aufgrund dieser Erkenntnisse kann insbesondere in einem Wound-Healing-Assay in der K2-Konfigurat-
ion die gemessene Phasenverschiebung mit der Flachenbelegung durch die migrierenden Zellen korreliert
werden. Die gesamte VL mit der Liange [q4 kann somit untergliedert werden in eine Laufstrecke ohne
Zellen definiert als [,, und einer Strecke belegt durch Zellen mit [, wobei lq = I, + [,. Nach eingehen-
der Ermittlung der maximalen Phasenverschiebung A¢o;, max wihrend eines Wound-Healing-Assays
spiegelt das Verhéltnis A¢a1/Ap21, max die durch Zellen belegte VL mit 1, /lq wider.

Die im Anschluss an den Wound-Healing-Assay gemessenen Fluktuationen in der ersten zeitlichen
Ableitung des Messsignals A¢o; in Abb. 3.8. werden vermutlich durch die kollektive Aktivitiit des
Zytoskeletts hervorgerufen. Die nach der Literatur zu erwartende Fluktuation des Gesamtvolumens
um 20 % fiihrt theoretisch, wie in Abb. 38.12. illustriert, zu einer Anderung der Permittivitit von
Ae; = 9.12+40.72 und somit einer Phasenverschiebung von A¢e; = +7.3°. Die beobachtete Phasen-
verschiebung mit A¢y; ~ =+ 3° ist zwar fiir die erwartete Anderung des Volumenverhéltnisses geringer,
jedoch stimmt die Zeitskala in der Grolenordnung der Periodendauer mit den Literaturwerten tiberein.
Nach dem beobachteten Wundschluss des Wound-Healing-Assays und dem Erreichen der maximalen
Phasenverschiebung nimmt die Phasengeschwindigkeit tiber den kompletten Messzeitraum wieder
konstant ab. Dies beruht ebenfalls auf dem Volumenverhéltnis v der Zellen. Wahrend direkt nach dem
Wundschluss eine relativ geringe Zelldichte vorliegt, steigt diese aufgrund der anhaltenden Proliferation
der Zellen konstant an. Die verfiighare Flache pro Zelle nimmt hierbei stetig ab und somit die relative
Zellkerndichte pro Flédche stetig zu. Das Volumenverhéltnis v nimmt somit durch eine ansteigende
Zelldichte ab. Dies fiihrt zu einer Steigerung der Permittivitdt und somit zu einer Verringerung der
Phasengeschwindigkeit (%}C) Aufgrund der zelluldren Kontaktinhibition wird die Proliferation mit
steigender Zelldichte zunehmend unterdriickt [128], bis schliefilich die Zelldichte konstant verbleibt.
Dieser Vorgang ist ebenfalls in Abb. 3.8. ab t = 60 h ersichtlich mit einer nahezu konstanten absoluten
Phasenverschiebung.

Abschlieflend erklart die Permittivitdtsdnderung als Ursache dieses Effekts ebenfalls die beobachtete
Phasenverschiebung wahrend des Ablosungsprozesses. Aufgrund der Zelllyse tritt das intrazellulare
Medium aus, wodurch eine Verdiinnung mit dem Ndhrmedium stattfindet. Die effektive Permittivitat
der Zellen néhert sich somit dem des Nédhrmediums an und es findet die beobachtete gegensétzliche
Phasenverschiebung statt.

Die hier vorgestellte Theorie konnte auch anhand von FEM (Finite Elemente Method) - Simulationen

durch Lukas Schnitzler belegt werden, was in der gemeinsamen Publikation nachgelesen werden kann
[105].
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3. Akustische Sensorik

3.5. Fazit und Ausblick

Der hier vorgestellte Ansatz der Zelldetektion eréffnet ein neues Feld in der SAW-basierten Sensorik. Die
Ergebnisse demonstrieren eindeutig das Potential akustischer Oberflichenwellen fiir die Verwendung
zur Analyse eines standardisierten Wound-Healing-Assays ohne die Notwendigkeit optischer Systeme.
Es konnte gezeigt werden, dass die Phasengeschwindigkeit der akustischen Oberflachenwelle stark mit
dem Wachstums- und Migrationsverhalten adhérenter Zellen korreliert. Nach eingehender Eichung der
absoluten Phasenverschiebung durch die Zellbelegung kann der Fortschritt des Defektverschlusses eines
Wound-Healing-Assays direkt {iberwacht werden. Durch die Anderung der Phasengeschwindigkeit kann
die Dynamik eines konfluenten Zellrasen untersucht oder die Kinetik eines Ablésungsprozesses von
Zellen bedingt durch zelluldre Vorgénge wie Apoptose oder durch Zell-lysierende Stoffe quantifiziert
werden. Durch die kompakte Sensorik kénnen nun Kultivierungsbedingungen den experimentellen
Vorgaben angepasst werden, wie beispielsweise Untersuchungen bei Uber- oder Unterdruck, welche
zuvor durch die optischen Systeme limitiert wurden. Des Weiteren kann auf die Transparenz der Tra-
germaterialien verzichtet werden, wodurch das Wachstumsverhalten beispielsweise auf verschiedenen
Implantatmaterialien untersucht werden kann.

Abhéngig von der bendtigten Sensitivitdt und Selektivitdt kann das SAW-Chip-Design auf die Anfor-
derungen angepasst und spezifiziert werden. Durch Kombination metallisierter und freier VL nach
dem Vorbild von Kondoh et al. [119] kann die Anderung der mechanischen und der elektrischen
Eigenschaften der Substrat-bedeckenden Materialien unterschieden werden. Wahrend auf der kurzge-
schlossenen VL mechanische Eigenschaften wie Dichte, Masse oder Viskositat erfasst werden, kann aus
der Differenz der kurzgeschlossenen und der freien VL auf die Anderung der elektrischen Eigenschaften
wie Permittivitdt oder Leitfahigkeit zurtickgeschlossen werden.

Durch die Verwendung einer dickeren SiO2-Schicht auf der Substratoberfliche wird die Effektivitat
des Wellenleiters erhoht. Die akustische Energie wird an der Oberfliche konzentriert, wodurch die
Sensitivitit gegeniiber mechanischen Eigenschaften drastisch erhoht wird. Wie in der Veroffentlichung
demonstriert, konnten Simulationen zeigen, dass eine Zunahme des Abstandes des piezoelektrisches
Substrates zur Zelle zu einer Verringerung der Sensitivitét gegeniiber elektrischen Eigenschaften fithrt
[105].

Durch komplexere Split-IDTs zur Anregung akustischer Oberflichenwellen mit verschiedenen Wel-
lenldngen kann auf die Eindringtiefe § Einfluss genommen werden. Die Eindringtiefe ist abhéngig
von der Frequenz und nimmt mit steigender Frequenz ab. So kénnten selektiv die Eigenschaften
in verschiedenen Schichtebenen simultan untersucht werden, wie beispielsweise die Ausbildung fo-
kaler Adhésionspunkte zwischen Zelle und Substratoberfliche wihrend des Vorgangs der Zellmigration.

Horizontal polarisierte Oberflachenwellen eignen sich somit ideal zur nicht invasiven Untersuchung zel-
luldrer Vorgénge. So kann nach zukiinftigen Implantatoperationen beispielsweise die Osseointegration
eines kiinstlichen Hiiftgelenks iiberwacht und gegebenenfalls friihzeitig interveniert werden.

In der Sensorik propagiert eine Oberflachenwelle nahezu ohne Energieverlust auf dem mit Zellen
und Nahrmedium bedeckten Substrat. Durch die Wahl des Wellentyps kann jedoch direkt auf die
Dissipationsleistung Einfluss genommen werden. Im Gegensatz zur Schwerwelle besitzt der Wellentyp
Rayleigh- Welle eine vertikale Komponente der Substratauslenkung. Befindet sich ein Fliissigkeitsfilm
im Schallpfad der SAW, so koppelt diese in die Fliissigkeit ein und fithrt durch die Bildung eines
Druckgradienten zur sogenannten akustischen Stromung. Dieser Effekt kann ausgenutzt werden, um
kleinste Objekte in Fliissigkeiten zu manipulieren. Zellen in Suspension kénnen eingefangen und mikro-
metergenau positioniert oder zelluldre Prozesse, wie die Ausbildung neuronaler Fortsétze, beeinflusst
werden. Mit diesem Ziel beschéftigt sich das spannende Feld der SAW-Aktorik. Diese wird nun im
anschliefenden Kapitel behandelt.
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4. Generierung kiinstlicher neuronaler
Netze — Aktorik mittels akustischer
Oberflachenwellen

What I cannot create, I do not understand - Richard Feynman

Acoustic force — die akustische Kraft. Hinter diesen beiden Wortern verbirgt sich eine Disziplin, die in
ihrer Vielfalt und Anwendbarkeit ihresgleichen sucht. Von der Levitation makroskopischer Objekte
iiber Analyse- und Therapieprozesse in der Medizin bis hin zur aktiven Durchmischung kleinster
Volumina nehmen akustische Kréfte stets eine entscheidende Rolle ein.

Auf der Grundlage akustischer Kréfte beschéftigt sich dieses Kapitel mit der kontrollierten Manipulation
kleinster Objekte und Organismen mit dem Ziel, wohldefinierte zelluldre Strukturen auf einem Chip
zu bilden. Nach der erfolgreichen Implementierung der nicht-invasiven akustischen Sensorik zur
Uberwachung zellulirer Vorgénge soll nun mit dem Instrument der akustischen Oberflichenwelle aktiv
auf zelluldre Prozesse Einfluss genommen werden. Hierbei soll ein System entwickelt werden, mit
dessen Hilfe ein auf SAW basierendes rdumlich und zeitlich dynamisches Kraftfeld erzeugt werden
kann und zugleich die Anforderungen einer sensiblen Zellkultur erfiillt werden kénnen. Um diese Ziele
zu bewerkstelligen miissen folgende Forschungsfragen beantwortet werden:

e Kann ein geeignetes rdumlich und zeitlich variables Kraftfeld geschaffen werden?
e Welche Randbedingungen sind fiir die SAW-basierte Aktorik notwendig?
e Konnen die fiir die Zellkultur idealen Kultivierungsbedingungen sichergestellt werden?

o Ist es moglich, mit Hilfe akustischer Kraftfelder Zellen zu positionieren und ihr Wachstumsver-
halten zu beeinflussen?

o Ist eine gezielte Bildung komplexer Strukturen aus mehreren Zellen auf einem Chip moglich?
o Konnen anndhernd physiologische Randbedingungen fiir die Zellkultur erreicht werden?
Die hier vorliegende Forschung schliefit direkt an die vorangegangene Arbeit

Aktorische Anwendung akustischer Oberflichenwellen zur Zellmanipulation -
Brugger Manuel, Masterarbeit, Universitdt Augsburg, 2016

an. Fiir eine Ubersicht des kompletten Entwicklungsprozesses kann diese Arbeit daher zusétzlich
herangezogen werden. Ergebnisse aus dieser vorangegangenen Arbeit werden nur zum Zwecke der
Schaffung eines einheitlichen Bildes erwéhnt und gesondert zitiert. Des Weiteren wurden bereits einige
der nun hier vorgestellten Erkenntnisse in Fach-Journalen veroffentlicht:

o M.S. Brugger, S. Grundeen, A. Doyle, L. Theogarajan, A. Wixforth & C. Westerhausen,
Orchestrating cells on a chip: Employing surface acoustic waves towards the formation of neural
networks, Physical Review E, 98, 012411, 2018. [69]*

e P. Delsing, ... , M.S. Brugger & C. Westerhausen, The 2019 surface acoustic waves roadmap,
Journal of Physics D: Applied Physics, 52, 343001, 2019. [138]?

Hnternet-Adresse zur Veréffentlichung: https://link.aps.org/doi/10.1103/PhysRevE.98.012411
2Internet-Adresse zur Veréffentlichung: https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1361-6463/ablb04
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4. Generierung kiinstlicher neuronaler Netze — Aktorik mittels akustischer Oberflachenwellen

4.1. Motivation und Stand der Technik

Seit der Entwicklung der ersten Schnittstelle zwischen einem Silizium-Chip und einer lebenden Ner-
venzelle durch Peter Fromherz und seine Mitarbeiter im Jahre 1991 [139] ist die Schaffung eines
kiinstlichen Gehirns eine weit verbreitete Zielsetzung. Die direkte elektrische Kopplung neuronaler Sys-
teme mit Halbleiterchips mittels Feldeffekttransistoren fiir die Detektion von Aktionspotentialen und
Kondensatoren fiir die kontrollierte Zellstimulation erlaubten seitdem zellulére Prozesse zu stimulieren
und zu analysieren [140, 141]. So konnte die Grundlage fiir eine Anwendung in der Hirnforschung,
Neuroprothetik und Informationstechnologie geschaffen werden. Es wird vermutet, dass in zukiinftigen
Brain-on-a-chip-Systemen der neuronale Part des hybriden Systems in der Lage sein wird, komplizierte
Aufgaben wie beispielsweise Lernprozesse und Mustererkennung durchzufiihren oder als Assoziativspei-
cher (inhaltsadressierbarer Speicher) zu dienen [141]. Fiir die Bewerkstelligung dieser Aufgaben ist
die Erzeugung eines wohldefinierten neuronalen Netzwerkes auf einem Silizium-Chip essentiell [142].
Zum einen sollte die elektrische Aktivitéit simultan an mehreren Positionen erfasst werden kénnen
und zum anderen sollte eine bestimmte Strukturierung des Netzwerkes in einer definierten Geometrie
reproduzierbar sein.

In der Literatur werden verschiedenste Ansétze zur Entwicklung komplexer neuronaler Strukturen
vorgestellt. Durch strukturierte Protein- und Polymerbeschichtungen (z. B. extrazelluldre Matrix-
proteine (Kollagen, Laminin etc.) - EMP) sollen selektiv die Zelladhdsion und -migration vermittelt
werden oder durch Nutzung sogenannter Mikro- und Nanosiulen (engl. pillars) bzw. struktureller
Kavitéten der Einschluss der Zellkorper sichergestellt werden [142-144]. Die sich nach der Zelladhésion
ausbildenden neuronalen Fortsétze konnten durch eine strukturierte Oberflachenbeschichtung [139],
einer speziellen Chip-Topographie [144], durch Nanokarbonrohren [145] oder gar durch eine geschickte
Wahl der Sdulenabsténde [146] anschlieflend kontrolliert gefithrt werden.

Alle hierbei vorgestellten Verfahren hatten jedoch eine gemeinsame Kehrseite — ihre statische Natur.
Durch den zufallsbedingten, willkiirlichen Prozess der Zellaussaat konnten die Zellkérper nicht gleich-
méafig auf der Chipoberfliche verteilt werden und neuronale Fortsidtze wuchsen nach einer gewissen
Zeit iiber ihre statischen Beschrankungen hinaus. Die fehlende dynamische Manipulierbarkeit der
Zellkultur wahrend der Durchfiihrung des Experiments verhinderte daher die Erschaffung eines hoher
entwickelten definierten Netzwerkes und liel offene Fragestellungen unbeantwortet.

Eine kontrollierte und dynamische Manipulation biologischer Partikel ist daher unabdingbar. Im
Bereich der Mikrofluidik existieren bereits unterschiedlichste Methoden zur Objektmanipulation. So
konnen durch hydrodynamische Mechanismen, durch optisch, magnetisch oder elektrisch induzierte
Kraftfelder (z. B. optical tweezers), durch Mikroroboter und gar durch kunstliche Ciliaten Mikro-
und Nanopartikel bewegt, sortiert, gefangen oder angereichert werden [147]. Insbesondere akustische
Kraftfelder — auch akustische Pinzette genannt — bieten die Moglichkeit der effizienten, dynamischen
und kontaktfreien Partikelhandhabung und finden daher in den Lebenswissenschaften ein breites
Anwendungsspektrum.

Abhéngig vom Anwendungsgebiet ldsst sich die akustische Pinzette prinzipiell in drei Funktionsprin-
zipien untergliedern: acoustic-streaming (z. B. Flissigkeitshandhabung, Sortierung) [73, 148-150],
traveling-wave (z. B. Objektlevitation, Einzellanalyse) und standing-wave (z. B. Strukturbildung, Zell-
separierung [96, 97]) [151]. Hierbei kommt der Objektmanipulation durch standing-wave Pinzetten auf
Basis der akustischen Oberflichenwellen in der Rayleigh-Mode in der Literatur eine groie Bedeutung
zu. Basierend auf der ein- bzw. zweidimensionalen Interferenz akustischer Oberflichenwellen, erzeugt
durch zwei bzw. vier IDTs, konnen in Suspension befindliche Objekte in einem SAW-Stehwellenfeld
abhéngig von ihren physikalischen Eigenschaften in die Knotenpunkte oder Bauche des Kraftfeldes
gebracht werden [96]. Durch Modulation akustischer Parameter wie Phase oder Amplitude kann eine
2D- (in-plane) oder eine 3D-Manipulation erreicht werden [152]. Neben der Positionsverdnderung
kénnen Objekte zudem durch Anpassung der Wellenldnge auf den Objektdurchmesser einzeln in den
Knotenpunkten ausgerichtet werden, was der sogenannten Fine-Zelle-pro-Knotenpunkt-Bedingung
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(EZPK) [97] entspricht. Aufgrund des kompakten Designs und der leichten Kombinierbarkeit mit
mikrofluidischen Systemen stellen akustische Oberflichenwellen ein wertvolles Werkzeug in Lab-on-a-
chip-Systemen dar.

Im Hinblick auf die Generierung eines wohldefinierten neuronalen Netzwerkes soll durch die Uber-
lagerung mehrerer akustischer Oberflichenwellen ein symmetrisches Kraftfeld in einer Fliissigkeit
zur Zellmanipulation erzeugt werden. Nach der eingehenden Charakterisierung des experimentellen
Aufbaus und der Uberpriifung der Biokompatibilitit sollen mit Hilfe des Stehwellenfeldes einzelne
Zellen in Suspension eingefangen und mikrometergenau auf der Substratoberfliche positioniert werden
konnen. Wahrend der Sicherstellung idealer Kultivierungsbedingungen werden die Einfliisse der akus-
tischen Oberflichenwellen auf die Zellkultur untersucht und schliefflich durch kontrollierte Anpassung
des Kraftfeldes die neuronalen Auswiichse dynamisch manipuliert.

4.2. Entwicklung eines Setups

4.2.1. Anforderungen

Im Rahmen der Arbeit wurde ein experimenteller Aufbau entwickelt, mit dessen Hilfe lebende Organis-
men manipuliert werden kénnen und in welchem zugleich ideale Kultivierungsbedingungen vorliegen.
Um dieses Ziel zu erreichen wurden eingehend diverse Eigenschaften definiert, die das System erfiillen
muss. Diese konnen in zwei Bereiche untergliedert werden: den aktorisch-technischen Aspekten und
der Adressierung der biologischen Anforderungen.

Auf dem Prinzip der akustischen Pinzette sollen Zellen in Suspension durch ein dreidimensionales
Kraftfeld mittels SAW eingefangen werden. Durch Repositionierung der Zellen soll der Ort der Adhési-
on definiert werden. Das Ziel ist es, nach dem Vorbild der EZPK-Falle einzelne Zellen zu manipulieren,
sodass eine Clusterbildung von Zellen vermieden wird. Die Kraftfelder sollen zeitlich und raumlich
dynamisch sein, um das Zellwachstum manipulieren zu kénnen. Des Weiteren muss das Setup eine
kompakte Bauform aufweisen, sodass es in standardisierten Probentridgern positioniert werden kann.
Die Observierung der Zellmanipulation erfolgt durch optische Systeme. Dies erfordert eine Transparenz
der verwendeten Materialien im sichtbaren Bereich. Des Weiteren soll eine mobile Einsatzmdoglichkeit
und eine integrierte Uberpriifung der Funktionsfihigkeit gewihrleistet werden. Abschlieend soll die
Option geschaffen werden, diese Technologie der kontrollierten Zellmanipulation mit bestehenden
sensorischen Methoden, beispielsweise der Messung zelluldrer Aktionspotentiale, zu verkniipfen.

Da es sich bei den verwendeten Zelltypen hauptsidchlich um empfindliche neuronale Zellen han-
delt, ist eine addquate Adressierung der biologischen Anforderungen essentiell. So muss eine stetige
Néhrstoffversorgung und der Abtransport von Metaboliten gewéahrleistet werden. Sowohl eine Kul-
tivierungstemperatur von 7' = 37°C, ein konstanter COs-Gasaustausch mit dem Néhrmedium,
als auch die Biokompatibilitit aller mit dem Nédhrmedium in Kontakt stehenden Materialien muss
sichergestellt werden. Da das Zellwachstum {iber einen ldngeren Zeitraum beobachtet werden soll,
muss die Moglichkeit der Langzeitkultivierung iiber mehrere Tage gegeben sein.

4.2.2. Das mikrofluidische System

Der Kern des kompletten Setups ist das mikrofluidische System. Dieses besteht im Prinzip aus einem
SAW-Chip, einem mikrofluidischen Kanal und einem Reservoir. Das Setup wird vor jedem Experiment
neu zusammengesetzt. Wahrend der SAW-Chip und das Reservoir wiederverwertbar und leicht zu
reinigen sind, wird zum Zwecke der Sterilitdt der mikrofluidische Kanal nur einmalig verwendet. Die
Eigenschaften und der exakte Aufbau des Setups werden nun schrittweise erlautert.
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Der SSAW-Chip

Die Basis des experimentellen Aufbaus bildet, wie in der Sensorik, der SAW-Chip. Dieser besteht
aus dem piezoelektrischen Kristall LINbO3 128° rot Y-Cut, dessen exakte Materialeigenschaften in
Kap. 2.2.2. gelistet sind. Die Entwicklung der komplexen IDT-Struktur wurde bereits in der vorange-
gangen Arbeit durchgefiihrt und ist dort detailliert beschrieben [60, S. 61-67]. Die wichtigsten Details
werden nun kurz dargestellt.

Die Bildung eines zweidimensionalen manipulativen Steh-
wellenfeldes wird durch die Uberlagerung zweier zuein-
ander 90°-gekreuzter eindimensionaler Stehwellenfelder
erreicht. Ahnlich wie bei der SAW-Sensorik sind jeweils
zwei IDT-Strukturen gegeniiberliegend mit einem defi-
nierten Abstand zueinander ausgerichtet. Hier dienen
jedoch beide Strukturen als Quellen und fithren durch

Interferenz in dem aus der SAW-Sensorik bekannten Be- ’//
reich der Verzogerungsleitung (VL) zu einem eindimen-
sionalen Stehwellenfeld, den standing surface acoustic
waves - SSAW. Die Einheit der beiden gegeniiberliegen-
den Strukturen wird im Folgenden als IDT-Paar bezeich-
net. Die Breite des Stehwellenfeldes ist abhéngig von der
Apertur W der IDTs. Zwei senkrecht zueinanderstehende
IDT-Paare mit der gekreuzten Flédche in der VL, der
sogenannten aktiven Fldche, bilden nun das in Abb. 2.2.). visualisierte gitterféormige Kraftfeld mit
Knoten und Bduchen. Die aktive Flache betridgt somit A = W x W. Eine technische Zeichnung der
IDT-Struktur ist in Abb. 4.1. dargestellt.

Die Anisotropie des verwendeten Kristalls fithrt zu einer Richtungsabhéngigkeit der Schallgeschwindig-
keit ¢ und des elektromechanischen Kopplungskoeffizienten kgﬁ. Durch die Orientierung der IDT-Paare
in einem Winkel = = 45° zur Kristallachse liegt fiir jede IDT-Struktur eine identische Schallgeschwin-
digkeit von cxur, = 3547 7 und ein elektromechanischer Kopplungskoeffizient von k‘gﬁ =1.95-10"2
vor. Die Werte fiir k%; wurden nach der GI. 2.18 mit den Datenpunkten aus Abb. 2.3. berechnet.
Durch die identischen Materialparameter fiir jeden IDT kann so ein in beide Orientierungsrichtungen
homogenes Kraftfeld erzeugt werden. Nach der in Kap. 2.2.2. dargestellten Slowness-Kurve ist jedoch
eine Anregung reiner Wellenmoden nur in Richtung der X-Kristallachse, senkrecht zur Kristallachse
und in einem Winkel von = = 52.5° moglich. Unter dem gewéhlten Winkel von = = 45° wird daher

/ L

Abbildung 4.1:
SSAW-Chip mit vier IDT-Strukturen zur Bildung
eines zweidimensionalen Stehwellenfeldes.

vermutlich keine reine Rayleigh-Mode angeregt.

Die Wellenldnge A der IDTs wird durch den Durchmesser der zu manipulierenden Objekte bestimmt.
Fiir die Erfiillung der Voraussetzung einer EZPK-Falle nach Collins (siehe Kap. 2.3.4.) werden in den
Experimenten verschiedene Standard-IDT-Strukturen mit unterschiedlichen Wellenldngen verwendet.
Hierbei finden SIDTs mit einer festen Wellenldnge von A = 25um bzw. A = 50um oder auch
CIDTs mit einer variablen Wellenlénge, sogenannte chirped-IDTs, mit A = 15 — 25 um mit diskreten
AN = 1um-Schritten Anwendung. Die IDT-Strukturen wurden auf die standardisierte Impedanz von
Z = 508 angepasst. Da die Fliche fir die Fingerpaare begrenzt ist, musste auf die Impedanzanpas-
sung fiir den chirped-IDT verzichtet werden. Die Anzahl der Fingerpaare je Anregungsfrequenz wurde
daher auf 15 festgelegt. Abhingig von der gewédhlten Wellenldnge unterscheidet sich die Grofle der
aktiven Fléache. Diese richtet sich nach der Abklinglange der SAW in Wasser und wird nachfolgend
erlautert. In Tab. 4.1. sind die Dimensionen und Kennwerte der verwendeten SSAW-Chips aufgelistet.
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Wellenlédnge A [um] | Apertur W [um] Fingerpaare fres [MHz|
15,16, ..., 25 300 165 (15 pro fres) | 141.9 - 236.5
25 300 85 141.9
50 600 85 70.9

Tabelle 4.1: Parameter der in den Experimenten verwendeten SSAW-Chips

Der mikrofluidische Kanal

Wird ein Fliissigkeitstropfen in den Schallpfad einer propagierenden SAW gebracht, so koppelt die
Oberflachenwelle in die Fliissigkeit als Leaky-SAW ein und erzeugt dort eine akustische Strémung [153].
Durch die starke Stromung werden Objekte aus den Knotenpunkten geschwemmt und verhindern somit
eine kontrollierte Manipulation. Die akustische Stromung, hervorgerufen durch eine in der Fliissigkeit
propagierende Druckwelle, kann jedoch durch Reflexion dieser Druckwelle an einer Grenzschicht
unterdriickt werden. Die hierbei stattfindende Interferenz der reflektierten mit der eingekoppelten
Welle fiihrt zu einem zum Substrat senkrecht stehendem Stehwellenfeld.

Diese Grenzschicht kann durch die Verwendung eines mikrofluidischen Kanals, wie in Abb. 4.2.
dargestellt, geschaffen werden. Mit dem Material PDMS kann mittels der in Kap. D.8. beschriebenen
Methode der Soft-Lithographie ein Mikrokanal mit einer beliebigen Form geschaffen werden. Der
Kanal ist derart konzeptioniert, dass die akustische Stromung unterdriickt und die Dampfungsverluste
der Oberflichenwelle reduziert werden. Durch die Anpassung der mikrofluidischen Kammer auf die
Grofle der aktiven Flache A des SSAW-Chips und unter Berticksichtigung der Kontaktfreiheit der
Apertur zum PDMS kann die Dédmpfung der SAW auf ein Minimum reduziert werden. Die Grofle der
mikrofluidischen Kammer richtet sich nach der 1/e-Abklinglinge der SAW-Intensitét lgg%fw in Wasser
mit [$5. = 11.2 - Agaw. Die Gesamtintensitéiit Ioes der SSAW nimmt aufgrund der Leaky-SAW
zum Zentrum der Kammer hin ab, betragt an ihrem Minimum im Mittelpunkt der Kammer jedoch
die maximale Intensitdt einer einzelnen Welle Isaw. Da der Reflexionsfaktor mit » = 0.17 nach
Gl. 2.56 an der Grenzschicht PDMS-Ndhrmedium aufgrund des geringen Impedanzunterschiedes
mit Zppmg = 1.05 - 106 % und Zwasser = 1.49 - 106 % sehr gering ist [154], und zur zusétzlichen
Unterdriickung der Eckart-Stromung wird die Kanalhohe h auf )‘SSW < h < Agaw festgelegt. Die
untere Grenze von )‘5% < h wurde daher gewédhlt, da bei niedrigeren Kanalhthen aufgrund des
geringen Querschnitts zu grofie Scherkréfte bereits bei geringsten Volumenstromungen auftreten.
Die Kontaktfreiheit des PDMS zur Apertur wird durch von der Mikrofluidik isolierte Kammern,
sogenannter Fenster, erreicht. Diese Fenster befinden sich tiber der Aperturstruktur. Die mikrofluidische

Hauptkammer besitzt vier Zuleitungen zur Kontaktierung durch Einldsse und Ausldsse fiir die
Einbringung der Zellsuspension und fiir die Versorgung mit Nahrmedium. Anhand der Kanalldnge
der einzelnen Zuleitungen kann das Flussprofil in der Hauptkammer definiert werden. Eine Zuleitung
fungiert als Einlass der Zellsuspension (Pos.1). Da die Zellen beim Befiillungsvorgang iiber die
komplette aktive Fliche stromen sollen, wird ein Fluss zum gegeniiberliegenden Kanal préferiert
(Pos. 3). Dies wird erreicht, indem der Abstand des gegentiberliegenden Auslasses zur Kammer minimiert
wird, wihrend die Kanalldnge der beiden senkrecht stehenden Zuleitungen (Pos. 2,4) maximiert wird.
Das Verhiltnis des Volumenstroms 22 lisst sich iiber die Gl 4.1 berechnen [155]:

Q2,4
2
(%) Gb*w
_ 4.1
Q=T (11)
mit w der Kanalbreite, b der Kanalh6he, G dem Druckgradienten und 7 der Viskositét der Fliissigkeit.
Fir die gewdhlte Geometrie betrégt das Verhéaltnis somit QQ234 = i mit I3 ~ 1mm und lp4 ~ 4mm.

Das komplette Design des mikrofluidischen Systems ist in Abb. 4.2. a ) dargestellt.
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In Abb. 4.2. b) ist das Flussprofil in der Hauptkammer durch eine sPTV-Messung? visualisiert. Hierbei
wurden Beads mit einem Durchmesser von 2um bei einem Fluss von @ =0.01pl/s durchgespiilt.
Die Farbskalierung ist auf die Maximalgeschwindigkeit von vp,ss ~ 2. % normiert. Deutlich zu

erkennen ist der laminare Fluss von 1 — 3.

a) b)

Fenster 2
o
75

4

/ 0,1
I N\
Inlet Outlets Hauptkammer

Abbildung 4.2:

a) Technische Zeichnung des mikrofluidischen Kanals mit BemaBung in Millimeter. Durch unterschiedliche
Kanalldngen kann das Strémungsprofil innerhalb der Hauptkammer definiert werden. Die Fenster dienen der
Kontaktfreiheit des PDMS zur Apertur, um Verluste zu vermeiden. Die AusschnittvergréBerung zeigt die
Hauptkammer und die BemaBung. Die Werte W und [ richten sich nach den SAW-Parametern b) PIV-Analyse des
Strémungsprofils innerhalb der Hauptkammer. Die weiBen Linien kennzeichnen die Kanalgrenze. Die normierte
Maximalgeschwindigkeit betragt vruss ~ 2.3 =",

Der experimentelle Aufbau

Die oben beschriebenen Komponenten sind Bestandteile eines komplexeren, wiederverwertbaren expe-
rimentellen Aufbaus, dessen exakte Montage nun erlautert wird.

Die Basis des Aufbaus bildet der SSAW-Chip. Dieser wird durch einen Sekundenkleber in eine
Leiterplatine fixiert und mit Silberleitpaste (Acheson Silver DAG 1415M, Acheson Industries Inc.,
MI, USA) kontaktiert. An der Unterseite der Leiterplatine befinden sich U.FL-Anschlisse fiir die
HF-Kontaktierung. Nach der Funktionsiiberpriifung durch einen NWA wird die Oberfliche mit einer
70/30-Ethanol /Wasser-Mischung sterilisiert. Bei Experimenten mit Zellkulturen erfolgt anschlieflend
die Beschichtung der Oberflache mit dem Polymer Poly-L-Lysin (PLL) (P1274, SA). PLL ist ein
positiv geladenes Polymer und erhoht die Zelladhésion auf festen Substraten. Hierbei werden 125 ul
einer 100 pg/ml-PLL in PBS Losung auf die Mitte der Chipoberfliche pipettiert und fiir mindestens
zwei Stunden inkubiert. Anschliefend wird die Losung mit PBS und Nahrmedium abgespiilt und der
Chip mit Stickstoff getrocknet. Der mikrofluidische Kanal wird wie in Kap. D.8. beschrieben hergestellt.
Nach dem Ausschneiden des Kanals wird dieser durch Biopsiestanzen kontaktiert. Hierbei werden fiir
den Einlass ein Durchmesser von d =1 mm und fiir die Auslésse d = 1.5 mm verwendet. Pos. 3 wird
hierbei schriag gestochen. Nach der Reinigung des PDMS-Kanals mit destilliertem Wasser und einem
Scotch-Tape wird dieser mit Hilfe eines Mikroskops auf dem SSAW-Chip positioniert. Hierbei dienen
die Fenster der Kanalstruktur als Referenzmarken, da sich diese direkt tiber der Aperturstruktur
befinden miissen. Nach der Positionierung wird der PDMS-Kanal durch eine Polystyrol (PS)-Schiene
fixiert, deren Herstellung mittels einer CNC-Frise erfolgt ist. Die PS-Schiene fungiert neben der Fixie-
rung der PDMS-Kammer auch als Reservoir fiir das Nahrmedium mit einem Gesamtfassungsvermogen
von V = 1.5ml. Um Stérungen wie Reflexionen in der Mikroskopie aufgrund einer Fliissigkeit zu

3Nahere Informationen zu sPIV siehe Kap. 5.2.3.
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vermeiden, ist im Lichtpfad des Mikroskops ein Sichtfenster in der PS-Schiene beriicksichtigt. So kann
der Ubergang von Fliissigkeit zu PS vermieden werden. Dies fithrt zu deutlich besseren Kontrastver-
héltnissen. Die Kontaktfliche zwischen der PS-Schiene und der PDMS-Kammer wird vor der Montage
mit einer diinnen Schicht hochviskosem Silikon benetzt, um Leckagen zu vermeiden. AbschlieSend
wird die PS-Schiene durch zwei M3-Schrauben befestigt. Anhand des Anzugmoments M kann der
Anpressdruck der PDMS-Kammer auf die SSAW-Chip-Oberfliache justiert werden. Die Einstellung
erfolgt mit Hilfe der Phasenkontrastmikroskopie, da sich durch die Deformation der PDMS-Kammer
aufgrund des Anpressdrucks der Kontrast der Kanalstrukturen &ndert. Als Richtgréfie eignete sich
ein Anzugsmoment von M ~ 0.1cN/m. Der montierte Aufbau wird abschliefend durch UV-Licht
sterilisiert. In Abb. 4.3. ist das mikrofluidische System in verschiedenen Abbildungen dargestellt.
Der Aufbau und deren Einzelkomponenten ist in der Explosionsdarstellung visualisiert. Die relative
Position des mikrofluidischen Kanals beziiglich des SAW-Chips ist in der Draufsicht abgebildet. Der
vertikale Querschnitt verdeutlicht die Groflenverhéltnisse und den optimierten Lichtpfad.

Explosionsdarstellung Draufsicht
Fenster
auf Apertur
PS-Schiene
Inlet
PDMS-Mikrokanal
IDT-Struktur Mikrokanal
SSAW-Chip
HF-Platine
Querschnitt VergroRerung

PDMS

Mikrokanal mit aktiver

SSAW-Chip Zellen

MaRstab: 1:200

- 10x Objektiv
Abbildung 4.3:

Technische Darstellung des experimentellen Aufbaus. In der Explosionsdarstellung sind alle Einzelkomponenten und
in der Draufsicht deren relative Position zueinander dargestellt. Der Querschnitt visualisiert den optimierten
Lichtpfad durch die Aussparung des Reservoirs. Die VergréBerung verdeutlicht den Unterschied der Dimensionen
der mikrofluidischen Hauptkammer zum gesamten Aufbau.
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4.2.3. Ansteuerung und Charakterisierung der SAW-Chips mittels eines
Eigenbau-Multifunktionsgenerators

Die Anregung einer akustischen Oberflichenwelle erfolgt {iber eine hochfrequente Wechselspannung,
deren Frequenz mit der Resonanzfrequenz der IDT-Strukturen iibereinstimmt. Sowohl die Uberpriifung
auf die Funktionsfihigkeit des SSAW-Chips als auch die Erzeugung des HF-Signals erfolgt im Regelfall
mittels kommerziell erwerbbarer Grofigeridte. Hierunter fallen der Vektor-Networkanalyser ZVL und
der Frequenzgenerator SML 01, beide von Rhode & Schwarz GmbH, Miinchen, Deutschland.

Die in Kap. 4.2.1. genannte Forderung der Kompaktheit und Mobilitdt kann durch die Verwendung
dieser wenig kompakten Gerédte nicht gewahrleistet werden. Zur Sicherstellung einer mobilen Ein-
satzfahigkeit wurde ein kompakter Multifunktionsgenerator entwickelt, mit dessen Hilfe sowohl eine
Funktionsiiberpriifung als auch eine Ansteuerung der SSAW-Chips moglich ist. Im Folgenden wird
kurz der Aufbau und die Funktion des Generators erlautert.

Der Funktionsgenerator kann in drei Hauptfunktionen untergliedert werden: die Signalerzeugung, die
Signalmanipulation und die Funktionspriifung. Die einzelnen Funktionen werden durch den Mikrokon-
troller MEGA 2560 R3 von Arduino (Somerville, MA, USA) gesteuert. Als Benutzerschnittstelle fiir
die Einstellung des Generators und die Visualisierung der Messergebnisse dient ein Touch-Display.
Die Signalerzeugung erfolgt durch zwei kommerziell erwerbbare Hochleistungs HF-Platinen der Firma
Advalytix AG. Diese wurden fiir die Produkte Array Booster und CellFvator entwickelt und tragen
die firmeninterne Bezeichnung HF311 und RF152. Mit diesen Platinen kann ein Signal im Frequenz-
bereich 60 -85 MHz mit der RF152 bzw. 120- 185 MHz mit der HF311 mit einer Leistung von bis zu
P = 30dBm erzeugt werden. Je nach benotigtem Frequenzbereich erfolgt die Signalerzeugung durch
eine der beiden HF-Platinen. Der Frequenzbereich des Funktionsgenerators deckt im Regelfall die
in diesen Messungen verwendeten Resonanzfrequenzen der SSAW-Chips ab. Die Ansteuerung der
Platinen erfolgt durch den Mikrokontroller iiber das I?C-Bus-Protokoll, welches ein Master-Slave-
Kommunikationsprinzip ist. Das durch die HF-Platinen erzeugte Signal wird durch eine interne
Schaltung an zwei Ausgédngen RF-out gefithrt. Durch die getrennte Kontaktierung der IDT-Paare
mit jeweils einem Ausgang ist es moglich, durch eine Softwareeinstellung ein eindimensionales bzw.
zweidimensionales SSAW-Kraftfeld zu erzeugen.

Fir die kontrollierte Manipulation und Positionierung der Objekte im SSAW-Kraftfeld ist es notwendig,
neben der Amplitude des Stehwellenfeldes auch die Positionen der Knotenpunkte verdndern zu kénnen.
Dies geschieht durch eine Phasenverschiebung des Anregungssignals eines IDTs in einem IDT-Paar
durch das erweiterbare Modul Phasenschieber des Signalgenerators. Kommerziell erwerbbare Phasen-
schieber geniigen nicht den Anforderungen der hohen Ausgangsleistung. Eine Losung bietet jedoch die
Verwendung von zwei 6-port HF-Schaltern (HMC252A) mit unterschiedlich langen Koaxialleitungen,
mit denen eine diskrete Phasenverschiebung um jeweils A¢ = 60° erreicht werden kann. Durch die
unterschiedlichen Leitungsldngen wird ein Wegstreckenunterschied und somit eine Phasenverschiebung
des Signals am ersten IDT relativ zum Signal des zweiten IDTs erzielt. Die Leitungslingen sind auf
die Resonanzfrequenz von fro.s =71 MHz der in den Experimenten hauptséchlich verwendeten SSAW-
Chip-Geometrie mit Agaw = 50 um angepasst. Die Ermittlung der Leitungslédngen wurde experimentell
durchgefithrt und wird nachfolgend beschrieben. Die Phasenverschiebung kann entweder durch einen
Joystick direkt kontrolliert werden oder es kann eine stetige Phasenverschiebung im Steuerprogramm
eingestellt werden. Neben der Phasenverschiebung kann das HF-Signal auch gepulst ausgegeben
werden. Hierbei kann neben der Pulsfrequenz auch das Tastverhéltnis in Prozent eingestellt werden.
Die Funktionspriifung der SSAW-Chips erfolgt durch die frequenzabhéngige Messung des Leistungspe-
gels des reflektierten Signals. Hierbei wird ein HF-Signal bei einer konstanten Leistung erzeugt und die
Frequenz im gewéhlten Frequenzintervall schrittweise erhoht. Das reflektierte HF-Signal wird durch
einen bi-direktionalen Koppler (ZFBDC20-13HP-S+) an einen Leistungsdetektor (ZX47-40LN-S+)
gefihrt. Der Leistungsdetektor gibt in Abhéngigkeit des Leistungspegels ein Gleichspannungssignal
aus, welches nach der Messung am Display graphisch dargestellt wird. Bei Frequenzen mit resonanter
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Anregung, beispielsweise einer akustischen Oberflichenwelle, nimmt der Leistungspegel des reflek-
tierten Signals ab und nimmt ein Minimum im frequenzabhéngigen Verlauf ein. Dieses Minimum
kann anschliefend durch Anwahl direkt als Frequenzeinstellung iibernommen werden. Eine Fotografie
des Eigenbau-Multifunktionsgenerator mitsamt der Erweiterung des Phasenschiebers ist in Abb. 4.4.
abgebildet. Eine Bedienungsanleitung des Multifunktionsgenerators kann aus dem Anhang Kap. B.1.
entnommen werden.

Phasenschieber

Frequenzgenerator

Abbildung 4.4:
Fotografie des Eigenbau-Multifunktionsgenerators mitsamt der Phasenschieber-Erweiterung zur
Funktionsiiberpriifung und Ansteuerung eines SSAW-Chips.

4.2.4. Versuchsvorbereitung

Fiir die kontrollierte Manipulation von Objekten in Fliissigkeiten ist eine ausfiihrliche Vorbereitung
des experimentellen Aufbaus notwendig. Im Folgenden wird der komplette Versuchsaufbau und die
Durchfithrung des Experiments mit lebenden Zellen beschrieben, da dies der ausfiihrlichsten Vorbe-
reitung bedarf. Abweichungen bei der Durchfiihrung des jeweiligen Experiments werden gesondert
erwahnt.

Nach dem Zusammenbau und der anschliefenden Sterilisation des oben beschriebenen mikroflui-
dischen Systems werden insgesamt vier Experimente auf dem invertierten Forschungsmikroskop Zeiss
Aziovert 200 M (Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) positioniert. Fiir die Sicherstellung idealer
Kultivierungsbedingungen (T' = 37 °C, wassergeséttigte Atmosphéare, 5% COy (v/v)) befinden sich
die mikrofluidischen Systeme in einem Mikroskopinkubator mit angeschlossenem Gasinkubationssys-
tem (ibidi Heating System, ibidi Gas Incubation System, ibidi, Martinsried, Deutschland). Dieser
Mikroskopinkubator bietet Platz fiir insgesamt vier Experimente zur parallelen Langzeitobservierung
im Live Cell Imaging. Die Platinen werden anschliefend mit U.FL-Steckern kontaktiert und mit einem
Multifunktionsgenerator verbunden. Hierbei wird ein IDT-Paar an einen HF-Ausgang des Generators
angeschlossen. Die fiir die Ansteuerung beider IDT-Strukturen notwendige Signalaufspaltung erfolgt
iiber einen Leistungsteiler (ZFSC-2-4+, mini-circuits, Brooklyn, NY, USA). Im Falle einer gewiinschten
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Phasenverschiebung wird statt des Leistungsteilers das erweiterbare Modul Phasenschieber des Funk-
tionsgenerators angeschlossen. Fiir jeden SSAW-Chip wird ein eigener Funktionsgenerator benotigt,
welcher jeweils auf die zuvor bestimmten Resonanzfrequenzen f,os eingestellt wird. Die an einem
IDT-Paar angelegte HF-Leistung wird im Folgenden als Py bezeichnet. Im Anschluss werden alle
mikrofluidischen Kanéle durch eine 250 ul-Spritze (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) mit
einem Polytetrafluoroethylen (PTFE)-Schlauch und einer Spritzenpumpe (neMESYS, Cetoni GmbH,
Korbussen, Deutschland) befiillt. Hierbei ist darauf zu achten, dass die Spritze und der Schlauch zur
Kontaktierung frei von Luftblasen sind und das Ndhrmedium zuvor in einem Exsikkator entgast wurde.
Der PTFE-Schlauch wird am Einlass des Kanals angebracht und dieser mit einem Volumenstrom von
@ = 0.5pl/s befiillt. Sobald die Fliissigkeit an allen Ausldssen erkennbar ist, wird der Befiillungsvor-
gang beendet und das komplette Reservoir mit Nahrmedium befiillt. Nach dem Befiillungsvorgang
werden alle Chips fiir mindestens eine Stunde im Mikroskopinkubator inkubiert. Zwischenzeitlich
wird die Zellkultur fiir die Aussaat vorbereitet. Wie in Kap. D.2. beschrieben, werden durch die
Passagierung Zellen fiir das Experiment gewonnen. Je nach Zelldichte wird die Zellsuspension bei
1000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen, um eine héhere Zellkonzentration in der
Suspension zu erreichen. Die Zelldichte sollte ca. 1 — 2 - 105 Zellen pro Milliliter betragen, eine exakte
Konzentration ist aufgrund des dynamischen Befiillungsvorgangs jedoch vernachléssigbar. Zur Vermei-
dung von Zellklumpen, u. a. bedingt durch freie DNA, konnen diese entweder mittels des Enzyms
DNAse I aufgelost oder durch ein Zellsieb entfernt werden. Hierbei wurde die Filtration mit einem
20 um-Zellsieb (pluriStrainer Mini 20 um (Cell Strainer), pluriSelect Life Science UG & Co. KG, Leipzig,
Deutschland) préferiert, da diese Methode im Gegensatz zur DNAse I-Behandlung iiberzeugendere
Ergebnisse lieferte. Die Zellklumpen konnten durch die Filtration restlos entfernt werden, wahrend
bei DNAse I-Behandlung stets weiterhin Zellklumpen vorhanden waren. Die gefilterte Zellsuspension
wird bei einem Volumenstrom von @ = —0.01pl/s in den Schlauch der Spritze angezogen, bis ein
Gesamtvolumen von ca. 20l erreicht ist. Anschliefend wird der mit der Zellsuspension befiillte
Schlauch in den Einlass des Kanals gesteckt und der Kanal wird vorsichtig mit der Zellsuspension mit
@ = 0.5nl/s befillt. Einstromende Zellen kénnen nun durch Aktivierung des Kraftfeldes positioniert
werden. Erfolgt eine Positionierung, so wird die Spritzenpumpe deaktiviert, um einwirkende Scher-
krifte zu reduzieren. Die Positionierung muss rasch erfolgen, da die Zellen im Schlauch innerhalb
kiirzester Zeit erneut verklumpen oder sedimentieren. Nach erfolgter Positionierung und Adhésion der
Zellen kann der Schlauch vorsichtig entfernt werden. Im Anschluss werden die Funktionsgeneratoren
dem Versuch entsprechend eingestellt. Sofern nicht anderweitig erwdhnt, erfolgt die Observierung
der mikrofluidischen Hauptkammer stets durch ein 10 x-Objektiv im Phasenkontrastverfahren. Die
Aufnahmen werden durch eine CMOS-Kamera (Orca 5G, Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH,
Herrsching am Ammersee, Deutschland) mit einem Auflésungsvermogen von 1344 px x 1024 px erstellt.
Bei Langzeitmessungen kann die Hauptkammer durch zwei Aufnahmepositionen vollstandig erfasst
werden. Die automatische Erfassung mehrerer Messpositionen erfolgt durch einen motorisierten Mikro-
skoptisch (SCAN IM 120x100, Ludl Electronic Products Ltd., Hawthorne, NY, USA). Hierbei werden
alle fiinf Minuten Aufnahmen von jedem SSAW-Chip erstellt. Die Ansteuerung der Kamera und des
Mikroskops erfolgt iiber die Software HCImage von Hamamatsu. Das anschlieende Zusammenfiigen
der Einzelaufnahmen zu einer Bildkomposition erfolgt iiber das in MATLAB-entwickelte Programm
Photomerge. Nach der manuellen Eingabe der Kenndaten des Bildrasters werden die Aufnahmen aller
erfassten Zeitpunkte durch die Software automatisch zusammengefiihrt und gesondert abgespeichert.
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4.3. Charakterisierung des Versuchsaufbaus

Durch die Verwendung eines gekreuzten akustischen Stehwellenfeldes kann ein rdumlich und zeitlich
dynamisches Kraftfeld zur Realisierung einer ,akustischen Pinzette“ generiert werden. In Suspension
befindliche Objekte kinnen in einem Mikrokanal durch das Kraftfeld einzeln separiert und positioniert
werden. Die einwirkenden akustischen Krafte, Kraftfeldsymmetrie, Strukturierungseffizienz und Tem-
peraturentwicklung sind hierbei stark von den SAW-Parametern abhdngig.

Die Bildung eines kiinstlichen neuronalen Netzwerkes auf einem Chip erfordert sowohl die exakte
Kenntnis der physikalischen Eigenschaften des experimentellen Aufbaus als auch der auf die Zellkultur
einwirkenden Einfliisse. Daher ist eine vollstdndige Charakterisierung des mikrofluidischen Systems es-
sentiell. Im Folgenden wird die durch SSAW hervorgerufene Potentiallandschaft mittels AFM-Messung
visualisiert und durch Experimente mit Mikrosphéren die rdumliche und zeitliche Dynamik des Kraft-
feldes analysiert. Im Hinblick auf die Sicherstellung der idealen Kultivierungsbedingungen wird die
Temperaturdnderung im mikrofluidischen System bei aktivierter SAW durch eine Fluoreszenzmessung
untersucht. Die Auswertung der Mikroskopieaufnahmen erfolgt, sofern nicht anderweitig erwéahnt,
standardméBig durch die Software ImageJ. Die hierbei verwendeten Funktionen werden gesondert
erwahnt.

4.3.1. Visualisierung des Stehwellenfeldes durch
Raster-Kraft-Mikroskopie

Fiir die Visualisierung der Knoten und Bduche des akustischen Stehwellenfeldes wird die aktive Fléiche
eines SSAW-Chips mittels Raster-Kraft-Mikroskopie (engl. (Scanning) Atomic Force Microscopy
(AFM), NanoWizard BioAFM, JPK Instruments, Berlin, Deutschland) untersucht. Hierbei wird
die blanke SSAW-Chip-Oberfliche ohne mikrofluidischen Kanal mit einer AFM-Spitze (Cantilever)
(CSC37/Al BS, Mikromasch, Wetzlar, DE) im sogenannten constant-force-contact-Modus vermessen.
Es ist darauf zu achten, dass fiir die Detektion einer Megahertz-Oszillation der SAW mittels einer nie-
derfrequenten Cantilever-Oszillation (O(kHz)) eine ausgepréigte nichtlineare Wechselwirkung zwischen
AFM-Spitze und Substrat notwendig ist [156, 157].

Der zu untersuchende SSAW-Chip mit einer Wellenléinge von Agaw =50 ym wird auf dem AFM posi-
tioniert und beide IDT-Paare an einen Multifunktionsgenerator mit angeschlossenen Leistungsteilern
kontaktiert. Die zu erwartende Periodizitdt des Stehwellenfeldes befindet sich in einem 45°-Winkel zur
Scanrichtung, um einen Ausgleich des Musters durch die automatische Abstandsregelung des AFM zu
vermeiden. Nach der Funktionsiiberpriifung der IDT-Strukturen sowie der Kalibration des Cantilevers
wird bei der ermittelten Resonanzfrequenz von f,.s =71 MHz ein HF-Signal mit einer Leistung von
Py =24dBm je IDT-Paar erzeugt. Ein 100 ym x 100 um Ausschnitt der aktiven Flidche wird mit einer
Auflésung von 512 Px x 512 Px und einer Scanrate von 1 Hz vermessen. Hierbei wird eine Messung mit
einem IDT-Paar und eine mit beiden IDT-Paaren durchgefithrt. Durch die 4-Quadranten-Diode werden
bei der Messung sowohl die lateralen als auch die vertikalen Komponenten der Cantileverauslenkung
einzeln erfasst. Da jedoch aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkungen bei piezoelektrischen
Kristallen mit dem Cantilever die vertikale Komponente nur eine unzureichende Aussage beziiglich
des Hohenprofils der Substratauslenkung zuldsst, wird nur die laterale Komponente beriicksichtigt. In
Abb. 4.5. zeigt die normierte laterale Cantileverkomponente (lateral deflection) des gemessenen Signals
in einem 1D- und 2D-Stehwellenfeld. Das 2D-modulierte Feld wurde zum Zwecke der Vollstandigkeit
aus [60] entnommen.
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laterale Auslenkung (b.E.)

Abbildung 4.5:
Visualisierung eines 1D- (links) bzw. 2D-Stehwellenfeldes (rechts) in der aktiven Fliche eines SSAW-Chips durch

die laterale Komponente der Cantileverbewegung. Die normierte Farbskalierung zeigt deutlich die dunklen Bereiche
der Knotenpunkte und die hellen Bereich der Bauche der SSAW. (Daten entnommen aus [60, 69)).

Deutlich ist das symmetrisch-periodische Stehwellenbild erkennbar. Die dunklen Bereiche weisen
auf eine geringe Wechselwirkung zwischen AFM-Spitze und Substratoberfliche hin. Die Verkippung
des Cantilevers ist somit in diesen Bereichen gering, was auf einen Knotenpunkt mit keiner oder
einer sehr geringen z-Auslenkung der Substratoberfliche hindeutet. In den hellen Bereichen erfiahrt
der Cantilever eine grofle Verkippung durch die starke Wechselwirkung mit der Substratoberfléche.
Dies deutet auf eine starke z-Auslenkung des Substrats hin und léasst somit auf Béuche schliefen.
Der periodische Abstand zweier Knotenpunkte im 1D- oder 2D-Stehwellenfeld entspricht exakt der
halben Wellenldnge Agaw/2. Im eindimensionalen Fall kann das zweite inaktive IDT-Paar durch
das sogenannte ,,Ubersprechen“ (engl. Crosstalk) ebenfalls eine SAW erzeugen. Hierunter wird die
Einkopplung elektrischer Leistung infolge elektromagnetischer Wechselfelder erzeugt durch benachbarte
Quellen, wie beispielsweise das aktive IDT-Paar, verstanden. Wie im linken Bild allerdings erkennbar
ist, kann hier das Ubersprechen jedoch vernachlissigt werden, da keine zur 1D-SSAW vertikalen
Komponenten sichtbar sind. Die AFM-Messung belegt somit die Existenz periodischer Knotenpunkte,
deren Ausrichtung und Dimensionalitdt durch Wahl der aktivierten IDT-Paare bestimmt werden kann.
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4.3.2. Die akustische Pinzette

Acoustic tweezers — Manipulation von kleinen Objekten durch Schallwellen. Das Werkzeug der folgenden
Versuche ist eine akustische Pinzette, mit deren Hilfe eine aktive Ausrichtung und Manipulation
von Zellen und Mikropartikeln erreicht werden soll. In diesem Abschnitt soll nun die zeitliche und
rdumliche Dynamik des Kraftfeldes untersucht werden. Hierbei wird mit Hilfe kleinster Mikropartikel,
sogenannter Beads, das Kraftfeld visualisiert. Befinden sich Mikropartikel in einem akustischen
Kraftfeld, so wirkt nach Kap. 2.3.4. eine Kraft abhéngig von den Materialeigenschaften auf das Objekt
ein. Da der akustische Kontrast der verwendeten Polystyrolkugeln (Polybead®-Carboxyl, Polysciences
Inc., Warrington, PA, USA) in Wasser nach GI. 2.5/ einen positiven Wert von ¥ = 0.59 einnimmt
(PHQO =1.03 g/(311137 KH,0 =9 - 10—4 MPafl; pps = 1.065 g/cmS, Kps=2.2- 104 MPa~! [158, 159}),
sammeln sich die Beads in den Knotenpunkten der SSAW. Um ein Verklumpen der Beads zu vermeiden,
befinden sich die Beads in einer 3% BSA-Losung (w/w) (BSA: Bovine Serum Albumin) (Albumin
bovine Fraction V, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE). In den Messungen wird ein
SIDT-Design mit einer Wellenlénge von Agaw =50 um und ein chirped-IDT mit Agaw = 15-25um
verwendet. In den Experimenten wird das oben beschriebene mikrofluidische System verwendet, jedoch
ohne Inkubationssystem. Die Versuchsvorbereitung erfolgt nach den in Kap. 4.2.4. beschriebenen
Schritten. Da keine Zellen benéttigt werden, wurde die Chipoberfliche nicht mit PLL beschichtet.

Zeitliche Dynamik

Eine der zeitlichen Dynamik des Kraftfeldes zu Grunde liegende Eigenschaft ist die Moglichkeit,
die Stérke der akustischen Kraft beliebig einzustellen. Abhéngig von der angelegten HF-Leistung
PN kann die auf Objekte wirkende Kraft dynamisch eingestellt werden. Durch die Observierung
der dynamischen Bewegung von Mikropartikeln in einem Kraftfeld soll nun die Gré8enordnung der
akustischen Kraft und die Strukturierungseffizienz des Kraftfeldes bestimmt werden. Fiir die folgenden
Untersuchungen der zeitlichen Dynamik des Kraftfeldes wurde ein SSAW-Chip mit einer Wellenlénge
von Agaw = 50 um und ein Kanal mit einer Kanalhéhe von h = 36 um verwendet.

Akustische Kraft

Fir die Bestimmung der akustischen Kraft wird die Bewegung von einzelnen 10um-Beads in ei-
nem eindimensionalen Kraftfeld untersucht. Fiir eine hohe Zeitauflosung der Partikelbewegung erfolgt
die Erstellung der Mikroskopieaufnahmen durch eine Hochgeschwindigkeitskamera (Fastcam 1024PCI,
Photron, Tokyo, Japan) mit einem 20 x-Objektiv. Abhéngig von der Geschwindigkeit der Mikropartikel
liegt die Bildwiederholungsrate bei 2000 - 10 000 fps. Die Dichte der Beads betrigt ca. 2- 103 Beads pro
1ul. Zu Beginn befinden sich die Mikropartikel bei deaktivierter SSAW zufillig verteilt im Mikrokanal.
Nach dem Anlegen eines HF-Signals wandern die Beads in Abhéngigkeit ihrer Startposition mit unter-
schiedlichen Geschwindigkeiten in die Knotenlinien des Stehwellenfeldes. Durch das ImageJ-Plugin
Mosaic - Particle Tracker 2D/3D werden die Trajektorien der Beads analysiert und ausgegeben
[160]. Hierbei werden nur Beads beriicksichtigt, die eine sichtbare Bewegung aufweisen und keine
unmittelbaren Nachbarn besitzen, sodass die sekundére akustische Kraft vernachléssigt werden kann.
Uber die Koordinaten wird der euklidische Abstand ermittelt und mit der Bildwiederholungsrate mul-
tipliziert, um die mittlere Geschwindigkeit v des Objekts zu berechnen. In Abb. 4.6. a) ist ein typisches
Geschwindigkeitsprofil eines Beads dargestellt. Nach der Aktivierung der SAW beschleunigt das Objekt
aufgrund der einwirkenden akustischen Kraft F.. Bewegt sich allerdings ein sphérisches Objekt durch
ein Medium, so wirkt eine Reibungskraft, die Stokes-Reibung Fg, gegen diese Bewegung. Wéhrend
der Beschleunigungsphase gilt: F, > Fr. Zum Zeitpunkt der maximalen mittleren Geschwindigkeit
Umax tritt ein Kraftegleichgewicht mit F, = Fr ein. Nach GI. 2.53 ist die auf die Objekte einwirkende
akustische Kraft F; abhingig vom Abstand x des Objekts zur néchstgelegenen Knotenlinie und wird
iiber den Term sin(2kx) beschrieben. Da durch die Anndherung an die Knotenlinie F; abnimmt
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und somit F}; < Fr gilt, sinkt die mittlere Geschwindigkeit bis zum Stillstand in der Knotenlinie.
Im weiteren Verlauf kann der Mikropartikel bedingt durch weitere Stromungseffekte entlang der
Knotenlinie wandern. Dies ist sichtbar an der anschlieenden Geschwindigkeitszunahme bei ¢ = 15 ms.
Unter der Annahme des Kréftegleichgewichts zwischen der akustischen Kraft F; und der Stokes-
Reibung Fr kann die maximal auf das Mikropartikel einwirkende Kraft iiber das Stokes-Gesetz Gl. 4.2
berechnet werden:

F, = Fr = 67rnUmax (4.2)

mit 7 dem Objektdurchmesser,  der dynamischen Viskositéit der Fliissigkeit und v der Geschwindigkeit
des Objekts. Hierbei wurde eine Viskositit von n = 1 mPas angenommen. Aufgrund der 3 % BSA-
Losung wird die tatséchliche Kraft leicht erhoht sein, dies wird hier jedoch aufgrund der minimalen
Anderung vernachlissigt. Zur Beriicksichtigung der Abstandsabhingigkeit der akustischen Kraft zur
néchstgelegenen Knotenlinie wird der Abstand z iiber das Integral zwischen Upmax (tmax) und Stillstand
in der Knotenlinie mit Upin(tmin) berechnet:

tmax
x :/ o(t)dt. (4.3)
tmin

Der Quotient aus der berechneten Kraft nach Gl. 4.2 durch sin(2kz) mit k als Wellenzahl bildet nun
die korrigierte akustische Kraft F; ab.

In Abb. 4.6. b) ist die berechnete mittlere akustische Kraft F, in Abhéngigkeit der angelegten Leistung
Py dargestellt. Zum Zwecke der Darstellung ist die Leistung in Milliwatt (mW) angegeben. Anhand
des Verlaufs des Graphen ist eine eindeutige lineare Abhéngigkeit der akustischen Kraft F, zur
angelegten Leistung Py mit

nN
F.(Pin) = 8.32—— PN sin(2kx 4.4
+(Piv) N (2kx) (4.4)
ersichtlich.
a) b) _
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Abbildung 4.6:

a) Typisches Geschwindigkeitsprofil eines Mikropartikels in einem akustischen Kraftfeld. Die maximale
Geschwindigkeit und der Abstand zum Knoten (grau markierte Fliche) geben Auskunft (iber die akustische Kraft
F,. b) Auf 10 um-Mikropartikel einwirkende akustische Kraft in einem eindimensionalen SAW-Stehwellenfeld in
Abhéngigkeit der angelegten Leistung Py.

70



4.3. Charakterisierung des Versuchsaufbaus

Die akustische Kraft F; ist nach GI. 2.53 bezuglich der Objekteigenschaften neben dem akustischen
Kontrast U (Upeaq =0.59) nur noch vom Volumen V des Objektes abhéngig. Durch die Wahl des
Mikropartikeldurchmessers von d = 10pm lésst sich nun das hier festgestellte Ergebnis unter
Beriicksichtigung von ¥ auf Zellen tibertragen, da diese in Suspension ein dhnliches Volumen aufweisen.
Somit kann eine Gleichung von F, in Abhéngigkeit von Py und ¥ formuliert werden:

nN .
F.(PN,P) = 14.03 WPIN\II sin(2kx). (4.5)

Der akustische Kontrast von Zellen ist stark vom Zelltyp abhéngig. Fiir unterschiedliche Zelllinien
wurden in der Literatur Werte geméfl ¥ € [0.14;0.25] ermittelt [161]. Wirkt ein zweidimensionales
Kraftfeld auf das Objekt ein, so konnen die Beitrdge der resultierenden Kraft unabhéngig voneinander
berechnet werden, da diese orthogonal zueinander stehen. Die hier ermittelten Ergebnisse gelten
jedoch nur fiir den verwendeten SAW-Chip mit einer Wellenldnge Agaw = 50 pm.

Strukturierungseffizienz

Durch Variation der angelegten Leistung Py kann die auf ein einzelnes Objekt einwirkende akustische
Kraft F; exakt kontrolliert werden. Diese Kraft bestimmt die benétigte Zeit, um Objekte mit Hilfe
des Kraftfeldes auszurichten und zu strukturieren. Zur Bestimmung dieser Strukturierungseffizienz
wird nun die dynamische Agglomeration von 2 ym-Beads in den Knotenpunkten eines zweidimensiona-
len Kraftfeldes bei einer hohen Partikeldichte von ca. 1-107 Beads pro 1pl untersucht. Die dieser
Auswertung zugrunde liegenden Rohdaten wurden aus [60] entnommen und werden nun neu bewertet.
Zu Beginn, bei deaktivierter SAW, liegt eine homogene Verteilung der Beads im Mikrokanal vor. Nach
dem Aktivieren der SAW beginnen sich die Beads in Richtung der Knotenpunkte zu bewegen und
dort zu agglomerieren. Die Geschwindigkeit der Strukturierung ist hierbei stark abhingig von der
angelegten Leistung Pin.

Die quantitative Bestimmung der bendtigten Zeit des Stehwellenfeldes zur Ausrichtung der Mikropar-
tikel erfolgt iiber die Analyse der durch die Beads belegten Fliache mit Hilfe eines ImageJ-Makros.
Hierbei wird ein 300 px x 300 px-Ausschnitt der Bildsequenz binarisiert und iiber ein Histogramm
die Anzahl der weiflen (Pys) und schwarzen Pixel (Psy) je Aufnahme ermittelt. Als Messbereich
wird die Kammermitte verwendet, um Effekte durch den Kammerrand auszublenden. Das Verhéltnis
Pys/ Psyw beschreibt die durch Beads belegte Flache. Mit einer durchschnittlichen Knotenpunktflache
von A = 300 px? & 80 px? und durchschnittlich 60 & 2 Knotenpunkte in dem gewéhlten Bildausschnitt
liegt das maximale Verhéltnis bei vollstdndiger Ausrichtung der Beads in Knotenpunkten bei 1:5.
Bedingt durch diverse Effekte wie Oberflachenadhésion, Klumpenbildung etc. kann die Agglomeration
der Beads in die Knotenpunkte jedoch verzogert bzw. behindert werden. Um eine Verfilschung des
Ergebnisses zu vermeiden, gelten die Beads schon bei einem Verhéltnis von 1:3 als ,ausgerichtet*.
Abb. 4.7. a) zeigt die Mikroskopieaufnahme und das Binérbild vor dem Einschalten der SAW und
beim Erreichen des festgelegten Grenzwertes.

In Abb. 4.7. b) ist die Zeitdifferenz zwischen dem Einschaltzeitpunkt des HF-Generators und dem
Zeitpunkt des Uberschreitens des festgelegten Grenzwertes in Abhéingigkeit der angelegten Leistung
Pin abgebildet. Als Unsicherheit wird der zeitliche Abstand zwischen drei Einzelaufnahmen angenom-
men. Eine Verdoppelung der angelegten Leistung Py fiihrt nahezu zu einer Halbierung der benotigten
Zeit t. Dies bestétigt somit die lineare Abhéangigkeit der akustischen Kraft von Pyy. Bedingt durch
die hohe Dichte wirkt nun neben der priméren akustischen Kraft F, auch die zwischen den Partikeln
attraktiv wirkende sekundéire akustische Kraft Fp (GI. 2.55), was die effiziente Agglomeration in den
Knotenpunkten fordert.
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Abbildung 4.7:

a) Mikroskopieaufnahme und binarisiertes Bild der Verteilung von 2 um-Beads in einem Mikrokanal ohne und mit
angelegtem SSAW-Kraftfeld. Zu Beginn liegt eine homogene Verteilung der Beads vor, welche sich nach der
Aktivierung der SAW in den Knotenpunkten anlagern. Bei Py =12 dBm sind die Beads nach t = 12s ausgerichtet.
b) Leistungsabhédngige Zeitverzégerung der Anlagerung von Beads aus einer homogenen Suspension in den
Knotenpunkten. Online-Link zum Film mittels QR-Code’. (Daten entnommen aus [69]).

®Link zum Video: https://youtu.be/8-yrLNo7RNg

Die Visualisierung der Knotenpunkte mittels der Agglomeration von 2um-Beads erlaubt es nun
zusétzlich, Rickschliisse auf die Homogenitét des Kraftfeldes ziehen zu kénnen. Durch eine schnel-
le Fourier-Transformation (Fast Fourier Transform, FFT) des binarisierten Bildes vom Ortsraum
(Pixelwert an Position z,y) in den Frequenzraum (sin- und cos-Funktionen mit unterschiedlichen
Frequenzen) kann die Periodizitdt eines Bildes dargestellt werden. In Abb. 4.8. sind die Binérbil-
der mit der maximal erreichbaren Strukturierung und deren transformierte Spektraldarstellungen
(Amplitudenspektrum) bei unterschiedlichen Leistungen abgebildet. Der Bildauschnitt betriagt hier
400 px x 400 px. Das Amplitudenspektrum ist in Polarkoordinaten dargestellt. Hierbei definiert der
Winkel die Orientierungsrichtung und der Grauwert die Amplitude und den radialen Abstand vom
Zentrum die Frequenz der Welle, wobei mit steigendem Abstand die Frequenz zunimmt. Wahrend
das Zentrum den mittleren Grauwert eines Bildes beschreibt, definiert ein erhéhter Grauwert abseits
des Zentrums eine dominante Welle mit einer bestimmten Frequenz und Orientierungsrichtung. Die
Uberlagerung der Wellenfunktionen liefert wieder das Bild im Ortsraum.

Die sichtbare Punktwolke um das Zentrum beschreibt somit ausgepriagte Wellenfunktionen in diskreten
Richtungen und Frequenzen. Der gleichméfBige Abstand der Maxima vom Zentrum weist auf héhere
Harmonische hin. Je héher die Ordnung der Harmonischen, desto ausgeprigter die Periodizitét.
Bei einer Leistung von Py =15-18 dBm ist eine radial gleichméfBige Verteilung bis zur 4. Ordnung
erkennbar. Dies deutet auf eine gleichméfBige Potentiallandschaft, hervorgerufen durch die SSAW hin.
Die Intensitdt der Maxima und die Anzahl der erkennbaren Maxima nehmen mit steigender Leistung
zu, was auf eine hohere Homogenitét hindeutet. Dies ist auch in den Bindraufnahmen sichtbar, in
denen mit steigender Leistung die GleichméaBigkeit der Struktur zunimmt.

Ab einer Leistung von Py =21 dBm werden noch héhere Harmonische erreicht, jedoch nimmt die
Verteilung der diskreten Maxima eine elliptische Form an. Dies ist insbesondere bei der maximal
gemessenen Leistung von Py =24 dBm sichtbar. Die urspriingliche Schachbrettmuster-ahnliche Ver-
teilung der Beads in den Bindraufnahmen geht in langgezogene Knotenpunkte iiber. Wéhrend in einer
Richtung die Ordnung bis zur 7. Harmonischen zunimmt, reduziert sich diese in der orthogonalen
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Richtung. Die Ursache hierfiir kann ein asymmetrisches Kraftfeld sein, hervorgerufen u. a. durch
Abweichungen in der SAW-Erregungseffizienz der IDT-Strukturen oder durch Unregelméfigkeiten des
mikrofluidischen Systems.

P, =18 dBm P, =21dBm

Abbildung 4.8:

Binérbilder und die korrespondierenden Spektraldarstellungen berechnet durch FFT. Die maximale Ordnung m der
Harmonischen beschreibt die Homogenitit der Potentiallandschaft. Mit steigender Leistung wird eine
gleichm&Bigere Ausrichtung der Beads in den Knotenpunkten erreicht. Bei exzessiven Leistungen hingegen findet
aufgrund einer beispielsweise inhomogenen SAW-Anregung eine Verzerrung der Potentiallandschaft statt. Dies ist
besonders in der Verteilung der Maxima in der FFT-Analyse sichtbar.

Die gleichméBige Strukturierbarkeit von Objekten durch die Potentiallandschaft eines SSAW-Kraftfeldes
ist somit direkt von der eingekoppelten Leistung abhéngig. Wahrend mit steigender Leistung eine
gleichméBigere Strukturierung erreicht wird, nimmt diese bei zu hohen Leistungen Py > 21 dBm
wieder ab. Daher ist eine Leistung zwischen Piy =18-21dBm fiir einen hohen Strukturierungsgrad
ideal.

Die Daten belegen, dass sich eine FFT-basierte Analyse von Mikroskopieaufnahmen eignet, um die
Homogenitét und die Symmetrie einer Potentiallandschaft zu analysieren. Die von der eingekoppelten
Leistung abhéngige Form der Potentiallandschaft fithrt direkt zur nidchsten Charakterisierung des
Stehwellenfeldes: der dynamischen raumlichen Variation des Kraftfeldes beziiglich der Lokalisation
der Knotenpunkte und deren Abstéinde zueinander. Dies wird nun im néchsten Abschnitt untersucht.
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Raumliche Dynamik

Fiir die dynamische Manipulation von Objekten ist es essentiell, neben der Einstellbarkeit der Kraft-
feldstdarke auch die rdumliche Ausdehnung des Kraftfeldes variieren zu kénnen. Objekte lateral zu
verschieben, zu positionieren und Abstdnde zu definieren sind grundlegende Anforderungen, die erfiillt
werden miissen. Ein Uberblick der Méglichkeiten des experimentellen Aufbaus soll nun geschaffen
werden.

Variation der Wellenlinge

Die Abstidnde der Knoten d in der Potentiallandschaft sind nach Kap. 2.2.4. definiert durch die
Wellenldnge Asaw zweier gegenldufiger interferierender Wellen mit d = AS% Durch die Anderung
der Wellenlénge der angeregten SAW kann somit der Abstand zweier Knoten verdndert werden.
Waiéhrend zuvor Standard-IDTs nur fiir die Anregung einer Wellenlénge geeignet sind, kann durch
die Verwendung der chirped-IDTs ein breites Frequenzspektrum angelegt werden. Hierbei kann zwi-
schen einer diskreten und einer kontinuierlichen Anregung unterschieden werden. Fiir die Erzeugung
eines manipulativen Kraftfeldes ist die Verwendung diskreter Anregungsfrequenzen préaferiert, da
hierbei die SAW-Anregung aufgrund der erhthten Anzahl der Fingerpaare einer Anregungsfrequenz
effizienter ist. Diese Struktur kann mit einer Aneinanderreihung mehrerer SIDTSs verglichen werden.
Die gewéhlte IDT-Struktur besitzt im Bereich 15-25um in 1um-Schritten jeweils 15 Fingerpaare
flir die Anregung einer akustischen Oberflichenwelle. Die Anregungsfrequenz liegt somit zwischen
fres = 141.9-236.5 MHz.
Fiir die Visualisierung des Kraftfeldes werden 300 nm-Nanopartikel verwendet. Aufgrund der geringeren
Wellenldnge und kleineren aktiven Flache betragt die Kanalhche h = 25um. Fiir eine deutlichere
Darstellung der Knoten wird ein eindimensionales Kraftfeld erzeugt. Die Anregung der SAW erfolgt
iiber den Frequenzgenerator SML 01 mit angeschlossenem Verstérker (Verstarkungsfaktor G = 30dB,
AMP590033H-T, Becker Nachrichtentechnik GmbH, Asbach, Deutschland) und Leistungsteiler (ZFSC-
2-4+). Nach dem Befiillen des Mikrokanals werden die eingehend homogen verteilten Nanopartikel
durch die Aktivierung der SAW in den Knotenlinien ausgerichtet. Durch die stufenweise Erhohung
der Anregungsfrequenz von fres =141.9 MHz nach fios =236.5 MHz verringert sich der Abstand d der
Knotenlinien. Abb. 4.9. a) zeigt einen Ausschnitt des mikrofluidischen Kanals bei unterschiedlichen
Frequenzen. Die Zunahme der Knotenlinien und die damit einhergehende Verringerung des Abstandes
d ist deutlich zu erkennen. Durch die Messung des Intensitétsprofils mittels eines Profilplots (ImageJ)
entlang des Schallpfades und senkrecht zu den Knotenlinien (rote Linie) kann der Knotenlinienabstand
ermittelt werden. Das gemessene Intensitatsprofil ist in Abb. 4.9. b) dargestellt. Abhéngig von der
dynamischen Agglomeration der Nanopartikel in den Knotenpunkten schwanken die Absolutwerte
der gemessenen Intensitit in den Biuchen (helle Linien) und Knoten (dunkle Linien). Da die Béauche
ein schirferes Maximum abbilden und die Abstéande identisch zu den Knotenlinien sind, wird der
mittlere Abstand d der lokalen Maxima (rote Punkte) ermittelt. Der gemessene mittlere Abstand d
wird gegeniiber der inversen Frequenz 1/ fres in Abb. 4.9. ¢) aufgetragen und stellt einen eindeutigen
linearen Zusammenhang dar. Die Steigung m der linearen Anndherung beschreibt hierbei nach Gi. 4.6
1

d:mfz

; g (4.6)

|

die halbe Schallgeschwindigkeit des verwendeten Substrates. Die ermittelte Steigung von m =
1751 & 110 %} entspricht nahezu exakt der halben Schallgeschwindigkeit von LiNbO3 128° rot Y-Cut

1 m
mit CriNbO, 128° rot Y-Cut = 3947 .
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Abbildung 4.9:

Bestimmung des Stehwellenfeldes eines chirped-IDTs. a) Agglomerierte Nanopartikel in den Knotenlinien eines
eindimensionalen Stehwellenfeldes bei unterschiedlichen Anregungsfrequenzen f.s. b) Abstinde der lokalen Maxima
im Intensitétsprofil entlang des Schallpfades geben Auskunft iber die Wellenlange Asaw. Linearer Zusammenhang
zwischen dem mittleren Abstand d und der inversen Anregungsfrequenz fres. (Daten entnommen aus [69]).

Somit kann durch die Verwendung des IDT-Designs der chirped-IDTs nicht nur durch Wahl einer
Resonanzfrequenz der Knotenabstand variiert werden, sondern auch durch die Bestimmung mehrerer
Messwerte eine unbekannte Schallgeschwindigkeit ermittelt werden.

Erfillung der EZPK-Bedingung

Liegt ein bestimmtes Verhéltnis zwischen Wellenldnge Agaw zu Objektdurchmesser D vor, so lagern
sich Objekte in einem Stehwellenfeld selbstorganisiert einzeln in den Knotenpunkten an — dies ist
die sogenannte EZPK-Falle (EZPK = Eine Zelle Pro Knotenpunkt). Wie in Kap. 2.3.4. beschrieben,
wird die EZPK-Ausrichtung nur in einem schmalen Intervall erreicht und ist abhéngig von den
physikalischen Eigenschaften der auszurichtenden Objekte wie z. B. dem akustischen Kontrast ¥. Im
Fall steifer Objekte wie PS- oder SiOz-Kugeln wird eine EZPK-Ausrichtung beispielsweise in einem
Intervall von 3.2 < Agaw/D < 3.6 erreicht.

Fiir die Uberpriifung der Realisierbarkeit der EZPK-Bedingung wird der oben beschriebene chirped-IDT
mit dem identischen mikrofluidischen Aufbau verwendet. Als Mikropartikel dienen SiO,-Kiigelchen mit
einem Durchmesser von D = 7.38 um. Durch die Wahl dieses Durchmessers wird bei hohen Frequenzen
mit fres =236.5 MHz und A = 15um die EZPK-Bedingung mit Asaw/D = 2 nicht erfiillt. Durch
die stufenweise Verringerung der Anregungsfrequenz und somit der Vergréferung der Wellenlédnge
Asaw kann das Verhéltnis auf die EZPK-Bedingung justiert werden. Diese sollte bei dem gewéhlten
Objektdurchmesser ab einer Wellenldnge von ca. Asaw = 24 pm mit Agaw/D = 3.25 erfiillt sein.
Nach der homogenen Verteilung der Beads im Mikrokanal wird ein zweidimensionales Stehwellenfeld
mit einer Leistung von Py =27 dBm angelegt. Beginnend mit der maximalen Anregungsfrequenz von
fres =236.5 MHz, wird diese stufenweise reduziert und die Vorgédnge im Mikrokanal aufgezeichnet.
In Abb. 4.9. ist die Ausrichtung der Beads bei verschiedenen Anregungsfrequenzen dargestellt. Bei
hohen Frequenzen formieren sich die Beads zu einem Kugelhaufen. Dies ist bedingt durch den zu
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geringen Knotenpunktabstand, da hierbei die sekundére Kraft F gegeniiber F; iiberwiegt und zu einer
Agglomeration fiithrt. Durch die Reduktion der Anregungsfrequenz nimmt der Knotenpunktabstand
zu, die Riickstellkraft F; iiberwiegt und die Beads beginnen sich voneinander zu 16sen und sich einzeln
auszurichten. Im Gegensatz zur Literatur ([97]) wird eine vereinzelte Ausrichtung der Objekte bereits
bei einer Frequenz von fies =197 MHz (Agaw) beobachtet, was einem Verhéltnis von Agaw/D = 2.4
entspricht.

Fiir eine quantitative Analyse der Ausrichtungseffizienz wird eine zum vorherigen Abschnitt (Struktu-
rierungseffizienz) identische FFT-Analyse durchgefiihrt. Die im Frequenzraum auftretenden weiteren
Maxima bei der Reduktion der Anregungsfrequenz weisen auf eine Zunahme der Strukturierung
hin. Wahrend bei f,es =236.5 MHz nur die erste Harmonische schemenhaft sichtbar ist, erscheint ab
einer Frequenz von fes =197.1 MHz die zweite Harmonische. Eine héhere Ordnung tritt bei einer
weiteren Reduktion der Frequenz nicht auf, jedoch nehmen die Intensitdtswerte der Maxima sichtbar
zu. Ab einem Verhéltnis von Agaw /D =2.85 wird keine effizientere Strukturierung mehr erreicht. Die
hierbei auftretenden konzentrischen Ringe entstehen durch die endliche Ausdehnung der Objekte und
werden als Artefakte angesehen. Sobald die EZPK-Bedingung erfillt ist, werden nur die Absténde
zwischen den Knotenpunkten durch Variation der Wellenldnge verédndert: Agaw = 21 uym — 25 ym:
d=10.5um — 12.5 ym.
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Abbildung 4.10:

Mikroskopieaufnahmen der vereinzelten Ausrichtung von Objekten (D =7.38 um) in den Knotenpunkten eines
zweidimensionalen Stehwellenfeldes bei unterschiedlichen Anregungsfrequenzen. Durch die Reduktion der
Anregungsfrequenz wird die EZPK—Bedir;gung nach anfinglicher Agglomeration in einem Kugelhaufen durch die
vereinzelte Separation der Beads in den Knotenpunkten sichtbar erfillt. Der Strukturierungsgrad wird durch eine

FFT-Analyse charakterisiert. Online-Link zum Film mittels QR-Code”. (Daten entnommen aus [69]).

¢Link zum Video: https://youtu.be/QQF1F8Un61k

Durch die dynamische rdumliche Anpassung des Kraftfeldes konnen somit Objekte getrennt vonein-
ander ausgerichtet und positioniert werden. Es ist essentiell, vor dem Experiment den Durchmesser
der auszurichtenden Objekte zu bestimmten. Auf Basis des Durchmessers kann anschlieend eine
Wellenldnge der SAW bestimmt werden, um die EZPK-Bedingung zu erfiillen. Liegt ein homogener,
bekannter Durchmesser vor, so sind Standard-IDT-Strukturen mit einer Anregungsfrequenz zu priéfe-
rieren. Diese weisen aufgrund der Impedanzanpassung eine deutlich hohere Riickflussddmpfung S1;
und somit eine effektivere Anregung einer akustischen Oberflichenwelle auf.
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4.3. Charakterisierung des Versuchsaufbaus

Repositionierung von Objekten

Erfolgt die Anregung einer SSAW {iber einen Leistungsteiler durch eine einzelne HF-Quelle mit
konstanter Frequenz, so bildet sich aufgrund des relativen Phasenunterschiedes der interferierenden
SAW ein lokal statisches Stehwellenfeld aus (siche Abb. 2.2.4.). Wie in den vorangegangen Messungen
erkennbar war, kann durch Verdnderung der Anregungsfrequenz bei einem chirped-IDT neben dem
relativen Knotenabstand d auch die absolute Position der Knoten verdndert werden. Eine beliebige
Positionierung durch die Verdnderung der Wellenldnge ist jedoch aufgrund der Abhéngigkeit der
Anregungsstruktur und der EZPK-Bedingung nicht mdoglich.

Liegt ein geringer Frequenzunterschied in der GréSenordnung von O(10°) Hz zwischen beiden Quellen
eines IDT-Paares vor, so kann ein fortlaufendes Stehwellenfeld erzeugt werden. Die Geschwindigkeit
der Knoten ist hierbei abhéngig vom relativen Frequenzunterschied A f. Dies ist moglich, da in einem
schmalen Spektrum mit der maximalen Riickflussdampfung S1; bei fios eine SAW angeregt werden
kann. Dies erfordert jedoch eine Synchronisation von zwei qualitativ hochwertigen HF-Quellen, bei-
spielsweise SML 01, um einen minimalen Frequenzunterschied bei Absolutwerten von O(106 — 10%) Hz
Zu erzeugen.

Eine effizientere Losung bietet jedoch die Anderung der Phasendifferenz der SAW-erzeugenden Struk-
turen. Durch die Modifikation der Wegstrecke des HF-Signals in den Koaxialleitungen kann der relative
Phasenunterschied zwischen beiden Quellen verdndert werden. Wahrend die Phase einer Quelle kon-
stant ist, wird durch eine Verldngerung der Koaxialleitung eine Phasenédnderung der zweiten Quelle
erreicht. Durch die Bestimmung der relativen Phase eines HF-Signals durch mehrere Koaxialleitungen
unterschiedlicher Linge (I; = 0.34m bis lg = 2.55m), wurde eine mittlere Ausbreitungsgeschwindig-
keit des elektromagnetischen Feldes in der Leitung von ¢ = 2.02 - 108 > ermittelt. Bei einer Frequenz
von fres =71 MHz fiihrt dies zu einer Phasenverschiebung von 1.26° pro Zentimeter Leitungsliange.
Fiir die ungehinderte Bewegung eines Objekts muss ein Knotenpunkt um mindestens A\/2 verschoben
werden, was bei einer Interferenz zweier gegenldufiger Wellen einer relativen Phasenverschiebung
von 360° entspricht. Die Anderung der Phase erfolgt hierbei diskret iiber 60°-Schritte mit Hilfe
eines 6-Port-HF-Schalters, welcher unterschiedliche Leitungslidngen von [; = 0.34m bis [ = 2.55m
ansteuert.

Zur Uberpriifung der Funktion der Phasenverschiebung werden 15pum grofie PS-Beads in einem zweidi-
mensionalen Stehwellenfeld eines 50 um SSAW-Chips ausgerichtet. Nach dem Anlegen des HF-Signals
bei einer Leistung von Piy =21dBm ordnen sich die Beads einzeln in den Knotenpunkten an, da
die EZPK-Bedingung erfiillt ist. Durch die Ansteuerung des Phasenschiebers mittels eines Joysticks
koénnen die Beads nach Belieben im Stehwellenfeld lateral in z- und y-Richtung positioniert werden.
In Abb. 4.11. ist das Bewegungsprofil akustisch manipulierter Beads zu verschiedenen Zeitpunkten
abgebildet. Fiir eine visuelle Nachverfolgung der Bead-Bewegung ist die Position in der vorherigen
Aufnahme durch farbige Kreise symbolisiert. Der hierbei zuriickgelegte Weg wird durch die Trajektori-
en in der letzten Aufnahme dargestellt. Uber den QR-Code kann die komplette Sequenz als Video
betrachtet werden.
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At=0s At=09s At=1.8ms

At=34s At=42s Trajektorien

Abbildung 4.11:

Mikroskopieaufnahmen der dynamischen lateralen Positionierung von 15 um-Beads in einem akustischen
Stehwellenfeld zu bestimmten Zeitpunkten. Durch Anderung der relativen Phase zwischen beiden Quellen kann eine
Verschiebung der Knotenpunkte erreicht werden. Die Positionen der Beads in der vorherigen Aufnahme werden
durch farbige Kreise symbolisiert. Die Trajektorien beschreiben den in der Bilderserie zuriickgelegten Weg. Die
komplette Aufnahme kann iiber den QR-Code aufgerufen werden®.

¢Link zum Video: https://youtu.be/CpbXHSHgsEw

Wie in der Aufnahme ersichtlich ist, folgen die Beads grofitenteils der akustischen Falle. Jedoch kénnen
die Beads in benachbarte Knotenpunkte zuriickspringen, sodass eine gerichtete Bewegung erschwert
wird. In den Experimenten wurde ein Leistungsspektrum von Py =15-27 dBm untersucht. Hierbei
wurde festgestellt, dass die effektivste Manipulation bei Piy = 18- 21 dBm erfolgt. Eine hohere Leistung
Py fithrt nicht zu einer effektiveren Kontrolle der Beads. Im Gegenteil, bedingt durch induzierte
Stromungseffekte oder einer inhomogenen Kanalstruktur, fithrt eine hohere Leistung zu einem erhéhten
Verlust der Beads aus dem aktiven Bereich der Hauptkammer in die Zuleitungen. Bei niedrigeren
Leistungen ist die Kraftfeldstiarke zu gering, um die Objekte schnell bewegen zu kénnen.

In diesem Abschnitt konnten nun detailliert die physikalischen Eigenschaften und die hohe Leistungs-
fahigkeit der akustischen Pinzette dargelegt werden. Dynamisch in Ort und Zeit kénnen Objekte mit
Hilfe der akustischen Falle auf einem SSAW-Chip mikrometergenau positioniert werden. Die hierbei
kontrollierbaren Parameter der eingekoppelten Leistung Pin, der Frequenz f und der relativen Phase
A® bestimmen die Kraftfeldstirke, den Knotenabstand und die Position der Knotenpunkte. Durch
die Erfiillung der EZPK-Bedingung kann zudem eine individuelle, separate Ausrichtung von Objekten
erreicht werden. Abhéngig von den Objekteigenschaften wie Objektdurchmesser D, Kompressibilitét
k oder Dichte p kann die auf die Objekte einwirkende akustische Kraft F, exakt berechnet werden.
Die Ergebnisse belegen, dass die Anwendung der akustische Pinzette beziiglich der Kraftfeldstéirke,
Homogenitdt und Kontrollierbarkeit in diesem Fall bei einer Leistung von Py =18-21dBm am
effektivsten ist.

In den nun folgenden Abschnitten wird der Aufbau auf die Kompatibilitat fiir Zellkulturen tiberpriift
und die optimalen SAW-Einstellungen evaluiert. Da der typische Durchmesser von Zellen in Suspension
bei ca. D = 13 — 15um liegt, betrdgt die Wellenléinge in den nachfolgenden Experimenten stets
Asaw = 50pm. Um eine effektive SAW-Anregung zu erreichen, wird auf einen chirped-IDT verzichtet.
Die Kanalhthe betrigt des weiteren h = 36 — 38 um.
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4.3. Charakterisierung des Versuchsaufbaus

4.3.3. Temperaturinduzierte Effekte

Die Anregung und Propagation einer akustischen Oberflichenwelle unterliegt diversen Verlusten, wie
der Streuung an Kristalldefekten, Fehlimpedanzen oder Beugungseffekten [162]. Hierbei wird die
Gesamtheit der Verlustmechanismen im Rahmen der Frequenzfilter-Technologie als Insertion Loss (IL)
zusammengefasst. Diese Verluste fithren zu einer thermischen Erwérmung des Substrates und der mit
dem Substrat in Kontakt stehenden Materialien. Durch die Messung des Vorwértstransmissionsfaktors
So1 mittels eines NWA (ZVL, Rhode & Schwarz GmbH, Miinchen, Deutschland) wurde ein IL von
S21 =8.84dB fiir ein IDT-Paar eines 50 um-SSAW-Chips ermittelt. Abziiglich der bidirektionalen
Verluste fiir Sende- und Empfangs-IDT von 6 dB [163] betridgt der maximale Verlust Skorr = 2.84 dB.
Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass Verluste, die zu keiner thermischen Erwarmung fithren,
beispielsweise Reflexionen innerhalb der Leiterplatine und des SSAW-Chips sowie Beugungseffekte der
SAW, in Sy, mit inbegriffen sind. Diese kénnen jedoch nicht quantitativ ermittelt werden.
Befindet sich zusétzlich ein diinner Fliissigkeitsfilm im Schallpfad der SAW, so erhoht sich, bedingt
durch die Zunahme der kinetischen Energie der Fliissigkeit, die Temperatur in der Fliissigkeit als eine
Funktion der SAW-Amplitude [164].

Die mit der SAW einhergehende Erwirmung des Nihrmediums kann zu einer Uberschreitung der
Temperatur beziiglich der idealen Kultivierungsbedingungen fithren. Temperaturen 7" > 40 °C kdénnen
in der Zellkultur zu einer starken Reduzierung der Zellviabilitdt und -proliferation [165, 166] fihren,
die Bildung von Heat-Shock-Proteinen anregen [167] und schliellich zur Apoptose und Nekrose fithren
[168].

Fiir die Bestimmung der tatsédchlichen Erwarmung der Fliissigkeit im mikrofluidischen System als
Funktion der eingekoppelten Leistung wird die Temperatur im Folgenden mittels Fluoreszenzmikro-
skopie durch das thermisch sensitive organische Molekiil Rhodamine B (RhoB) ermittelt. RhoB findet
in der Literatur bereits eine breite Anwendung in der Thermometrie, unter anderem zur Uberwachung
der thermischen Pragung von Polymerschichten [169], der zeitaufgelosten Messung der Temperatur-
verteilung durch Belichtung [170] oder zur Bestimmung der Temperatur in mikrofluidischen Systemen
[171, 172]. Die Besonderheit des Xanthenfarbstoffes RhoB ist hierbei die lineare Abhéngigkeit der
Effizienz der Quantenausbeute von der Temperatur [173]. Die Fluoreszenz-Intensitat von RhoB nimmt
mit steigender Temperatur nahezu linear ab [171]. Bei bekannter relativer Anderung der Intensitét
kann somit die Temperatur in einem mikrofluidischen System ermittelt werden. Tritt der Farbstoff mit
einem Polymer wie PDMS in Kontakt, so wird dieser absorbiert und diffundiert durch das Polymer
[172]. Dies fiihrt mit der Zeit zu einer erhohten absoluten Fluoreszenz-Intensitdt und somit zu einer
scheinbaren Anderung der Temperatur [174].

Die Temperaturbestimmung in der Hauptkammer des mikrofluidischen Systems erfolgt im Rah-
men eines standardisierten Zellkulturexperiments. Hierbei befindet sich das mikrofluidische System in
dem Mikroskopinkubator mit eingeschaltetem Gas-Inkubationssystem. Uber eine Spritzenpumpe wird
die Farbstofflosung in den Mikrokanal gespiilt. Die Stoffmengenkonzentration des in PBS gelosten
Farbstoffs RhoB (83689, SA) betrigt ¢ = 0.2uM. Fiir eine ausreichende Erwarmung der Fliissigkeit
vor dem Eintritt in den Mikrokanal verlaufen ca. 20 cm des PTFE-Schlauches im Mikroskopinkubator.
Um ein Ausbleichen des Farbstoffes zu verhindern, wird die Exposition der Farbstoflésung mit
Umgebungslicht auf ein Minimum reduziert. Fir jeden Messpunkt werden fiinf Fluoreszenzaufnahmen
mit einer Belichtungsdauer von ¢ = 200 ms erstellt. Die Intensitit I eines Messpunktes ermittelt sich
aus dem Mittelwert der fiinf gemessenen mittleren Grauwerte einer 650 px x 650 px-Flache im Zentrum
der Hauptkammer. Da die Anregungs- und Emissionswellenléinge von RhoB mit Agx =553 nm bzw.
AEm =627 nm (in Methanol) betrégt, wurde das Filterset AlxF1594 (siehe Kap. B.1.) verwendet. Nach
jeder Messung wird die Farbstofflésung im Mikrokanal durch kurzzeitige Aktivierung der Spritzen-
pumpe (Q = 0.5ul/s, t = 25) ersetzt. Fiir die Bestimmung des Intensitéits-Temperaturverhéltnisses
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m wird die Intensitdt bei zwei Temperaturen (77 =29.4°C und bei T =42.1°C) bestimmt. Hierbei
wurde vor der Messung die Emission des im PDMS absorbierten Farbstoffs durch Photobleaching
reduziert. Das ermittelte Verhéltnis betragt hier m = % =0.0097 K.

Fiur die Bestimmung der leistungsabhéngigen Temperatur 7' wird die Differenz der Intensitat I in der
Hauptkammer fiir jede Leistung bei ausgeschalteter SAW und zwei Minuten nach Aktivierung der
SAW ermittelt. Durch die relative Betrachtung der Intensitédt konnen Artefakte, bedingt durch die
Farbstoffabsorption in das PDMS, vermieden werden. Nach der Vermessung eines Leistungspegels
kiithlt das System tber finf Minuten ab. In Abb. 4.12. a) ist die leistungsabhéngige Erwirmung in der
mikrofluidischen Hauptkammer bei unterschiedlichen Leistungen und SAW-Einstellungen dargestellt.
Hierbei wurde die Erwidrmung in einem zweidimensionalen Stehwellenfeld bei konstanter Leistung (2D,
PWM* =2 x 50 %)® und in einem eindimensionalen Stehwellenfeld mit gepulstem Signal und daher
reduzierter Aktivierungsdauer (1D, PWM =1 x 30 %) untersucht. Da das gepulste Signal im 1D-Fall
zu hohen Fluktuationen in der gemessenen Intensitét einer aufgenommen Bilderserie fiithrt, wird bei
der Betrachtung der Intensitit nur der minimale Wert der Serie beriicksichtigt. Wie in der Grafik
zu erkennen ist, wird bei einer konstanten Anregung bereits bei einer Leistung von Py =15dBm
die physiologische, afebrile Temperaturschwankung (+ 1K) mit AT = 2.6 K berschritten. Bereits
bei Py =18 dBm ist mit AT =4.7K eine Schadigung der Zellkultur bei langanhaltender Aktivierung
der SAW zu rechnen, da die Temperatur von T'=40°C {iberschritten wird. Beziiglich des gepulsten
SAW-Signals ist eine Reduzierung des durchschnittlichen Wirmeeintrags um bis zu 60 % erkennbar,
jedoch ist hier mit einer Beeintrachtigung der Effektivitat der akustischen Pinzette zu rechnen.

Um die zeitliche Dynamik der Temperaturentwicklung zu bestimmen, wurde in einer Langzeitaufnahme
die Entwicklung der Intensitdt nach dem Einschalten eines gepulsten eindimensionalen SAW-Signals
beobachtet. Hierbei wurde erneut eine PWM von 30 % und eine Leistung von Py =30 dBm eingestellt.
Um den Effekt des Photobleachings zu korrigieren, wurde im Vorfeld die Bleichkonstante von RhoB
bestimmt. Der Intensitédtsabfall des Bleichprozesses folgt dem Zusammenhang gemafl Gl. 4.7

I(t) = Ipe /* (4.7)

wobei b die Bleichkonstante ist und in diesem Fall b = 271.1s + 2.9s betragt. Abb. 4.12. b) zeigt
den Verlauf der Temperatur nach dem Einschalten des SAW-Signals. Die Temperatur steigt nahezu
instantan an und erreicht bereits nach zehn Sekunden ihren maximalen Sattigungswert von AT =
15.3K in dem beobachteten Zeitabschnitt. In den Zeitbereichen der deaktivierten SAW fillt die
Temperatur zudem rasant ab. Bei der Betrachtung des jeweiligen Minimalwertes in einer Periode ist eine
stetige Erh6hung erkennbar. Die starken Temperaturschwankungen, abhingig vom Aktivierungszustand
der SAW, lassen auf den Zusammenhang der Temperatur und der kinetischen Energie der Molekiile
schlieBen. Durch die Leaky-SAW wird die kinetische Energie erhoht, was zu einer Erwarmung der
Fliissigkeit fiithrt. Dieser Effekt und weitere Verlustmechanismen fithren zusétzlich zu einer konstanten
Erwdrmung des gesamten Aufbaus, erkennbar an der Zunahme des Minimalwertes.

Auf Basis dieser Erkenntnisse ist daher eine kurzzeitige Aktorik mit einer maximalen Leistung von
Py =18 dBm moglich. Fiir Langzeitstimulationen durch akustische Kraftfelder muss der Energieeintrag
durch gepulste Signale reduziert werden. Eine weitere Moglichkeit ist die Reduzierung der Temperatur
des Mikroskopinkubators auf T' = 35 — 36 °C. Bei dieser Temperatur ist sowohl fiir die Referenzproben
als auch fiir die SAW-stimulierten Proben ein angemessenes Temperaturspektrum bis zu einer Leistung
von Py =18 dBm gewahrleistet.

4PWM: Pulsweitenmodulation
5 Alternierende Aktivierung der IDT-Paare wie in Kap. 4.2.3. beschrieben
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Abbildung 4.12:

Temperaturbestimmung mittels RhoB. a) Leistungsabhingige Erwdrmung in der Hauptkammer des
mikrofluidischen Systems bei einer aktivierten SAW. Betrigt die Temperaturerh6hung mehr als AT >3 K, so kann
eine Schadigung der Zellkultur hervorgerufen werden. Die mittlere Temperaturerhéhung wird durch die Verwendung
eines gepulsten Signals deutlich reduziert. b) Temperaturinderung bei einem gepulsten Signal (P =30dBm,
f=1Hz, PWM =30%). Nahezu instantane Temperaturerhhung bedingt durch die Aktivierung der SAW.
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4.4. Aktorik und Beeinflussung von Zellen durch akustische
Oberflachenwellen

Mittels akustischer Oberflichenwellen kénnen einzelne Zellen réumlich und zeitlich kontrolliert auf der
Chipoberfliche ausgerichtet und zur Adhdsion gebracht werden. Das Wachstumsverhalten wird durch die
SSAW beeinflusst. Mit steigender Leistung nimmt die Proliferation ab und nach dem Erreichen eines
Schwellwertes nimmt die Apoptoserate rapide zu. Die Auswuchsrichtung neuronaler Fortsdatze kann
durch ein konstantes Stehwellenfeld erfolgreich manipuliert werden. Durch die Kombinierbarkeit mit
3D-bildenden Strukturen kénnen zudem einfach physiologische Randbedingungen geschaffen werden.

Im vorangegangen Kapitel wurde erfolgreich die Entwicklung und Charakterisierung eines experi-
mentellen Aufbaus demonstriert, mit dessen Hilfe ein in Raum und Zeit variables Kraftfeld erzeugt
werden kann. Mittels eines zweidimensionalen Stehwellenfeldes konnen Objekte vereinzelt, dynamisch
manipuliert und positioniert werden. Durch die Uberpriifung der leistungsabhéngigen Temperatur-
entwicklung und der aktiven Durchmischung der Fliissigkeit in der Hauptkammer kénnen ideale
Kultivierungsbedingungen auch bei aktivierter SAW sichergestellt werden.

Mit dem Ziel der Generierung eines reproduzierbaren, kiinstlichen und wohldefinierten neuronalen Netz-
werkes werden nun mit Hilfe dieses Werkzeugs lebende Zellen auf einem SSAW-Chip mikrometergenau
positioniert und zur Adhésion gebracht. Nach der Verifizierung der Langzeitkultivierung im mikrofluidi-
schen System soll durch Variation der Kraftfeldstdrke und -form eine Beeinflussung der Zellen erreicht
werden. Hierbei wird unter anderem ermittelt, inwiefern die akustische Oberflachenwelle einen Einfluss
auf Zellmechanismen wie Proliferation oder Migration besitzt und die maximal anwendbare Leistung
Py bestimmt. Durch die Potentiallandschaft des Kraftfeldes soll schliellich die Wachstumsrichtung
der neuronalen Fortsédtze primarer Neuronen kontrolliert werden. Fiir die Machbarkeitsstudien und
die Untersuchungen morphologischer Verdnderungen durch die akustische Oberflaichenwelle wird im
Folgenden hauptsédchlich die Zelllinie der Neuroblastomzellen B35 verwendet. Der experimentelle
Aufbau besteht im Regelfall aus einem 50 ym-SSAW-Chip und einer PDMS-Kammer mit einer Hohe
von h = 36yum. Die Versuchsdurchfithrung der nachfolgenden Experimente erfolgt, sofern nicht
anderweitig erwahnt, nach dem in Kap. 4.2.4. beschriebenen Protokoll.

4.4.1. Differenzierung neuronaler Stammzellen

Fiur die Schaffung eines neuronalen Netzwerkes auf einem Chip werden in der Regel primére Neuronen
bendtigt. Diese werden durch direkte Dissektion aus einem tierischem Spenderorgan gewonnen. Neben
der hohen Verunreinigung durch Bestandteile des zerebralen Stiitzgewebes wie Gliazellen oder extra-
zelluldrer Matrix erfordern Priméarkulturen einen hohen finanziellen, organisatorischen und personellen
Aufwand und unterliegen zudem ethischen Bedenken.

Vor dem Hintergrund, eine robuste, ergiebige und leicht zu kultivierende Neuronenquelle zu etablieren,
bieten gliafreie Zelllinien neuronaler Krebszellen einen potentiellen Losungsansatz. Extrahiert aus
einem neoplastischen Tumorgewebe, wachsen diese immortalisierten Zellen relativ einfach in der
Kultur und stellen einen unbegrenzten Vorrat an Zellen mit einer minimalen Variabilitdt der Kultur
zur Verfiigung. Eigenschaften neuronaler Zellen wie z. B. Neuritenwachstum oder Enzymexpression
kénnen somit ohne die Notwendigkeit von Spenderorganen untersucht werden. Jedoch muss beriick-
sichtigt werden, dass es sich hierbei um entartete Zellen handelt und signifikante Unterschiede in den
physiologischen Eigenschaften im Vergleich zu priméren Neuronen auftreten kénnen [175].

Eine derartige neuronale Zelllinie sind die Neuroblastom B35-Zellen. Wie in Kap. 2.1.5. beschrieben,
weist diese Zelllinie im unbehandelten Zustand einen rundlichen Zellkorper (Perikaryon) und kurze
Fortsétze auf. Durch die Zugabe von zyklischem Dibutyryl Adenosin-3,5-Monophosphat (DcAMP)
oder durch die Kultivierung in Ndhrmedien mit niedrigem Serumgehalt wird eine reversible Ausdiffe-
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renzierung der Zellen angestofien. Withrend der hierbei stattfindenden morphologischen Anderung der
Zellform liegt unter anderem ein ausgeprigtes Neuriten-Wachstum vor. Aufgrund der Kontrollierbar-
keit dieser Eigenschaft eignet sich diese Zelllinie hervorragend fiir die morphologische Untersuchung
SAW-manipulierter Zellkulturen.

Fiir die Etablierung dieser Zelllinie als permanente Neuronenquelle wird im Folgenden die Handhabung
und Ausdifferenzierung der B35-Zelllinie betrachtet. Die B35-Zelllinie (CRL-2754) wurde von ATCC
(American Type Culture Collection, LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland) erworben und nach
den Herstellerempfehlungen kultiviert. Eine exakte Beschreibung der Kultivierung kann dem Kap. D.2.
entnommen werden. Fiir die Untersuchung des Differenzierungsprozesses wurde das Zellwachstum
und die Entwicklung der Zellmorphologie in Abhéngigkeit der Kultivierungsbedingungen in Zusam-
menarbeit mit Sebastian Angermann untersucht. Hierbei soll die Ausdifferenzierung sowohl durch
die stufenweise Erhohung der DcAMP-Konzentration (0.5-5mM) als auch durch die Kultivierung in
serumfreiem Ndhrmedium initiiert werden.

Nach der Passagierung wurden 10 pl einer B35-Zellsuspension (ca. 10000 Zellen) in jeweils einem Well
einer 2 x 2 Wellplatte (D6789-1CS, Nunclon Delta Surface Wellplate, SA) ausgesét. Die Suspension
wurde anschlieend mit DcAMP-versetztem Vollmedium bzw. mit serumfreiem Ndhrmedium verdiinnt.
Das Zellwachstum wurde jeden Tag durch ein Mikroskop observiert (4x- und 10x-Objektiv, Olympus
CKX41) und Phasenkontrastaufnahmen erstellt. Das Ndhrmedium wurde alle zwei Tage ersetzt. In
Abb. 4.183. ist die Zellkultur zur Bestimmung der Zellmorphologie bei unterschiedlichen Kultivierungs-
bedingungen abgebildet. In der unbehandelten Kultur in Abb. 4.13. a) entspricht die Morphologie
der Zellkultur anndhernd der in der Literatur [47]. Die Zellkérper (1)) weisen eine rundliche bis ovale
Form auf und besitzen meist kurze Fortsitze (< 20um, 2)). Allerdings liegen auch deutlich ldngere
Fortsétze mit einer Linge > 50um vor (3)). Da es sich um entartete Tumorzellen handelt, treten
gelegentlich durch Verschmelzung von Einzelzellen (Synzytium) oder durch Endomitose mehrkernige
bzw. polyploide Riesenzellen auf (4)).

Durch die Zugabe von DcAMP bzw. durch den Entzug des Serums treten markante morphologische
Verdanderungen auf. Ab einer DcAMP-Konzentration von 1-2.5mM war das Einsetzen einer signifi-
kanten Ausbildung neuronaler Fortsétze innerhalb eines Tages ersichtlich (rote Pfeile in Abb. 4.13.
b)). Diese wuchsen stetig und erreichten, wie in Abb. 4.13. ¢) abgebildet, eine Lange von mehreren
hundert Mikrometern. Eine weitere Erh6hung der DcAMP-Konzentration auf 5 mM fiihrte zu keiner
starkeren Ausbildung der neuronalen Fortsitze. Eine auffillige Apoptose der Zellkultur wurde bei der
DcAMP-Behandlung nicht beobachtet. Im Gegensatz zur Zugabe von DcAMP war durch den Serum-
entzug keine Ausdifferenzierung der Zellkultur ersichtlich. Wie in (Abb. 4.13. b) zu erkennen ist, liegen
nur kurze Fortsétze vor, und die Zellen beginnen zu agglomerieren (blauer Pfeil). Die Agglomeration
nimmt mit fortschreitender Zeit zu, bis schlieflich ein dominanter Zellklumpen (blauer Pfeil) nach
zehntigiger Kultivierung zu erkennen ist. Vermutlich aufgrund der fehlenden Wachstumsfaktoren
kommt es zu der beobachteten Agglomeration und zudem zu einer erhdhten Apoptose der Zellkultur.
Die kontrollierte Manipulation einzelner Zellen in den nachfolgenden Experimenten erfordert es, den
Verlust einzelner Zellen durch Apoptose bzw. Nekrose auf ein Minimum zu reduzieren. Da durch die
Verwendung von 1-2mM DcAMP eine deutliche Ausdifferenzierung der Neuroblastomzellen ohne
einsetzende Apoptose angestoen werden kann, wird diese Methode nachfolgend préferiert angewen-
det. Die Ausdifferenzierung muss zudem nach erfolgter Aussaat und Positionierung der Zellen im
experimentellen Aufbau erfolgen, da eine Passagierung bereits ausdifferenzierter B35-Zellen zu einer
Beschidigung der Zellkultur fiithrt.

83



4. Generierung kiinstlicher neuronaler Netze — Aktorik mittels akustischer Oberflachenwellen

a) b)

Zugabe von
1 mM DcAMP

B35 in Kultur

3 Tage in Behandlung 10 Tage in Behandlung

Abbildung 4.13:

Vordifferenzierte B35-Neuroblastomzellen in Kultur und Induktion der Ausdifferenzierung zu neuronalen Zellen
durch Zugabe von DcAMP oder durch Entzug des Serums. a) Kultivierte vordifferenzierte B35-Zellen weisen ein
ovales, lose anhaftendes Soma (1)) und zumeist kurze Fortsitze (2)) auf. Gelegentlich liegen lingere Fortsitze vor
(>50um, 3)). Aufgrund der entarteten Natur des Neuroblastoms existieren Zellen mit mehreren Zellkernen (4)).
b)/c) Wihrend durch die Zugabe von DcAMP eine deutliche Ausdifferenzierung mit der Bildung langer neuronaler
Fortsitze (> 250 um) erreicht wird, ist keine morphologische Anderung bei Serumentzug ersichtlich. Jedoch
agglomerieren die B35-Zellen mit der Zeit zu einem Zellhaufen (blaue Pfeile).

4.4.2. Strukturierte Zelladhision mit Langzeitkultivierung

Nach der erfolgreichen Kultivierung und Ausdifferenzierung der Neuroblastomzellen B35 in einer
standardisierten Zellkultur sollen nun die gewonnenen Erkenntnisse auf die Zellkultivierung in einem
mikrofluidischen System {ibertragen werden. Hierbei wird die Biokompatibilitdt des Bioreaktors und
die Anwendbarkeit der akustischen Oberflichenwelle auf zelluldre Strukturen tiberpriift.

Zellpositionierung und -adhasion

Nach der Vorbereitung der Zellsuspension und dem Befiillen des PTFE-Schlauches werden die Zellen
in den mikrofluidischen Kanal tiberfithrt. Bei einem Volumenstrom von = 0.0005ul/s strémen
die Zellen vereinzelt in die Hauptkammer der Mikrokanalstruktur. Durch die Aktivierung eines
zweidimensionalen Stehwellenfeldes werden die Zellkorper grofitenteils in den Knotenpunkten des
Kraftfeldes lokalisiert und verweilen dort. Ein Leistungspegel von Pixy =15-18dBm ist hierbei fiir die
Positionierung ausreichend. Ist die Oberflache nicht mit PLL beschichtet, so kénnen die Zellkérper
durch Phasenverschiebung neu positioniert werden. Durch die fehlende elektrostatische Wechselwirkung
ist jedoch die Zelladhdsion mit der Substratoberfliche stark vermindert. Eine ausreichende Haftung
der Zellen an der Substratoberflédche bildet sich erst nach Minuten aus, sodass durch eine vorzeitige
Deaktivierung des Kraftfeldes die Zellkérper durch die nicht vermeidbare Strémung weggeschwemmt
werden. Dies kann durch eine PLL-Beschichtung verhindert werden. Sobald die Zellkérper durch das
Kraftfeld positioniert werden, ist eine ausreichende Haftung mit der Substratoberfliche gewéhrleistet.
Dies verhindert jedoch eine nachtrégliche Neupositionierung durch eine Phasenverschiebung. Durch die
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Reduktion der PLL-Konzentration konnte kein Zustand festgestellt werden, bei der trotz bestehender
Manipulierbarkeit durch Phasenverschiebung auch eine ausreichende Zelladhésion vermittelt werden
konnte. Durch die gleichméfige Verteilung der Zellkorper im laminaren Fluss (siche Abb. 4.2.) kann
dennoch durch eine Aktivierung des Kraftfeldes zur exakten Zeit eine gleichméflige Strukturierung
erreicht werden.

Nach der Positionierung der Zellkérper beginnen diese aktiv auf der Substratoberflache zu spreiten und
zu wachsen. In Abb. 4.14. ist die Adhésion und Spreitung von B35-Zellen bei einer aktivierten SAW
mit Py =18 dBm auf der Substratoberfliche im experimentellen Aufbau zu bestimmten Zeitpunkten
dargestellt. Guo et al. beschreiben, dass eine Zelladhdsion nur bei deaktivierter SAW stattfinden
kann, da eine Sedimentierung durch das Kraftfeld verhindert wird [152]. Im Gegensatz zu dieser
Darstellung findet hier auch bei aktivierter SAW eine deutliche Zelladhéision statt. So kann nach
erfolgter Positionierung der Zellkdérper, unabhéngig vom Vorliegen einer PLL-Beschichtung, durch ein
aktives Kraftfeld die Wahrung der Zellposition bis zur Adhésion sichergestellt werden.

At=100s At=150s

Wbt L At=200's At=250's At=300s

At= 14 min

Abbildung 4.14:

Zelladhésion von B35 auf einer PLL-beschichteten Substartoberfliche in einem zweidimensionalen Stehwellenfeld.
Die angelegte Leistung betrigt Piy =18 dBm. Innerhalb von Minuten adharieren die Zellen trotz aktiver SAW.
Deutlich zu erkennen ist der Ubergang von der kugeligen zur gespreiteten, abgeflachten Zellform wéihrend des
Adhésionsvorgangs. Online-Link zum Film mittels QR-Code’.

?Link zum Video: https://youtu.be/30rgD0rApOE

Wachstum und Ausdifferenzierung neuronaler Stammzellen im mikrofluidischen Kanal

Nach der erfolgreichen Positionierung und Adhésion der B35-Zellen auf der Substratoberfliche des
SSAW-Chips wurde das Wachstum der Zellkultur in der Hauptkammer des mikrofluidischen Systems
bei deaktivierter SAW untersucht. Wahrend der Sicherstellung idealer Kultivierungsbedingungen wur-
den alle fiinf Minuten Mikroskopieaufnahmen der Zellkultur erstellt. Unmittelbar nach der Spreitung
liegt ein reguldres Wachstumsverhalten der Zellen vor, welches sich durch Wachstum und Proliferation
der Zellkultur duBert. Im vordifferenzierten Zustand weist das Zellsoma erneut eine rundliche bis
ellipsoide Form auf und besitzt zwei verkiirzte neuronale Forstsdtze, deren Léngen in der Regel 20 -
30 um nicht iiberschreiten. Durch den Austausch des Néhrmediums im Reservoir des experimentellen
Aufbaus durch eine 2 mM-DcAMP-Lésung wird eine Ausdifferenzierung der Zellkultur innerhalb des
Mikrokanals erreicht. Hierbei wurde im Mikrokanal ein zum Bulk (siehe Kap. 4.4.1.) identischer
Differenzierungsprozess beobachtet. Wéahrend der morphologischen Verdnderung der Zellkultur liegt
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eine Elongation und Ausbildung von Neuriten und Dendriten vor. Die Lénge der neuronalen Fortséitze
nimmt hierbei stark zu und im Perikaryon beginnt sich ein Axonhiigel auszubilden. Eine zeitliche
Beschrankung der Zellkultur-Féhigkeit konnte im Rahmen der durchgefiihrten Experimente nicht
festgestellt werden. Durch die Verwendung eines Reservoirs konnte eine Evaporation der Fliissigkeit im
mikrofluidischen System verhindert und eine konstante Néhrstoffversorgung der Zellen sichergestellt
werden. Die Zellkultur konnte somit iiber mehrere Tage bis Wochen erfolgreich im Mikrokanal kultiviert
werden, ohne eine offensichtliche Schédigung der Kultur festzustellen.

Fiir eine qualitative Uberpriifung der Zellviabilitit und der Existenz neuronaler Fortsitze wurde die
Zellkultur mit Hilfe des Neurite Outgrowth Staining Kits (A15001, TF) untersucht. Das Kit farbt
selektiv die Oberflache einer Zellmembran ein und dient als Zellviabilitdt-Indikator. Somit kann zum
einen die Existenz neuronaler Strukturen dargestellt und zum anderen zwischen lebenden und toten
Zellen unterschieden werden.

Die Proben wurden nach dem Herstellerprotokoll eingeférbt [176]. Da der Farbeprozess mehrere Farbe-
und Waschschritte erfordert, wurde die Zellkultur durch das Entfernen des PDMS-Mikrokanals freige-
legt. Nach der Durchfithrung des Farbeprotokolls wurde die Zellkultur auf dem Fluoreszenzmikroskop
mit einem 20 x-Objektiv untersucht. Die Anregungs- und Emssisionswellenlédnge des Zellviabilitét-
Indikators betragt Agx =495 nm bzw. Agy, =515 nm und die des Membranfarbstoffs Agx =555 nm
bzw. Agm = 565 nm. Hierbei wurden die entsprechenden Filter FITC und AlxF1594 (siehe Kap. B.1.)
verwendet. Abb. 4.15. a) zeigt eine Fluoreszenzaufnahme der zellularen Membran ausdifferenzierter
B35-Zellen in der Hauptkammer des mikrofluidischen Systems zum Zeitpunkt ¢ =67 h nach der Aus-
saat. Deutlich sichtbar sind die Zellkérper und die neuronalen Fortsétze. Die durch Pfeile markierten
Fortsétze erreichen im ausdifferenzierten Zustand eine Lénge von mehreren hundert Mikrometern.
Abb. 4.15. b) zeigt eine VergroBerung ausgewéihlter B35-Zellen in den verschiedenen Mikroskopie-
kanélen. In der Phasenkontrastaufnahme ist die Morphologie der Zellen deutlich erkennbar. Typisch
fir die B35-Zellkultur konnen unterschiedliche Zellformen auftreten. Wahrend die Perikaryonen (1))
stets eine rundliche bis ellipsoide Form aufweisen, liegt eine unterschiedliche Anzahl an neuronalen
Fortsétzen vor (2), 3)). Durch die deutlich lingere Elongation (>10pm) gegeniiber den anderen
neuronalen Fortsitzen sowie das Fehlen einer Verzweigung handelt es sich bei 2) vermutlich um ein
Axon und bei 8) um entsprechende Dendriten [177]. Fiir eine zweifelsfreie Differenzierung kann eine
Strukturprotein-abhéngige Farbung durchgefiihrt werden. So ist beispielsweise das Protein MAP-2
(microtubuli-associated protein Typ 2) nur in Dendriten lokalisiert [178], wihrend GAP-43 (growth
associated protein) spezifisch fiir Axone ist [179]. Die Unterscheidung der Fortsitze nimmt im Rahmen
dieser Arbeit jedoch nur eine untergeordnete Rolle ein, weshalb auf die Farbung verzichtet wurde.
Das in den Somata der Zellen lokalisierte Fluoreszenzsignal im FITC-Kanal weist auf eine regulire
Zellaktivitdt lebender Zellen hin. Somit findet auch in dem Mikrokanal ein reguldrer Zellmetabolis-
mus statt. Durch die selektive Farbung der Zellmembran kénnen im AlxF1594-Kanal selbst feinste
Strukturen sichtbar gemacht werden (siehe Einschub).

Diese Daten bestédtigen nun die hohe Biokompatibilitit des experimentellen Aufbaus, die Sicherstel-
lung einer ausreichenden Nahrstoffversorgung im mikrofluidischen Kanal sowie die Verwendbarkeit
der B35-Zellen als Modellzelle fiir neuronale Strukturen. Im Folgenden soll nun untersucht werden,
welche Einfliisse das akustische Stehwellenfeld auf zelluldre Prozesse ausiibt und ob die Morphologie
beeinflusst werden kann.
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AlxFI594  PH

10 um
Morphologie Viabilitat Zellmembran
(Phasenkontrast) (Fluoreszenz - FITC) (Fluoreszenz - AlxFI594)

Abbildung 4.15:

Ausdifferenzierte neuronale Stammzellen in der Hauptkammer des mikrofluidischen Systems bei deaktivierter SAW.
a) Fluoreszenzaufnahme der eingefarbten Zellmembran ausdifferenzierter B35-Zellen t =67 h nach der Aussaat. b)
Ausgewdhlte neuronale Zellen in verschiedenen Kanéilen. Phasenkontrastaufnahme zur Uberpriifung der
Morphologie. Fluoreszenzaufnahme im FITC-Kanal zur Messung der Zellviabilitdt und im AlxFI594-Kanal zur
Darstellung der Zellmembran.

4.4.3. Bestimmung des anwendbaren Leistungsbereichs

Die Manipulation der Zellkultur durch akustische Oberflichenwellen fithrt zu einer Abweichung der
idealen Kultivierungsbedingungen bei einer exzessiven Leistungsintensitéit. Induzierte Druckgradienten,
Scherkréfte und Temperaturschwankungen kénnen zu einer Schidigung der Zellkultur fiihren. Wie
bereits in Kap. 4.5.3. gezeigt wurde, fithrt eine Leistung von Py = 18 dBm bei einer konstanten SSAW
zu einer Uberschreitung der idealen Kultivierungstemperatur auf T = 40 °C. Da nachfolgend durch
Stehwellenfelder auf das Wachstumsverhalten von Zellen Einfluss genommen werden soll, ist es notwen-
dig die zelluldre Belastung durch die SAW-Manipulation zu erfassen, um somit die Leistungsgrenzen
der akustischen Oberflichenwelle zu ermitteln. Dies gelingt durch Messung der Apoptose bzw. der
sekundéren Nekrose von B35-Zellen in einem eindimensionalen Stehwellenfeld bei einer stufenweisen
Erhohung der eingekoppelten Leistung Pin. Da eine deutliche Verringerung der Temperaturerh6hung
bei einem gepulsten HF-Signal festgestellt wurde, wird neben einem konstanten SAW-Signal auch der
Einfluss einer gepulsten SAW untersucht. Die hier vorgestellten Ergebnisse wurden in Kooperation
mit Sophie Mauritz erarbeitet.

Sind die durch duflere Einfliisse hervorgerufenen Beschddigungen irreparabel, so durchléuft die Zelle,
sofern moglich, den Prozess der Apoptose. Dieser durch Signalkaskaden aktiv gesteuerte Prozess des
Zelltodes fithrt unter anderem zur Aktivierung der Proteasen Caspase-3/7 [180], deren Enzymakti-
vitdten durch das Reagenz Molecular Probes™ CellEvent™ Caspase-3/7 Green ReadyProbes™
(Caspase-3/7) (R37111, TF) detektiert werden konnen. Da apoptotische Zellen in der Kultur nicht
durch Phagozytose entfernt werden, kommt es nach der Apoptose zur sekundédren Nekrose und somit
zum Kollaps der Zellmembran. An die hierbei exponierte DNA bindet der membranundurchléssige
DNA-selektive Farbstoff Probidiumiodid Ready Probes™ (PI) (R37108, TF) und markiert somit
zuverlassig nekrotische Zellen. Fiir die Erfassung aller in der Zellkultur befindlichen Zellen werden die
Zellkerne durch den erneut DNA-selektiven allerdings membranpermeablen Farbstoff Hoechst 33342
(Hoechst) (H1399, TF) angefirbt.

Fiir die Durchfithrung des Experimentes werden die Zellen nach der Positionierung im mikrofluidischen
Kanal eingehend fiir 24 h im Brutschrank ohne aktive SSAW inkubiert, um ein regulires Zellwachstum
bei idealen Kultivierungsbedingungen zu erreichen. Nach der Inkubation werden in das Nahrmedium
im Reservoir die Fluoreszenzfarbstoffe zur Detektion der Apoptose (Caspase-3/7), Nekrose (PI) sowie
zur Detektion aller Zellkerne (Hoechst) unter Berticksichtigung der Herstellerangaben hinzugegeben
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und fir eine weitere Stunde inkubiert. Vier Proben werden in den Mikroskopinkubator iiberfiihrt
und mit den Frequenzgeneratoren verbunden. Drei Proben werden mit einer eindimensionalen SSAW
behandelt, wihrend die vierte Probe als externe Referenz dient. Die SSAW-behandelten Proben
unterscheiden sich in der Pulsweitenmodulation (PWM) des HF-Signals, welches auf 100 %, 50 %
und 30 % eingestellt wird. Nach der Aktivierung des HF-Signals wird das Zellwachstum alle fiinf
Minuten im Phasenkontrastverfahren und in den Fluoreszenzkanilen DAPI (alle Zellkerne, Hoechst),
FITC (Apoptose, Caspase-3/7) und AlxF1594 (Nekrose, PI) iiber einen Zeitbereich von 15-20h
erfasst. Die Auswertung der aufgenommen Mikroskopieaufnahmen erfolgt anschlieBend durch das
Skript Intensity-Plotter. Proben, die bereits vor Beginn des Experiments apoptotisch waren oder deren
Zelldichte zu gering war, sind von der Auswertung ausgeschlossen worden. Zwingend notwendig war
jedoch die Verwendbarkeit der externen, unbehandelten Referenz.

Das Skript wurde in MATLAB R2019b (MathWorks®, Natick, MA, USA) erstellt und gibt einen
Intensitdtswert der zu erfassenden Messgrofle fiir jede in der Zellkultur detektierte Zelle in einem
Textdokument aus. Die hierfiir notwendigen einzelnen Auswerteschritte werden nun erldutert. Zur
Veranschaulichung des Auswerteprozesses ist eine B35-Zellkultur unter Einwirkung einer SSAW bei
Pin =9dBm zu verschiedenen Zeitpunkten in Abb. 4.16. abgebildet. Hierbei werden die einzelnen
Auswerteschritte am Beispiel der Nekrose (Farbstoff: PI, AlxF1594-Kanal) erlautert.

PH-Aufnahme FL-Aufnahme (DAPI / AIxF1594) Zellkerne Binarbild Auswertung

Furalle t:

Lebt: I,,(x,y)<T
Tot: I, (xy)>T

| t
R = Sl

100
Nekrose Zesam ()

Kontrolle
blau: Zellkerne, rot: nekrotische Zellen

Abbildung 4.16:

PH- und FL-Aufnahme einer B35-Zellkultur in einem mikrofluidischen System zu verschiedenen Zeitpunkten bei
Py =9dBm zur Erfassung der Nekrose. Zu Beginn liegt bei t = 0h eine hohe Viabilitit, nach t =16.75h eine
ausgepragte Nekrose der Zellkultur vor. Die Gesamtheit der Zellkerne ist blau und die nekrotischen Zellen rot
dargestellt. Die mit einem griinen Pfeil markierte Zelle durchliuft bereits die Apoptose, deren Zellmembran ist
jedoch noch nicht wie bei der gelb markierten Zelle lysiert. Die Auswertung einer durch Fluoreszenzmikroskopie
erfassten MessgroBe je Zelle erfolgt durch das MATLAB-Skript Intensity-Plotter. Nach einer optischen Kontrolle
(i)) werden die im DAPI-Kanal erfassten Zellkerne (ii)) durch die Software ilastik binarisiert (iii)) und anschlieBend
durch eine Objekterkennung die Messbereiche festgelegt. Liegt die in einem weiteren Fluoreszenz-Kanal (FITC bzw.
AlxFI594) erfasste MessgréBe (iv)) liber einem festgelegten Grenzwert T', gilt die Zelle als apoptotisch bzw.
nekrotisch. Fiir jeden erfassten Zeitschritt t wird das Verhdltnis apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen Riot
ermittelt.

In den gezeigten Phasenkontrastaufnahmen liegt bei t =0h eine hohe Zellviabilitit vor, welche mit der
fortschreitenden Experimentdauer abnimmt und in eine ausgepriagte Apoptose bzw. Nekrose resultiert.
Die parallel aufgenommen FL-Aufnahmen verdeutlichen hierbei die einsetzende Nekrose.

Das auf diese Aufnahmen angewendete Skript Intensity-Plotter ermittelt im Prinzip anhand einer
binarisierten Aufnahme mit den Positionsinformationen der Zellen (DAPT) die Intensitdtswerte fiir jede
Zelle in einer Graustufen-Aufnahme (FITC/AlIxF1594) der zu erfassenden Messgrofe. Eingehend wird
nach einer optischen Kontrolle der Zellkultur (%)) in der PH-Aufnahme die im DAPI-Kanal erstellte
Fluoreszenzaufnahme (FL) (#)) binarisiert, um die Positionsinformationen aller in der Zellkultur
befindlichen Zellkerne zu ermitteln (¢ii)). Die Binarisierung der Aufnahme erfolgt entweder durch einen
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Grenzwertfilter im MATLAB-Skript oder durch die zusétzliche Software ilastik. Durch das interaktive,
auf maschinelles Lernen basierende Programm ¢lastik kann durch eine manuelle Annotation der Zellker-
ne eine schnelle und adaptive Bildsegmentierung der Graustufen-Aufnahmen bei gleichbleibend hoher
Qualitét erreicht werden [181]. Anschlieflend wird die Fliche der Zellkerne im Binérbild korrigiert, ggf.
vergroflert und zusammenhéngende Zellklumpen werden iiber die watershed-Funktion getrennt. Die
einzelnen Objekte werden automatisch detektiert und die Objekt-assoziierten Pixelkoordinaten erfasst.
Die Positionsinformationen werden im néchsten Schritt auf die Graustufenaufnahme der in einem wei-
teren FL-Kanal (FITC bzw. AlxF1594) erfassten MessgroBe (7v)) tibertragen, um die Intensitétswerte
I an den Objekt-assoziierten Pixelkoordinaten zu ermitteln (v)). Da das Signal einer nekrotischen
Zelle stark im Zellkern lokalisiert sein kann und nicht zwangsweise dieselbe Flachenausdehnung wie
der Nukleus im DAPI-Kanal besitzt, wird fiir jedes detektierte Objekt das 95. Perzentil der Intensitét
Igs ermittelt. Die Intensititswerte Igs mit den Schwerpunktkoordinaten (z,y) aller Zellen werden
abschliefflend in einer Textdatei abgespeichert.

Fiir die Uberpriifung der zeitlichen Entwicklung wird dieser Auswerteprozess fiir jeden erfassten
Zeitschritt ¢ durchgefiihrt und die Anzahl der absterbenden Zellen im Vergleich zur Gesamtanzahl aller
Zellen in der Kultur bestimmt. Hierbei gilt eine Zelle als apoptotisch bzw. nekrotisch, sobald die Inten-
sitdt Igs einen zuvor festgelegten Grenzwert T {iberschritten hat. Das Verhéltnis bereits abgestorbener
Zellen im Vergleich zur Gesamtanzahl aller in der Zellkultur befindlichen Zellen wird durch die Variable
R0t abgebildet. In einem typischen Experiment ist die Zellviabilitdt zu Beginn hoch. Hierbei ist ein
Grofiteil der Zellen lebendig und es liegen vereinzelt bereits nekrotische, lysierte Zellen vor, sodass
Riot(0h) > 0 betragen kann. Liegt nun eine akustische Oberflichenwelle mit einer fiir die Zellkultur
schédlichen Intensitat vor, so nimmt aufgrund der einsetzenden Apoptose der Wert Ry zu. Ist die
komplette Zellkultur betroffen, so wird einer sigmoidalen Kurve folgend der Maximalwert von Ryo, =1
erreicht. Um die Toxizitdt der SAW-Intensitat in Abhéngigkeit der angelegten Leistung Pix und der
Pulsweitenmodulation PWM zu erfassen, wird die letale Dosis (LD) der akustischen Oberflichenwelle
ermittelt. Hierbei wird der Zeitpunkt anhand einer Dosis-Wirkungs-Kurve ermittelt, bei der 50 %
der anfinglich lebensfihigen Zellen nekrotisch sind (LDsg). Eine beispielhafte Dosis-Wirkungs-Kurve
mit der Erfassung nekrotischer Zellen ist in Abb. 4.17. a) fiir eine Leistung von Py =15dBm gezeigt.
Deutlich zu erkennen ist die Abhédngigkeit von Ry, von der eingestellten Pulsweite. Die fiir die Zellen
letale Dosis wird mit steigender PWM friiher erreicht. Da der Farbstoff Hoechst 33342 ebenfalls
nach einer gewissen Kultivierungszeit toxisch unter UV-Belichtung auf die Zellen wirkt [182], steigt
R0t auch fiir die Referenzprobe, allerdings deutlich zeitversetzt, mit zunehmender Experimentdauer
an. Der Zeitpunkt des Erreichens von LDsg ist in dem Graph durch einen Stern gekennzeichnet.
Der eindeutige sigmoidale Verlauf von R;ot wird durch die Funktion GI. 4.8 mit Hilfe der Software
Origin 2019b angenéhert:

Au— A
y(t) = A+

RS TIT=n (48)

mit A, bzw. A, der unteren bzw. oberen Asymptote, w dem Wendepunkt (LDsg) und p der Steigung
im Wendepunkt. Als relevantes Mafl wird der Zeitpunkt ¢1,p5g, bei dem der Wendepunkt L Dsg erreicht
wird, fiir jeden Messparameter ermittelt.

In den ersten Messungen wurde sowohl die Apoptose als auch die Nekrose parallel in einem Messdurch-
lauf erfasst. Hierbei wurde festgestellt, dass ein Signal, hervorgerufen durch die einsetzende Apoptose,
stets vor der Nekrose vorliegt. Dies ldsst somit auf eine konsekutive sekundére Nekrose schlieflen. Die
zeitliche Differenz des Auftretens der im FITC (Apoptose) bzw. AlxF1594 (Nekrose)-Kanal erfassten
Messsignale betriagt in etwa At = 17.4 £ 1.1 Minuten. Die einsetzende Apoptose kann auch in den
Phasenkontrastaufnahmen beobachtet werden. Zellen, die den aktiven Prozess der Apoptose durch-
laufen, 16sen sich von der Substratoberfliche ab und nehmen eine rundliche Morphologie an. Durch
die weiterhin intakte Zellmembran ist die Zelle gegeniiber dem Hintergrund mit einem deutlichen
Kontrastunterschied scharf abgrenzbar. Verliert die Zellmembran mit der einsetzenden Zelllyse ihre
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Integritdt, nimmt der Kontrastunterschied zum Hintergrund deutlich ab. Die in Abb. 4.16. markierten
Zellen demonstrieren diesen Unterschied. Die rundliche Morphologie der mit einem griinen Pfeil mar-
kierten Zelle entspricht der einer apoptotischen Zelle, jedoch ist noch kein Signal im AlxF1594-Kanal
erkennbar. Diese Zelle besitzt noch eine intakte Zellmembran, sodass der Farbstoff PI noch nicht
an die DNA binden kann. Im Gegensatz hierzu ist die mit dem gelben Pfeil markierte, gegentiber
dem Hintergrund schwer erkennbare Zelle bereits lysiert und es liegt im AlxF1594-Kanal ein Signal
vor. Da aufgrund der zeitlichen Konstanz zwischen Apoptose und sekundérer Nekrose die Erfassung
der Apoptose keinen Mehrwert bietet, wird auf die Auswertung der Caspase-3/7 Aktivitéit bei einem
Grofiteil der Messungen verzichtet.

Da in den vorangegangen Bead-Experimenten ein optimaler Leistungspegel von Py =18-21dBm
zur Manipulation von Objekten festgelegt wurde, ist der anwendbare Leistungsbereich bis zu einer
maximalen Leistung von Py =21 dBm untersucht worden. Die Ergebnisse der relativen Zeit t1,ps0/tRet
bis zum Erreichen der letalen Dosis sind in Abb. 4.17. b) aufgetragen. Als Referenz trer wird der
Zeitpunkt der jeweiligen Referenzprobe verwendet, bei der die Zellen die letale Dosis durch die Toxizitét
des Farbstoffs Hoechst33342 erreichen. Der erste Messpunkt der relativen Zeit bei PMW =0 % betragt
somit t1,ps0/tret =1, da hier gilt tr.p50 = tRet-

Durch diese Darstellung ist die eindeutige Abhéngigkeit der letalen Dosis sowohl von der angeleg-
ten Leistung Pin als auch von der Pulsweitenmodulation PWM sichtbar. Bei niedrigen Leistungen
Py < 12dBm liegt keine Beeintrichtigung des Zellwachstums vor, somit wirkt die SAW in diesem
Leistungsbereich nicht negativ auf die Zellkultur ein. Im Gegenteil, bei Leistungen Py < 12dBm
ist ein scheinbar positiver Effekt erkennbar. Dieser kehrt sich jedoch bei héheren Leistungen um.
Mit zunehmender Intensitdt und Pulsweite ist eine deutliche Reduktion der Zellviabilitdt durch das
Erreichen einer vorzeitigen letalen Dosis sichtbar. Ein Leistungspegel von Piny =15 dBm bildet hierbei
einen Grenzwert. Wéhrend bei Py =21 dBm unabhéngig von der PWM innerhalb kiirzester Zeit die
letale Dosis erreicht wird, liegt bei Py =15-18 dBm ein annéhernd lineares Verhalten der relativen
Zeit zur PWM vor. Somit kann durch die Verwendung eines gepulsten Signals das Erreichen der letalen
Dosis verzogert werden. Zellen, die durch eine akustische Oberflichenwelle stimuliert werden, sollten
somit mit einem Leistungspegel von Py <12 dBm behandelt werden. Bei héheren Intensitéten ist die
Verwendung eines gepulsten Signals fiir eine langfristige Stimulation bzw. Manipulation unabdingbar.
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Abbildung 4.17:
Bestimmung des letalen Leistungspegels von B35-Zellen unter Einwirkung einer akustischen Oberflichenwelle.
Dosis-Wirkungs-Kurve zur Bestimmung des Zeitpunktes t1,pso der letalen Dosis LDso bei einer Leistung von
Py = 15dBm mit unterschiedlichen Pulsweiten PWM. b) Relative Zeit im Verhiltnis zur Referenz bis zum
Erreichen der letalen Dosis in Abhdngigkeit der angelegten Leistung Pin und der verwendeten Pulsweite PWM.

a)
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4.4. Aktorik und Beeinflussung von Zellen durch akustische Oberflachenwellen

4.4.4. Proliferation

Die Zellproliferation ist stark abhéngig von dufleren Einflussfaktoren. Wie in Kap. 2.1.4. beschrieben,
ist zwar der Regulationsmechanismus der Proliferation fiir entartete Zellen gestort, jedoch benétigen
auch Tumorzellen eine Sicherstellung des Lebensunterhalts in Form von N&hrstoffen, Sauerstoff,
Abtransport metabolischer Abfille und idealer Temperatur bzw. pH-Wert [34]. Liegt hierbei eine
Beeintrachtigung der idealen Kultivierungsbedingungen vor, so duflert sich dies in einer Verédnderung
der Zellproliferation. Die Bestimmung der Fahigkeit von Zellen zur Proliferation durch Messung der
DNA-Synthese ist daher eine akkurate und fundamentale Methode, die Viabilitit der Zellkultur zu
evaluieren.

Fiir eine quantitative Analyse des Zellwachstums im Mikrokanal des experimentellen Aufbaus wurde
daher in Zusammenarbeit mit Kathrin Baumgartner [183] die Proliferation von B35-Zellen gemessen
und die Zellteilungsrate bei idealen Kultivierungsbedingungen mit der Rate im mikrofluidischen Kanal
bei unterschiedlichen SAW-Leistungen verglichen.

Fiir die Detektion frisch synthetisierter DNA wird das Click-iT® EdU Imaging Kit (C10337, TF) ver-
wendet. Durch Inkubation des Thymin-Nukleosidanalogon EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridine) wiahrend
der DNA-Synthese kann durch anschliefende klick-Reaktion ein Fluorophor angebunden und mittels
Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden. Eine detaillierte Beschreibung des Farbeprotokolls und des
Reaktionsmechanismus kann dem Herstellerprotokoll entnommen werden [184].

Da die Zellproliferation in einer Zellkultur ein dynamischer, kontinuierlich ablaufender Prozess ist,
befinden sich die einzelnen Zellen zu einem beliebigen Zeitpunkt in unterschiedlichen Phasen der
Proliferation. Dies hat direkt Einfluss auf die gemessene Fluoreszenz-Intensitit einer proliferienden
Zelle, da das EAU nur wihrend der S-Phase in die DNA integriert wird. Befindet sich nach der Zugabe
des EdU eine Zelle in der G2-Phase, so wird mehr Zeit zur Integration des EAU benétigt als fiir eine
Zelle in der S-Phase. Daher ist es notwendig, die Generationszeit (Zeit fiir einen kompletten Zellzyklus)
einer Zellkultur zu bestimmen. Dies geschieht durch Messung der Proliferation zu verschiedenen
Zeitpunkten. Hierbei wurden fiir jeden Messpunkt jeweils 10 000 B35-Zellen in einer 4-Well-Schale
(176740, TF) ausgesit und das Ndhrmedium nach der Zelladhésion mit 20 uM EdU versetzt. In einem
Zeitintervall von ¢ € [10h;20h] wurde die Proliferation zu verschieden Zeitpunkten bestimmt. Durch
das Proliferationskit werden durch den Farbstoff Hoechst 33342 alle in der Zellkultur befindlichen
Zellkerne angefirbt und zusétzlich durch die klick-Reaktion die in dem gemessenen Zeitraum frisch
synthetisierte DNA mit dem Fluorophor AlexaFluor® 488 versehen. Die Farbstoffe wurden durch die
Fluoreszenzmikroskopie im DAPI- (alle Zellkerne) und FITC-Kanal (proliferierte Zellen) detektiert.
Zur Uberpriifung der Zellmorphologie wurde zusétzlich die Zellkultur im Phasenkontrastverfahren
aufgenommen.

Die Auswertung der Proliferation erfolgt iiber die Bestimmung der mittleren Intensitdt im FITC-Kanal
an der Position jeder detektierten Zelle im DAPI-Kanal durch die in Kap. 4.4.3. beschriebene Software
Intensity-Plotter. Hierfir wird erneut zuerst durch die Software ilastik die im DAPI-Kanal aufgenomme-
ne Fluoreszenzaufnahme binarisiert. Anschliefend wird iiber das Skript Intensity-Plotter im Gegensatz
zur Nekrose-Messung nun der mittlere Grauwert I im FITC-Kanal fiir jedes im DAPI-Kanal detektierte
Objekt bestimmt. Die ermittelten Grauwerte werden gegeniiber dem Mittelwert der maximalen 5 %
aller ermittelten Intensitiatswerte normiert. In Abb. 4.18. a) ist die relative Haufigkeit P der gemessenen
normierten Intensitéit zu verschiedenen Zeitpunkten aufgetragen. Wie deutlich zu erkennen ist, liegt
keine eindeutige Verteilung von Zellen mit niedrigen und mit hohen Intensitdtswerten I vor. Vielmehr
findet ein kontinuierlicher Ubergang mit zunehmender Zeit hin zu héheren Werten statt. Wihrend bei
t = 10.75h die meisten Zellen noch eine sehr geringe Intensitét aufweisen (I ~ 0.0 — 0.2), nimmt
die Verteilung hin zu hoéheren Werten mit zunehmender Zeit zu. Besonders zwischen ¢t = 14.00h
und t = 17.25h ist ein deutlicher Sprung mit I > 0.5 erkennbar. Daher muss ein Grenzwert fiir die
ermittelte Intensitéit festgelegt werden, ab der eine Zelle als proliferiert gilt. Wie in Abb. 4.18. b)
dargestellt, beeinflusst der gewdhlte Grenzwert allerdings stark die ermittelte Proliferation. Sehr hohe
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Grenzwerte mit I > 0.6 fithren zu einer Verfialschung der Proliferationsergebnisse, da ein Riickgang
der absoluten Proliferation von X,ps(17.25h) zu X,1,5(20.00 h) festgestellt wird, obwohl eine hohere
Proliferation aufgrund der ldngeren Inkubationszeit vorliegen sollte. Dies kann durch die Effektivitat
der Integration von EdU in proliferierende Zellen erklirt werden. Wéhrend eines Zellzyklus kann
unterschiedlich viel EAU in die DNA integriert werden, was unmittelbar Einfluss auf die Intensitat der
Zelle hat. Obwohl sie den Zellzyklus einmal durchlief, kann bei geringer EdU-Inkubation der maximale
ermittelte Intensitdtswert nicht erreicht werden. Durch eine optische Kontrolle der Zellkultur und
aufgrund des signifikanten Sprungs der Proliferationsrate zwischen ¢ = 14.00h und ¢ = 17.25h wird
der Grenzwert auf T' = 0.3 festgelegt. Bei diesem Grenzwert betriagt die absolute Proliferation X, pg
beit = 15h ca. Xaps &~ 0.5. So kann eine Sattigung der Proliferation ausgeschlossen werden und
proliferierte Zellen werden sicher erkannt. Die subjektive Festlegung des Grenzwertes ist moglich, da
dies einen gleichbleibenden Einfluss auf die kompletten Messergebnisse hat. Das Messergebnis der
absoluten Proliferation X,,s(15h) =0.52 dient nun als externe Referenz einer regulir wachsenden,
unbeeinflussten Probe im Bulk.
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Abbildung 4.18:

Bestimmung der Inkubationszeit von B35-Zellen und Festlegung des Grenzwertes proliferierter Zellen. a) Relative
Intensitat proliferierender B35-Zellen in einer Zellkultur zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Verteilung hin zu
héheren Intensititen nimmt mit steigender Inkubationszeit zu. b) Relative Proliferation der in a) vermessenen

Zellkultur in Abhdngigkeit des gewdhlten Grenzwertes T', ab der eine Zelle als proliferiert gilt.
(Erstellt in Zusammenarbeit mit Kathrin Baumgartner [183]).

Nach der Festlegung des Grenzwertes T" auf T = 0.3, ab der eine Zelle als proliferiert gilt, wird im Fol-
genden die Proliferation von B35-Zellen im Mikrokanal des experimentellen Aufbaus in Abhéngigkeit
der eingekoppelten Leistung Py bestimmt. Nach der Ausrichtung der Zellen mit einer Stiickzahl von ca.
100 bis 200 Zellen im aktiven Bereich des mikrofluidischen Kanals wurden die Proben fiir vier Stunden
im Brutschrank (HERAcell 150 CO4 Inkubator, TF) bei idealen Kultivierungsbedingungen inkubiert
und die Zellen zur Adhésion gebracht. Fiir jede Versuchsreihe wurden sechs Proben angesetzt, wobei
drei Proben durch SAW stimuliert wurden und drei als externe Referenz fungierten. Im Anschluss
wurde das Nahrmedium im Reservoir durch eine 20 uM-EdU-Lésung ausgetauscht, die SAW-Proben
mit einem HF-Generator verbunden und fiir ¢ = 15h stimuliert. Zur Reduktion der Temperatur
wurde ein gepulstes, eindimensionales SAW-Signal mit PWM = 30 % angelegt. Nach der festgelegten
Inkubationszeit wurde die Behandlung beendet und das Farbeprotokoll durchgefiihrt. Die einzelnen
Auswertungsschritte sind am Beispiel einer Zellkultur im Mikrokanal in Abb. 4.19. a) dargestellt.
Fir die Farbung der Zellkultur musste der Mikrokanal vorsichtig entfernt werden, um einen direkten
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Zugriff auf die Zellkultur zu erhalten. Durch das Vergleichen der Phasenkontrastaufnahmen vor (7))
und nach (7¢)) dem Entfernen des Mikrokanals konnte ein Verlust an Zellen ausgeschlossen werden.
Nach dem Erstellen der Fluoreszenzaufnahmen (4i) und iv)) und der Binarisierung des DAPI-Bildes
(v)) wird der mittlere Grauwert an den in v) ermittelten Positionen (rote Konturen) im FITC-Kanal
(vi)) ausgewertet.
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Abbildung 4.19:

Messung der Proliferation im experimentellen Aufbau. a) Phasenkontrast- und Fluoreszenzaufnahmen einer
Zellkultur auf einem SAW-Chip nach 15-stiindiger Behandlung durch ein 1D-SSAW-Feld mit Py =9dBm. i)-vi)
stellt die Prozessschritte der Auswertung dar. Nach der Entfernung des Mikrokanals (i)-ii)) und Erstellen der
FL-Aufnahmen (iii)-iv)) wird der mittlere Grauwert an den im DAPI-Kanal detektierten Positionen (rote Kreise) im
FITC-Kanal bestimmt (vi)). b) Absolute Proliferationsrate X s von B35-Zellen in Abhingigkeit der eingekoppelten
Leistung Py im Vergleich zu einer unbehandelten Probe (ext. Ref. (Mikrokanal)) und zu einer externen Referenz
im Bulk sowie die relative Proliferation X, von behandelten und unbehandelten Zellen im Mikrokanal. Zur
Uberpriifung eines signifikanten Einflusses durch SAW wurde ein einseitiger t-Test durchgefiihrt. Die Farben in der

Symbolfliche der SAW-Proben beschreiben, ob das 5 % Signifikanzniveau erreicht wurde (griin) oder nicht (rot).
(Erstellt in Zusammenarbeit mit Kathrin Baumgartner [183]).

In Abb. 4.19. b) ist die absolute Proliferation X,ps von behandelten und unbehandelten B35-Zellen
im Mikrokanal in Abhéngigkeit der angelegten HF-Leistung Py im Bereich Py € [3 dBm; 18 dBm]
dargestellt. Im Vergleich zur externen Referenz im Bulk liegt eine deutliche Reduzierung der absoluten
Proliferation X, sowohl fiir die unbehandelte als auch fiir die behandelte SAW-Probe vor. Sobald
die Zellkultur sich im Mikrokanal befindet, sinkt die Proliferation. Dies kann auf die reduzierte
Nahrstoffversorgung im mikrofluidischen System zuriickgefiihrt werden, da das Gesamtvolumen in
der Hauptkammer nur ca. V' x0.015nl betragt. Wird die Zellkultur zusétzlich durch eine akustische
Oberflachenwelle behandelt, so reduziert sich die Proliferationsrate zusétzlich signifikant.

Das Erreichen eines Signifikanzniveaus von 5 % wurde durch einen einseitigen ¢-Test fiir alle Mess-
punkte mit Ausnahme von Py =9dBm bestétigt. Fir eine bessere Visualisierung des SAW-bedingten
Einflusses wurde die relative Proliferation der behandelten zur unbehandelten Probe X, gebildet.
Wiéhrend der Graph fiir niedrige Leistungen konstant bei X, =0.69 verbleibt, sinkt dieser fiir hohe
Leistungen mit Py > 15dBm weiter ab und erreicht bei einer Leistung von Py = 18 dBm nur nahezu
50 % der Proliferationsrate einer unbehandelten Probe. Bei einer Leistung von Py =21 dBm findet
ein Absterben der Zellkultur statt. Dies deutet auf eine starke Beeintrachtigung bzw. Unterdriickung
des Zellwachstums, bedingt durch hohe Leistungen der akustischen Oberflaichenwelle, hin.

93



4. Generierung kiinstlicher neuronaler Netze — Aktorik mittels akustischer Oberflachenwellen

Die Ursache hierfiir kann unterschiedlicher Natur sein. Obwohl die Temperatur fiir den gewéhlten Leis-
tungsbereich unterhalb der kritischen Temperaturerh6hung von AT =3 K liegt, kann die Hyperthermie
eine mogliche Erklédrung darstellen. Eine weitere Moglichkeit ist die Unterdriickung der Zellproliferation
durch mechanische Kréfte. In der Literatur wird beschrieben, dass durch die Kompression des Nukleus
mit einer AFM-Spitze die Mitose einer proliferierenden Zelle bei Kraften von F = 50 — 100nN
verlangsamt und ab F' > 100nN komplett unterdriickt werden kann [185]. Diese Bereiche sind in
Abb. 4.19. b) unter Verwendung der in Kap. 4.3.2., Abb. 4.6. ermittelten Relation von F; zu Py durch
senkrechte Linien markiert und hellgrau (Ubergangsbereich) und grau (Unterdriickung) hinterlegt.
Nach GI. 4.5 wirkt auf ein sphérisches Objekt in Suspension mit einem mittleren akustischen Kontrast
fiir Zellen von ¥ ~ 0.2 6 fiir das gewihlte Stehwellenfeld mit Py = 15 dBm bzw. 18 dBm eine maximale
akustische Kraft von F;, =~90nN bzw. 180nN. Der Verlauf von X,. im Vergleich zur akustischen
Kraft F, korreliert somit mit den Literaturangaben. Insbesondere der Ubergang von Py = 15dBm
auf 18 dBm markiert erstaunlicherweise exakt den durch die AFM-Messung ermittelten Grenzwert der
einsetzenden Mitose-Unterdriickung. Die berechneten Kréfte gelten jedoch nur exakt fiir Objekte in
Suspension. Da die Zelle bereits auf dem Substrat adhériert ist, kann die tatséchlich auf die Zelle
wirkende Kraft verschieden sein.

4.4.5. Beeinflussung des zelluliren Wachstums durch eine akustische
Potentiallandschaft

Zellen konnen adaptiv auf ihre Umgebung reagieren. Wie in Kap. 2.1.2. beschrieben, kénnen zelluldre
Funktionen wie die Zellmigration durch Gradienten in den Umgebungseigenschaften beeinflusst werden.
Liegt beispielsweise ein Néhrstoffgradient vor, so migrieren Zellen in Richtung der Néhrstoffquelle
[25]. Doch nicht nur die Migrationsrichtung der Zellkérper kann durch dufiere Faktoren beeinflusst
werden, sondern auch die Wachstumsrichtung neuronaler Fortsédtze durch Konzentrationsgradienten
neurotropher Wachstumsfaktoren [186]. Im Hinblick auf eine kontrollierte Beeinflussung der Migrati-
onsrichtung der Zellkérper (Soma), auch Acoustotazris genannt, wird in diesem Abschnitt sowohl die
Manipulierbarkeit des Wachstumsverhalten von undifferenzierten als auch ausdifferenzierten B35-Zellen
durch akustische Oberflichenwellen in Kooperation mit Michelle Lienhart [187] und Feliz Palzer [188]
untersucht.

Nach der Aussaat der Zellen in dem experimentellen Aufbau und der Zugabe von 2mM DcAMP
wurde das Zellwachstum in unterschiedlichen Kraftfeldern auf dem Mikroskop im Live-Cell-Imaging
fiir bis zu drei Tage untersucht und mit einer unbehandelten externen Referenz verglichen. Hier-
bei wurden konstante, gepulste (f = 1Hz, PWM =10%-30%) und fortlaufende” eindimensionale
Stehwellenfelder und fortschreitende akustische Oberflichenwellen in einem Leistungsbereich von
Py € [9dBm; 18 dBm] erzeugt.

In Abb. 4.20. ist das Wachstum einer Zellkultur in einem eindimensionalen gepulsten (f=1Hz,
PWM = 20%) Stehwellenfeld mit Py =18 dBm zum Zeitpunkt ¢t =30h dargestellt. In dem Ausschnitt
ist das Wachstumsverhalten einer beispielhaften B35-Zelle (*)) zu verschiedenen Zeitpunkten ab-
gebildet. Nach einer vollendeten Zellteilung (griine Pfeile, At =10h) bilden sich deutlich mehrere
neuronale Fortsitze aus (rote Pfeile, At = 20 h). Im weiteren Verlauf (A¢=30-40h) nimmt die Lénge
der Fortsitze zu (rote Pfeile) oder sie verkiimmern (blaue Pfeile). Das Auftreten zusétzlicher Zellen
ab t > 30h in dem vergroflerten Bereich lasst auf eine hohe Mobilitdat der Zellkultur schlielen. So
migriert beispielsweise die mit *) markierte Zelle entlang ihrer Fortsitze aus dem Bildausschnitt bei
At = 50h (roter, gestrichelter Pfeil). Die hohe Mobilitét des Somas resultiert vermutlich aus der
durch die neuronalen Fortsdtze hervorgerufenen Zugkréfte auf den Zellkorper.

SHypothetischer akustischer Kontrast aus dem Mittelwert der aus der Literatur entnommenen Maximalwerte fiir Zellen
¥ € [0.14;0.25] (siehe Abschnitt Akustische Pinzette). )
"Erzeugt durch eine konstante Phasenverschiebung durch den Phasenschieber mit ® = 180°/h bzw. [ =25 um/h.
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50 pm
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Zellwachstum bei At=30h At=30h

Abbildung 4.20:

Wachstum von B35-Zellen in einem eindimensionalen, gepulsten Stehwellenfeld (Piy =18dBm, f =1Hz,

PWM =20 %) im mikrofluidischen Kanal zu verschiedenen Zeitpunkten. An einer exemplarischen Zelle ist die
Proliferation (griine Pfeile, At =10h), die Ausbildung neuronaler Fortsitze (rote Pfeile, At = 20 — 40h) und die
hohe Mobilitit (roter, gestrichelter Pfeile, At =50 h) deutlich zu erkennen. Online-Link zum Film mittels
QR-Code®.

%Link zum Video: https://youtu.be/vXHLjUhMv_k

Fir die Auswertung dieser hochdynamischen Zellkulturen wurde eine Software entwickelt, mit deren
Hilfe die Position der Zellkorper vollautomatisch detektiert werden kann. Die Software basiert auf dem
Prinzip des Deep convolutional neural network - DCNN, zu Deutsch in etwa ,tief faltendes neuronales
Netzwerk®, und ist ein Konzept im Bereich des maschinellen Lernens. Im Folgenden soll ein kurzer
Uberblick iiber die Software geschaffen werden, fiir eine detaillierte Beschreibung kann die Arbeit
Detecting and Tracking the Migration of Adherent Cells Influenced by Surface Acoustic Waves with
Deep Convolutional Neural Networks von Michelle Lienhart herangezogen werden [187].

Das auf die Detektion von Zellkdrpern trainierte Netzwerk bestimmt in einer Mikroskopieaufnahme
die Wahrscheinlichkeit, dass sich auf einer bestimmten Pixelkoordinate ein Zellkérper befindet. Diese
Wahrscheinlichkeit wird in einer sogenannten Heatmap mit Werten zwischen 0 und 1 ausgegeben,
wobei 0 einer minimalen und 1 einer maximalen Konfidenz entspricht, dass an der betrachteten
Pixelkoordinate ein Zellkérper vorliegt. Die Architektur des Netzwerkes besteht aus 15 Faltungs-
schichten und zwei Pooling Layer. Das Training und die Validierung erfolgte iiber einen manuell
angefertigten Datensatz annotierter Zellkdrper. Die Koordinaten der Zellkérper werden anschliefend
iiber einen Grenzwertfilter (Konfidenz >0.235) und die Bestimmung der lokalen Maxima ermittelt
und in einer .json-Datei ausgegeben. In der Nachbearbeitung der Zellkoordinaten kénnen iiber einen
langeren Zeitabschnitt einzelne Zellen verfolgt und deren Migrationstrajektorien bestimmt werden.
Die Trajektorien geben Auskunft iiber die Migrationsrichtung und -geschwindigkeit einzelner Zellen.
Der DCNN-Ansatz liefert eine hohe Leistungsfahigkeit mit einem Recall® gréBer 98 % und einer
Priizision® grofer 96 % auf dem Validierungs-Satz sowie Recall und Prizision groBer 84 % auf den
Test-Aufnahmen. Diese Werte demonstrieren somit die hohe und zuverléssige Trefferquote des neuro-
nalen Netzwerkes.

Die Trajektorien der B35-Zellen wurden anschliefend in Abhéngigkeit des angelegten Kraftfeldes durch
die Software ausgewertet und untersucht. In Abb. 4.21. a) sind die detektierten Schwerpunkte der
Zellkorper der in Abb. 4.20. gezeigten Zellkultur als gelbe Punkte dargestellt. Da zueinander in Kontakt

8 Recall (Sensitivitit) ist das Verhéltnis tﬁ_’ﬁ mit ¢, Anzahl der wahr Positive und fn Anzahl der falsch Negative
9 Prizision ist das Verhaltnis —2— mit tp Anzahl der wahr Positive bzw. f, Anzahl der falsch Positive

tP+fP
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stehende Zellen sich im Migrationsverhalten gegenseitig beeinflussen, kann durch die Festlegung eines
Mindestabstandes zu benachbarten Zellen eine Betrachtung isolierter ungestorter Zellen durchge-
fithrt werden. Zellen, die diese Bedingung erfiillen (hier: Mindestabstand von r = 25px ~ 18um),
werden zur besseren Identifikation mit farbigen Punkten markiert und tiber einen langeren Zeit-
raum nachverfolgt. Die fiir den gewéhlten Abstand ermittelten Trajektorien einzelner Zellen werden
abschlieffend in einer .txt-Datei ausgeben und in der ersten Mikroskopieaufnahme als rote Linien
dargestellt. Unter Beriicksichtigung einer zuriickgelegten Migrationsstrecke von mindestens ~ 2 um
wird die relative Haufigkeit der Migrationsrichtung in einem Winkeldiagramm, wie in Abb. 4.21. b)
dargestellt, ausgegeben.

Relative Haufigkeit P (%)

270°

Il Migrationsrichtung

Abbildung 4.21:

Ermittlung der Trajektorien der in Abb. 4.20. gezeigten B35-Zellkultur in einem eindimensionalen gepulsten
SSAW-Stehwellenfeld (Piy = 18dBm, f =1Hz, PWM =20 %) durch die Verwendung eines DCNN. a) Die durch
die Software automatisch detektierten Positionen der Zellkérper (Somata) werden durch gelbe Punkte dargestellt.
Zur Vermeidung der gegenseitigen Beeinflussung in Kontakt stehender Zellen, werden nur alleinstehende Zellen, die
einen Mindestabstand (hier 25 px=z 18 um) zur einer benachbarten Zellen aufweisen, in Betracht gezogen. Die
Positionen der einzelnen Zellen werden anschlieBend liber einen lingeren Zeitraum ermittelt und als Trajektorie
(rote Linien) ausgegeben. b) Uber die Trajektorien kann die relative Hiufigkeit der Migrationsrichtung berechnet
werden. Online-Link zum Film mittels QR-Code’.

%Link zum Video: https://youtu.be/mmUZUZ01tSQ

Die Auswertungen der Trajektorien unter dem Einfluss verschiedener Kraftfelder (konstant, gepulst
(f =1Hz, PWM =10 %-30%), fortlaufend, Py € [9dBm;18dBm)]) ergab bisher keinen Hinweis
auf eine eindeutige Manipulierbarkeit der B35-Zellen durch akustische Oberfléichenwellen. Die Zellen
migrierten, wie in Abb. 4.21. b) dargestellt, stets ohne eine préferierte Vorzugsrichtung. Ausgewihlte
Daten der durchgefiihrten Experimente befinden sich im Anhang Kap. C.

Da die Zellmanipulation durch akustische Oberflaichenwellen mittels mechanischer Krafte vermittelt
wird, kann die Effektivitdt der Beeinflussung von der Zelllinie abhéngig sein. Die Mechanosensitivitét
von Zellen ist unter anderem abhéngig von der Auspridgung mechanosensitiver Tonenkanéle und
kann zwischen den Zelltypen verschieden sein [189]. Daher koénnte in zukiinftigen Studien durch
die Verwendung mechanosensitiver Zelltypen wie beispielsweise Osteoblasten, Muskelzellen oder
sensorischen Neuronen eine Manipulierbarkeit von Zellen durch SAW dargelegt werden. Des Weiteren
bietet das hier vorgestellte DCNN eine verléssliche Moglichkeit zur vollautomatischen und effizienten
Detektion von Zellen in einer Zellkultur. Durch das Training mittels weiterer annotierter Datensétze
kann ein breites Anwendungsspektrum auf unterschiedliche Zelltypen gewéahrleistet werden.
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4.4.6. Gerichtetes Wachstum neuronaler Fortsatze

In den vorangegangen Experimenten konnte durch die Modellzelle der B35-Zelllinie erfolgreich die
Biokompatibilitdt des experimentellen Aufbaus und die Einfliisse einer akustischen Oberflichenwelle
auf eine Zellkultur charakterisiert und beleuchtet werden. Die B35-Zellen stellten bis dahin ein ideales
Modellsystem dar, um die Effekte des durch SSAW-generierten Kraftfeldes auf Zellen eingehend zu
untersuchen. Fiir die Bildung eines wohldefinierten neuronalen Netzwerkes ist jedoch letztendlich die
Nutzung primérer Neuronen erforderlich. Nur durch die Verwendung einer priméren Kultur kénnen
dynamische Prozesse der Neurogenese, wie die Mechanismen der Fortsatzbildung und Polarisierung,
die Bildung synaptischer Kontakte oder die Physiologie der Nervenzelle wie die intrazellulaire Kommu-
nikation besser verstanden werden. Hierfiir wurde eine internationale Kooperation mit der University
of California, Santa Barbara - UCSB finanziert durch Fordermittel des Bavaria California Technology
Center - BaCaTeC gegriindet.

In Zusammenarbeit mit Sarah Grundeen von der UCSB konnten durch die Verwendung akusti-
scher Oberflichenwellen primére Neuronen kontrolliert positioniert und anschliefend manipuliert
werden. Nach der kontrollierten Adhésion der Zellkorper im Stehwellenfeld soll durch konstante
Kraftausiibung, induziert durch das SSAW-Kraftfeld, die Wachstumsrichtung der neuronalen Fort-
sidtze manipuliert werden. Da primére Neuronen in Suspension einen geringeren Durchmesser als
B35-Zellen aufweisen (Dneuron =9 £ 1pm), wird ein mit PLL beschichteter SSAW-Chip mit einer
Wellenlédnge von Agaw =25 um verwendet. Die Mikrokanalhche betragt des Weiteren A = 15um.
Nach der Vorbereitung des experimentellen Aufbaus und Befiillung des mikrofluidischen Systems
mit Nihrmedium (Neurobasal Medium (21103049) mit 2 % B-27™ Supplement ((17504044), beide
TF) wird die durch Dissektion gewonnene Zellsuspension in den mikrofluidischen Kanal eingebracht.
Eine Beschreibung der Dissektion befindet sich in Kap. D.5.. Durch die Aktivierung des HF-Signals
mit Py =18 dBm konnten die Neuronen im Kraftfeld gefangen und positioniert werden. Nach der
Reduktion der Kraftfeldstiarke auf Py = 15 dBm adhérierten die Neuronen auf der Substratoberflache
des SSAW-Chips. Bei konstanter HF-Leistung (Piy = 15dBm) des zweidimensionalen Kraftfeldes
wurde anschlielend das Zellwachstum im Mikrokanal durch das Erstellen von Phasenkontrastaufnah-
men alle fiinf Minuten dokumentiert. In Abb. 4.22. a) ist die neuronale Zellkultur nach elfstiindiger
Behandlung durch das SSAW-Feld abgebildet. In der Aufnahme ist deutlich die Zelladhésion auf der
Substratoberfliche und die anschlieende Neubildung neuronaler Fortsétze zu erkennen. Ausgewéhlte
Beispiele neuronaler Fortsidtze sind durch rote Pfeile gekennzeichnet. Dem ersten Eindruck nach zu
urteilen und bestétigt durch eine Analyse der Wachstumsrichtung der neuronalen Fortsétze, ist eine
eindeutige Priferenz der Neuriten-Orientierung entlang der Symmetrieachsen des SSAW-induzierten
zweidimensionalen Kraftfeldes erkennbar. Fir die Auswertung wurde die Auswuchsrichtung sdmtlicher
neuronaler Fortsidtze zum Zeitpunkt ¢ = 11h mit Hilfe von ImageJ bestimmt. Hierbei wurde der
Winkel durch Bestimmung der Positionen des Soma und der Fortsatzenden berechnet. In Abb. 4.22. b)
ist die relative Winkelverteilung der neuronalen Fortsétze aus der in Abb. 4.22. a) gezeigten Zellkultur
aufgetragen. Die Vorzugsrichtungen der Auswiichse korrelieren exakt mit den Propagationsrichtungen
der akustischen Oberflichenwelle. Sie wachsen entlang der Knotenlinien des Stehwellenfeldes und
folgen somit den Minima der Potentiallandschaft.

Die ersten hier gezeigten und in der oben genannten Publikation [69] veroffentlichten Ergebnisse
demonstrieren somit eindrucksvoll eine Beeinflussbarkeit der neuronalen Fortsédtze durch akustische
Oberflichenwellen.
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Abbildung 4.22:
Wachstum primarer Neuronen im Stehwellenfeld einer SSAW. a) Phasenkontrastaufnahme der Zellkultur nach einer

elfstiindigen Behandlung durch ein Kraftfeld mit Py = 15dBm und Asaw = 25 um. Deutlich erkennbar ist die
Zelladhésion auf der Substratoberfliche und die Neubildung neuronaler Fortsitze. Beispielhafte Fortsitze sind durch

rote Pfeile markiert. b) Winkelverteilung der neuronalen Fortsitze aus der Zellkultur gezeigt in a). Die préferierten

Wachstumsrichtungen folgen den Symmetrieachsen des Stehwellenfeldes. Online-Link zum Film mittels QR-Code®.
(Daten entnommen aus [69]).

®Link zum Video: https://youtu.be/bbvs5g0Kpzs

4.4.7. Schaffung physiologischer Randbedingungen

Fiir eine fortgeschrittenere und weitere strategische Anwendung akustischer Oberflichenwellen im
Bereich der biologischen Physik und der weichen Materie ist es notwendig, die Randbedingungen des
experimentellen Aufbaus auf die Anforderungen der zu manipulierenden Organismen zu optimieren.
Insbesondere die Steifigkeit des Substrates tibt einen groflen Einfluss auf zelluldre Funktionen aus.
Sie wirkt sich unter anderem auf das Adhésions- und Migrationsverhalten (Durotaxis) [190-192] oder
den Aufbau des Zytoskeletts beziiglich der Orientierung der Stressfasern [27] aus. Bei mesenchyma-
len Stammzellen (hMSCs) konnte bewiesen werden, dass die Substrat-Elastizitdt Einfluss auf die
Differenzierung in verschiedene Zelllinien (neuronal und muskuloskelettal) nehmen kann [193]. Ein
ausfiithrlicher Uberblick iiber die als Mechanotransduktion bekannte Sensibilitdt von Zellen gegeniiber
externen physikalischen Kréften kann in der Literatur Mechanotransduction: use the force(s) von
Paluch et al. gewonnen werden [27].

Mit dem Ziel, ein komplexes neuronales Netzwerk auf einem akustischen Chip zu generieren, ist es
notwendig, eine in vivo-dhnliche Umgebung zu schaffen. Neben der zuvor gezeigten 3D-Strukturierung
von Zellen in einem Netzwerk aus Kollagen ist die Anpassung der effektiven Steifigkeit Eeg der
Substratoberflache durch eine diinne Gel-Schicht auf die Anforderungen neuronaler Zellen eine weitere
potentielle Moglichkeit. Die diinne Gel-Schicht besteht hierbei aus dem elastischem Polymer Poly-
acrylamid (PA) und ist kovalent mit der SiO5-Schicht der Substratoberfliche verbunden. Die Steifigkeit
(E-Modul) von PA-Gelen kann {iber mehrere GroBenordnungen von extrem weich O(10~! kPa) bis
sehr steif O(10% kPa) [194] iiber den Grad der Polymer-Quervernetzungen eingestellt werden.

In diesem Abschnitt soll nun die Moglichkeit der Schaffung eines Hybrid-Systems, bestehend aus einem
SSAW-Chip und einer PA-Schicht, untersucht und die Frage beantwortet werden, ob Zellen auf der
modifizierten SSAW-Chip-Oberflache kultiviert werden kénnen. Als physiologische Randbedingung
fiir neuronale Zellen wird der E-Modul des Hirngewebes mit £ = O(10° kPa) [195] angenommen. Fiir
die Realisierung dieser Randbedingung werden in den Experimenten daher PA-Gele verwendet, deren
Volumensteifigkeit Fyo1 = 1kPa bzw. Eyo 2 = 5kPa betrédgt. Hierbei ist darauf zu achten, dass
die PA-Schicht aufgrund der Gewéhrleistung der SAW-Aktorik eine moglichst diinne Schichtdicke h
aufweisen soll. Da bei diinnen Schichten die effektive Steifigkeit F.g eine Kombination sowohl aus
der Steifigkeit des Tragermaterials als auch der Steifigkeit der aufgebrachten Schicht ist, wird im
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Folgenden das effektive E-Modul in Abhéngigkeit der Schichtdicke ermittelt. Die Anfertigung des
PA-Gels auf der SSAW-Chip Oberfliche bei unterschiedlichen Schichtdicken ist detailliert in Kap. D.9.
beschrieben.
Die Bestimmung von E.g in Abhéngigkeit der Schichtdicke h erfolgt tiber die Messung der Kraft-
Eindringkurve mittels AFM. Basierend auf dem Sneddon-Modell, kann iiber die Parameter der
verwendeten AFM-Spitze (Winkel der Spitze «, Federkonstante k), die Poisson-Zahl des Gels v und
die gemessene Eindringtiefe J bei bekannter Kraft F' der E-Modul nach GI. 4.9 berechnet werden
[196]:

r_ E 2tana

1-1v2 7

52 (4.9)

Fiir eine detaillierte Beschreibung der Grundlagen sei an dieser Stelle auf die Herstellerbeschreibung
verwiesen: JPK Instruments, Application Note: Determining the elastic modulus of biological samples
using atomic force microscopy'®.

Der verwendete Cantilever tragt die Bezeichnung CSC37/Al BS und besitzt ndherungsweise eine
konische Spitze mit einem Winkel von o« = 20° und einer Federkonstante von k£ = 0.59 N/m. Die
Volumensteifigkeit des verwendeten Gels betrigt Fvo =5 kPa. Fiir die Poisson-Zahl wurde ein Wert
von v = 0.5 angenommen. Fiir jede Schichtdicke wurden 30 Kraft-Findringkurven aufgenommen
und mit der JPK-Software analysiert. Eine beispielhafte Kraft-Eindringkurve eines PA-Gels mit einer
Schichtdicke von 28 um und deren Annéherung durch den Sneddon-Fit ist in Abb. 4.23. abgebildet.

I ! I ! I ! I
50 - — PA-Gel Kraft-Eindringkurve .
- Sneddon - Fit

1, ] PR
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Abbildung 4.23:

Typische Kraft-Eindringkurve einer AFM-Messung in ein PA-Gel mit einer Schichtdicke von ca. 28 um und einer
'olumensteifigkeit von Evo =5 kPa. (Daten entnommen aus [138]).

Die Schichtdicke der PA-Gele wurde per Mikroskop durch die Sedimentierung von 4.5 ym-Beads auf
der Geloberfliche bestimmt. Der dufliere Rand des SSAW-Chip ist stets vom Gel befreit und dient als
Referenzebene. Hierbei wird die mittlere Héhe der Fokusebene iiber Triangulation mehrerer Beads
bestimmt und die Differenz zwischen beiden Ebenen (Gel und Substrat) gebildet.

In Abb. 4.24. a) ist der gemessene E-Modul in Abhéngigkeit der Schichtdicke aufgetragen. Bei
sehr dicken Schichten (h = 100pm) betrdgt die effektive Steifigkeit Feg die des Volumens. Das
Tragermaterial liefert keinen Beitrag. Nimmt die Schichtdicke ab, so ist erst ab einem Wert von
h = 20pm ein signifikanter Beitrag von E.g = 10kPa ersichtlich. Mit der weiteren Abnahme von h
nimmt F.g exponentiell zu.

Durch die Verwendung des Vernetzers Sulfo-SANPAH (8033332, SA) und Kollagen I kann die
Zelladhédsion auf dem PA-Gel gefordert werden. Die Phenylazid-Gruppe des Sulfo-SANPAH geht
unter Photoaktivierung bei 365 nm eine kovalente Verbindung mit dem PA-Gel ein und hinterlésst ein

10Siehe hierzu: https://www. jpk.com/app-technotes—img/AFM/pdf/jpk-app-elastic-modulus.14-1.pdf
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Succinimidylester fiir die Reaktion mit den Aminogruppen von Kollagen oder anderen Proteinen [195].
Eine Phasenkontrastaufnahme einer sieben Tage alten B35-Kultur auf der Geloberflache in Abb. 4.2/.
b) demonstriert die Anwendbarkeit der PA-Gele fiir die neuronale Zellkultur. Die Zellkerne wurden
hierbei mit dem DNA-Farbstoff NucBlue eingefarbt. Dies eréffnet nun in weiteren Experimenten die
Moglichkeit, ideale Kultivierungsbedingungen fiir neuronale Zellen zu schaffen.
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Abbildung 4.24:

a) Effektives E-Modul Ex eines PA-Gels mit einer Volumensteifigkeit von Eve =5 kPa bei unterschiedlichen
Schichtdicken. b) Lebende B35-Zellkultur auf einem mit PA-Gel beschichtetem SSAW-Chip (Dicke h =25 um,
Evoi =1kPa, Eef=5kPa) nach sieben Tagen in Kultur. (Daten entnommen aus [138]).

4.4.8. 3D-Strukturierung im Stehwellenfeld

Dreidimensionale (3D) Zellkultursysteme stofien in der Forschung im Bereich der Medikamentenent-
wicklung oder der Gewebeentwicklung (engl. Tissue Engineering) auf immer groferes Interesse. Sie
liefern physiologische Informationen von grofier Relevanz und erméglichen aussagekréiftigere Prognosen
flir in vivo-Tests. Durch die Imitation der in vivo-Bedingungen wachsen Zellkulturen in natiirliche-
ren Strukturen und weisen ein aus in vivo stammenden Zellen dhnliches Verhalten beziiglich der
Genexpression, Proliferation und Migration auf [197-200]. Die in vivo-Adaption der Zellmorphologie
und -funktion ist insbesondere fiir die Bildung hochkomplexer neuronaler Netzwerke auf einem Chip
essentiell, da durch 3D neuronale Zellkulturen ein in vivo-dhnliches Gehirngewebe generiert werden
kann [201].

Bei einer 3D Zellkultur werden Zellen entweder auf einem azelluldren, bereits bestehendem Geriist
bzw. Matrix ausgesét oder in einer fliissigen Matrix verteilt, welche sich anschlieBend durch Erstarrung
oder Polymerisation verfestigt. Aufgrund der Nutzung eines mikrofluidischen Systems ist die Verwen-
dung einer erstarrenden bzw. auspolymerisierenden Matrix wie beispielsweise Kollagen I notwendig.
Kollagen Typ I-Molekiile sind eine homogene Ansammlung von diinnen, stabdhnlichen Molekiilen,
welche bei physiologischen Bedingungen (pH: 6.5-8.5, T = 20 — 37°C) polymerisieren und sich
zu heterogenen, quervernetzten Strukturen anlagern. Die Eigenschaften der sich hierbei bildenden
Kollagen-Fasern ist abhéngig von den Polymerisationsbedingungen wie Temperatur, pH-Wert oder
Polymerisationsrate [202]

Fiir die Bildung einer strukturierten 3D-Zellkultur soll nun die Polymerisation von Kollagen I einer
HeLa-Zellsuspension in einem akustischen Stehwellenfeld untersucht werden. Fiir die Arbeitslosung
wird die Stammlosung des Kollagen I (354249, Collagen I, High Concentration, Rat Tail, 100 mg -
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Corning Incorporated, NY, USA) mit der Zellsuspension (600000 Zellen/ml, V' =45 % des Gesamtvo-
lumens) vermischt und mit Natriumhydroxid (1 M NaOH) neutralisiert. Durch Zugabe von DPBS
(Dulbecco’s phosphate-buffered saline, DPBS (1x)), ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) wird eine finale Kollagen-Konzentration von 1.85 mg/ml erreicht. Fiir die Visualisierung der
Kollagenfasern wird 0.5% (w/w) des Kollagens mit Fluorescein-Isothiocyanate (FITC)-konjugiertem
Typ I-Kollagen (AS-85111, AnaSpec, Seraing, Belgien) ersetzt. Als Referenzobjekt beziiglich der akus-
tischen Kraft werden der Losung neben den verwendeten HeLa-Zellen zusétzlich 15 um Beads (100 pl,
120 000 Beads/ml) beigefiigt!!. Alle mit der Kollagen-Mischung in Kontakt stehenden Komponenten
werden im Vorfeld gekiihlt, um eine frithzeitige Polymerisation zu verhindern.

Als Setup wurde der oben beschriebene Aufbau (50 um SSAW-Chip) mit angeschlossenem Phasenschie-
ber verwendet. Um eine schnelle Polymerisation des Kollagen I zu verhindern, wurde der komplette
experimentelle Aufbau ebenfalls mit Eis gekiihlt. Nach der Befiillung der Mikrokanalstruktur mit
DPBS wurde die Fliissigkeit im Reservoir durch die Arbeitslésung ersetzt und durch die Spritzenpumpe
in den Mikrokanal gezogen (@ = —0.5pl/s), bis kein deutlicher Kontrastunterschied zwischen DPBS
und Arbeitslosung mehr sichtbar war. Nach der Verringerung des Volumenstroms auf @ = —0.1pl/s
wurde das zweidimensionale Stehwellenfeld bei einer Leistung von Py =21dBm aktiviert. Wie in
den Aufnahmen und in den Trajektorien der Abb. 4.25. a) erkennbar, kénnen die PS-Beads durch
das Stehwellenfeld anfdnglich problemlos positioniert und verschoben werden, wéihrend die Zellen
jedoch nahezu ungehindert durch das Kraftfeld stromen. Selbst durch die Erhohung der angelegten
Leistung auf Py =24 dBm konnte bei der bestehenden Strémung kein sichtbarer Effekt der akustischen
Oberflaichenwelle auf die Zellkérper erreicht werden. Durch eine deutliche Reduktion des Volumen-
stroms aufgrund der Deaktivierung der Spritzenpumpe (Q = 0ul/s) konnten schliellich auch die
Zellkorper positioniert werden, bevor die polymerisierenden Kollagenfasern eine weitere Manipulation
verhindern. Dies ist durch die identische Bewegung der Zellkorper gegeniiber den Beads anhand der
Trajektorien in der zweiten Bildreihe ersichtlich. Die Ursache der stark verminderten akustischen Kraft
auf die Zellkérper im Vergleich zu den PS-Beads ist vermutlich der geringere akustische Kontrast der
Zellkorper in der mit Kollagen I angereicherten Fliissigkeit. Durch das Kollagen I wird die Dichte
der Fliissigkeit erhoht und nahert sich dem Wert der Zellkérper an. Die vollstdndige und ziigige
Polymerisation des Kollagen I innerhalb von Minuten ist des Weiteren bedingt durch die von der
SAW hervorgerufene Temperaturerh6hung der Flissigkeit. Fiir die Visualisierung der Kollagenfasern
wurde eine Fluoreszenzaufnahme im FITC-Kanal nach der vollstdndigen Polymerisation erstellt. Die
Kollagenfasern und die positionierten HeLa-Zellen und Beads (PH-Aufnahme) sind in Abb. 4.25. b)
abgebildet. Wahrend in der Phasenkontrastaufnahme die Kollagenfasern nur schemenhaft erkennbar
sind, sind diese in der Fluoreszenzaufnahme deutlich hervorgehoben. Die Struktur der Polymersiation
folgt sichtlich dem Stromungsprofil des mikrofluidischen Systems. Die Fasern weisen stets eine Orien-
tierung in Richtung 1 auf.

Nach der Bildung der Kollagenfasern konnte die 3D-Zellkultur durch Austausch des Mikrokanals
mit einer PDMS-Kammer in ein Bulk-Medium iiberfithrt werden. Wie in den Phasenkontrast- und
Fluoreszenzaufnahmen in Abb. 4.25. ¢) dargestellt ist, bleibt die Struktur der Zellkultur auf dem
SSAW-Chip durch vorsichtiges Entfernen des PDMS-Mikrokanals erhalten. So kann auch nach der
Gelierung der Kollagenlosung die Néhrstoffversorgung der Zellkultur sichergestellt werden.

Die in diesem Vorgang erreichte hochgradige Kollagenstrukturierung kann fiir die Untersuchung der
Wechselwirkung von Zellen mit gerichteter extrazelluldrer Matrix verwendet werden. So ist beispiels-
weise die Untersuchung der Rolle der Faserorientierung bei der Migration von metastasierenden Zellen
aus einem kiinstlichen Tumor Gegenstand aktueller Forschung durch die Kooperationspartner Geiger
et al. [203].

1 Angesetzte Arbeitslosung:
239.9ul Kollagen I (8.7 mg/ml); 8 ul FITC-Kollagen I (1 mg/ml);
5.4ul 1M NaOH; 254.8 ul DPBS; 110ul Bead-Losung 488.9 ul Zellsuspension
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Abbildung 4.25:

Bildung und Strukturierung einer 3D-Zellkultur mittels Kollagen I. a) In einer HelLa-Zellen / 15 um-Bead /
Kollagen I-Suspension ist die Effektivitit der Zellaktorik durch den geringen akustischen Kontrast der Zellen
gegenliber der Kollagenlésung stark vermindert. Durch Reduktion des Volumenstroms kénnen schlieBlich auch
Zellen manipuliert werden. b) Positionierte Hel a-Zellen und Beads (PH) sowie vollstindig polymerisiertes
Kollagen | (FITC) in der Hauptkammer des mikrofluidischen Systems. c) Durch Entfernen des Mikrokanals kann
die Nihrstoffversorgung nach der Gelation sichergestellt werden. Online-Link zum Film mittels QR-Code’.

%Link zum Video: https://youtu.be/DYGC4AbQTKY

4.4.9. Positionierung aktiv beweglicher Einzeller

In zahlreichen biologischen und medizinischen Arbeiten mit Zellkulturen ist eine exakte Bewertung
einzelner Zellen erforderlich. Fiihren diese Einzeller (Protozoen) eine aktive Schwimmbewegung aus,
stellt die addquate Bewertung ein schwieriges bis gar unmogliches Unterfangen dar. Flagellaten
(Geifleltierchen) wie Bakterien und Spermien oder Ciliaten (Wimpertierchen) wie das Pantoffeltierchen
(Paramecium) konnen in elektrolytreichen Losungen sehr hohe Bewegungsgeschwindigkeiten erreichen
(einige pm/s bis zu einigen mm/s). Die hierbei permanent stattfindende, teilweise stochastische Positi-
onsverdnderung erschwert eine sichere Bewertung der Aktivitat sich bewegender Mikroobjekte. Fiir
die gesicherte Einzelobjektcharakterisierung stehen nach aktuellem Stand der Technik unterschiedliche
Methoden zur Verfiigung, unter anderem die

o Immobilisierung (Retardierung) bzw. komplette temporire oder vollstindige Bewegungshemmung
durch Applikation biochemisch wirksamer Substanzen,

o Charakterisierung mittels komplexer Videosysteme mit automatischer Objektidentifikation,

o kontaktfreie Positionierung durch wechselnde oder wandernde hochfrequente elektrischer Felder
in mikrofluidischen Systemen [204, 205].

Die Immobilisierung, beispielsweise von Paramecien, durch Zugabe von Ethanol (5% v/v) fithrt zum
vollstdndigen Verlust der Cilien [206] und stellt daher einen massiven Eingriff in die Physiologie der
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4.4. Aktorik und Beeinflussung von Zellen durch akustische Oberflachenwellen

Zelle dar. Aufwendige Prozessschritte mit hohen Anspriichen oder kostenintensiven Gerédten und
Materialien behindern des Weiteren die Etablierung einer weit verbreiteten und effektiven Methode
zur Zellauswertung.

Eine beriihrungslose Positionierung wiirde es erlauben, Einzeller frei schwebend in einer physiologi-
schen Losung zu charakterisieren, um beispielsweise die aktive Bewegung der motilen Organellen, wie
Geiseln, Flagellen und Cilien, oder die Morphologie der Zelle storungsfrei zu untersuchen.

Die stochastische, permanente Positionsverdnderung eines frei beweglichen Parameciums in einem
mikrofluidischen Kanal ist in Abb. 4.26. abgebildet. Durch die Erfassung der Trajektorien mittels
eines in ImageJ erstellten Skripts kann die Mobilitdt und Vorzugsrichtung des Einzellers erfasst
werden. Die Schwimmbewegung des Parameciums iiber den erfassten Zeitraum ist in Abb. 4.26.
a) abgebildet. Die hierbei vorliegende Schwimmgeschwindigkeit vt ist in Abb. 4.26. b) als relative
Haufigkeit H aufgetragen. Sofern keine Richtungsédnderung vorliegt, bewegt sich der Einzeller mit
einer relativ konstanten Geschwindigkeit von ca. v~ 1mm/s fort. Die permanenten Anderungen der
Schwimmrichtung &duflern sich in der Erhohung der relativen Haufigkeit H bei v =0-0.25 mm/s. Die
Auswertung demonstriert somit eindrucksvoll die stochastische und hochdynamische Fortbewegung
des Parameciums. Die Daten und die Auswertung der Trajektorien des Parameciums im Mikrokanal
wurden von Lukas Schnitzler erstellt und durchgefiihrt.
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Abbildung 4.26:

Einzelnes Paramecium in einem mikrofluidischen Kanal. a) Erfasste Trajektorien des Parameciums und (b)) dessen
Schwimmgeschwindigkeit vT. (Rohdaten erstellt von Lukas Schnitzler.)

Zur Realisierung der Immobilisation von Einzellern als Voraussetzung fiir die hochauflésende mikro-
skopische Beobachtung sollen nun zwei Methoden fiir eine berithrungslose Positionierung vorgestellt
werden.

Immobilisierung durch SSAW

Die beriihrungsfreie Positionierung agiler Protozoen soll nun mittels eines akustischen Stehwellenfel-
des erreicht werden. Stellvertretend fiir die Ciliaten wird die Manipulierbarkeit und Positionierung
von Paramecien (Paramecium caudatum) in einem eindimensionalen SAW-Stehwellenfeld untersucht.
Das in Hauptausbreitungsrichtung (X-Richtung) des LiNbO3-Kristalls orientierte IDT-Paar erzeugt
eine SAW mit einer Wellenléinge von Agaw =100um bei einer Schallpfadbreite von W = 1mm.
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4. Generierung kiinstlicher neuronaler Netze — Aktorik mittels akustischer Oberflachenwellen

Die Resonanzfrequenz der IDT-Strukturen betrigt fres =34.7 MHz und die IDT-Strukturen weisen
einen Abstand von [ = 1.5mm auf. Mit einer durchschnittlichen Breite b der Paramecien von
Dparamecium ~ 30um ist durch die Wahl der Wellenldnge die EZPK-Bedingung mit ﬁiiﬁ ~ 3.3
erfiillt. Die HF-Signalerzeugung und -aufspaltung erfolgt tiber den Frequenzgenerator SML 01 mit
einem angeschlossenem Verstédrker (Verstarkungsfaktor G = 30dB, AMP590033H-T) und einem
Leistungsteiler ZFSC-2-4+. Zur Unterdriickung der durch die Leaky-SAW-induzierten Strémung durch
vertikale Reflexion der Schallwelle an einer Grenzfliche und um die Hohe des fiir die Paramecien
zugénglichen Volumens auf eine Kanalhthe von ca. b = 50 um einzuschrénken, wird auf den SSAW-
Chip ein Glaspléattchen aufgelegt. Hierzu werden jeweils parallel zum Schallpfad des IDT-Paars zwei
Scotch-Tape-Streifen auf den SSAW-Chip aufgeklebt und auf den Klebestreifen das Glasplattchen
(Abmafe: 10 mm x 10mm) positioniert.

Die Paramecien wachsen in einem Ciliatenkulturmedium (Lebendkulturen Helbig, Prien, Deutschland)
und werden direkt durch eine Pipette der Losung entnommen. Die Paramecium-Suspension wird auf
den SSAW-Chip pipettiert und durch Kapillarkréfte in die aktive Fliche des SSAW-Chips gezogen.
Durch Aktivierung des Stehwellenfeldes bei Piy =24 dBm werden die Paramecien linear entlang der
Knotenlinien temporar ausgerichtet (siehe Abb. 4.27. a)). Nach einer kurzen Verweildauer an einer
Position bewegen sich die Einzeller aufgrund des eindimensionalen Stehwellenfeldes entlang der Kno-
tenlinien fort (rote Trajektorien) und folgen somit der Potentiallandschaft des Stehwellenfeldes. Die
hierbei vorliegende relative Haufigkeit der Geschwindigkeit ist in Abb. 4.27. b) aufgetragen. Deutlich
zu erkennen ist im Vergleich zum ungestorten Paramecium (Abb. 4.26.) eine starke Beeintrachtigung
der Beweglichkeit. Zumeist verweilt der Einzeller an einer Position, erreicht aber dennoch gelegentlich
eine Geschwindigkeit von bis zu v =0.6 mm/s. Da die Feldkrifte selbst bei hohen HF-Leistungen
nicht vollsténdig ausreichen, um die Nettobewegung der Einzeller zu kompensieren, ist eine langfristige
Positionierung mittels SAW daher nicht méglich. HF-Leistungen Py > 27 dBm fiihren aufgrund der
Temperaturerh6hung des Mediums zu einem raschen Absterben der Einzeller. Eine Reduktion der
Freiheitsgrade iiber einen kurzen Zeitraum kann somit durch die Verwendung von SSAW erreicht
werden, fiir eine vollstdndige Immobilisierung ist diese Methode jedoch nicht ausreichend.
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Abbildung 4.27:

Positionierung agiler Einzeller durch ein Stehwellenfeld. a) Paramecium caudatum in einem 1D-SSAW-Kraftfeld mit
Py =24dBm und Asaw =100 um. Durch das Stehwellenfeld erfolgt eine deutliche Positionierung der Einzeller
entlang der Knotenlinien, welche sich weiterhin entlang der Knotenlinien fortbewegen kénnen. b) Relative
Haufigkeit der Fortbewegungsgeschwindigkeit.
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4.4. Aktorik und Beeinflussung von Zellen durch akustische Oberflachenwellen

Immobilisierung durch Strukturproteine

Durch die Verwendung auspolymerisierender Strukturproteine wie Kollagen I kann ebenfalls die
Bewegungsfreiheit der Paramecien stark reduziert werden. Analog zu der zuvor demonstrierten Positio-
nierung von Zellen in einem Mikrokanal kénnen durch die gezielte Polymerisation von Kollagen I agile
Einzeller schonend immobilisiert werden. Dies gelingt durch Aussaat der Paramecien in einer Kollagen I-
Losung und deren Polymerisation bei Raumtemperatur in einer Kultivierungskammer. Die hierbei
verwendete Arbeitslosung ist identisch zu Kap. 4.4.8.. In Abb. 4.28. a) ist eine Fluoreszenzaufnahme
(FITC) eines Parameciums in polymerisierten Kollagen I in einer Kammer eines 8 Well y-Slide (80826,
ibidi, Martinsried, Deutschland) abgebildet. Hierbei wurde die Viabilitdt des Parameciums durch Zu-
gabe von 1pg des Fluoreszenzfarbstoffs Calcein Green Acetoxymethyl (AM) (56496-20X50UG, SA) im
FITC-Kanal iiberpriift. Das zellpermeable, nicht-fluoreszierende Calcein-Derivat wird durch Hydrolyse
im Zytosol einer Zelle fluoreszent und dient somit als Indikator fiir einen aktiven Zellmetabolismus.
Das intensive Fluoreszenzsignal des Parameciums weist somit auf eine hohe Zellviabilitat hin. Die
Strukturen um das Paramecium stellen die polymerisierten Kollagenfasern dar. Die Bewegungsfreiheit
des Parameciums ist so stark reduziert, dass nur noch die Rotation um die eigene Achse moglich ist.
Diese Rotationsbewegung ist in den Einzelaufnahmen in Abb. 4.28. b) zu erkennen. Zur Verdeutlichung
der eingeschrinkten Bewegungsfreiheit ist die Rotation des ortsfesten Parameciums anhand eines
Fixpunktes auf der Zellmembran gekennzeichnet. Somit liegt die effektive Schwimmgeschwindigkeit
des Parameciums in Kollagen I bei v =0mm/s und stellt daher eine vollstandige Immobilisierung
des Einzellers dar.

Im Gegensatz zur weit verbreiteten Immobilisierung durch Zugabe von Ethanol kénnen durch diese
Methode — ohne Beeintrachtigung der Physiologie einer Zellkultur — agil bewegliche Einzeller iiber
einen langen Zeitraum an Ort und Stelle fixiert werden. Durch die Permeabilitat der Kollagenstruktur
gegeniiber Fliissigkeiten und durch die Manipulierbarkeit der Umgebungsbedingungen kann durch
Anderung diverser Kultivierungsbedingungen wie beispielsweise pH-Wert, Nihrstoff- und Wachstums-
faktorenkonzentration oder der Temperatur direkt Einfluss auf die Zellkultur genommen werden.
Hierbei stattfindende Anderungen des Zellmetabolismus, der Aktivitiat gewisser Enzyme oder des
Phasenzustandes der Zellmembran kénnen anschlieBend direkt an einer einzelnen Zelle observiert
werden. Durch die einfache Wiederherstellung der Ausgangsbedingungen kann anschlielend zudem
eine Reversibilitdt der Behandlung {iberpriift werden.

Die hier vorgestellten Methoden zur schonenden Positionierung von beweglichen Einzellern sollen
unter anderem in einer gemeinsamen Publikation mit Lukas Schnitzler verdffentlicht werden [207].
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a)

Kollagenfasern

Abbildung 4.28:

Positionierung agiler Einzeller durch eine Kollagenstruktur. a) Fluoreszenzaufnahme (FITC) eines vitalen
Parameciums in einer polymerisierten Kollagenfaserstruktur, bestehend aus Kollagen I. b) Bewegung des
Parameciums zu bestimmten Zeitpunkten. Die stark verminderte Bewegungsfreiheit fiihrt zur Rotation des
Einzellers um die eigene Achse. Die Rotationsbewegung ist durch einen roten Punkt markiert. Online-Link zum
Film mittels QR-Code’.

®Link zum Video: https://youtu.be/DX4Bq5p06jU

4.5. Ausblick

Die Zielsetzung dieser Studie war es, ein Werkzeug zu entwickeln, mit dessen Hilfe Zellen durch ein
dynamisches Kraftfeld manipuliert werden kénnen, wéhrend zeitgleich die idealen Kultivierungsbe-
dingungen fiir die Zellkultur sichergestellt bleiben. Durch den Einsatz akustischer Oberflichenwellen
in Kombination mit einem mikrofluidischen System konnten die gesteckten Ziele erfolgreich erreicht
werden. Nach eingehender Uberpriifung der zeitlichen und riumlichen Dynamik des Kraftfeldes, der
definierten separaten Positionierung von Objekten und der Bestimmung hierbei wirkender Kréfte
konnten anhand neuronaler Zellen die Biokompatibilitit und die Einfliisse einer SAW auf die Zellkultur
untersucht werden. Wahrend nach der Zelladhésion keine Einfliisse der akustischen Oberflichenwelle
auf Neuroblastom-B35-Zellen feststellbar war und eine zufillige Migrationsrichtung vorlag, konnte fiir
primére Neuronen ein deutlicher Effekt in der Ausbildung neuronaler Fortsitze festgestellt werden. Die
hier gezeigten ersten vielversprechenden Ergebnisse gefithrter Neuronen mittels akustischer Oberfla-
chenwellen bereiten den Weg zur Generierung komplexer neuronaler Strukturen auf einem Chip. Durch
die einfache Kombinierbarkeit mit 3D-Materialien kénnen nach der kontrollierten Ausrichtung der
Zellkorper physiologische Randbedingungen geschaffen werden, um ein moglichst unbeeintréachtigtes
Zellwachstum bei in vivo-dhnlichen Randbedingungen zu erhalten.

Ein konsekutiver Schritt in zukunftigen Studien ist die Untersuchung der intrazelluliren Antwort
auf die durch SAW hervorgerufenen mechanischen Stimuli. Wie werden die mechanischen Reize
in biochemische Signale in der Mechanotransduktion umgewandelt und welche Signalwege kénnen
durch eine akustische Oberflachenwelle adressiert und stimuliert werden? Aktuelle Publikationen
beleuchten dieses Forschungsgebiet und beschreiben, wie Zellen ihre Umgebung wahrnehmen und
welche Mechanismen in der Mechanotransduktion (z. B. Acto-Myosin-Kinetik, Verstiarkung der fokalen
Adhésionspunkte, mechanosensitive Ionenkanile) eine entscheidende Rolle spielen [27]. So wurde
zuletzt durch Patkunarajoh et al. ein bislang unbekanntes Protein FElkinl beschrieben, das einen Teil
eines neu identifizierten Pfades in der Mechanotransduktion darstellt, indem es mechanische Kréfte in
elektrische Strome umwandelt [208].

Neben der Identifizierung intrazelluldrer Mechanismen kénnen mit Hilfe der hier vorgestellten Techno-
logie der Manipulation mittels akustischer Oberflachenwellen weitere Fortschritte im Hinblick auf die
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4.5. Ausblick

Erforschung der Brain-on-a-Chip-Systeme und der Schaffung komplexer neuronaler Netzwerke erreicht
werden. Durch Kombination der SAW-Technologie mit dem eingehend beschriebenen Silizium-Chip
konnen nun Zellkorper exakt auf die fest vorgegebenen Positionen der Sensorik (z. B. Feldeffekttran-
sistoren) und der Stimulatoren (z. B. Kondensatoren) positioniert werden. Nach der Zelladhésion
konnte mittels asymmetrischer Kraftfelder die préferierte Auswuchsrichtung der neuronalen Fortsétze
definiert werden, um so die Verbindungen zwischen den Neuronen zu kontrollieren. Zur Unterstiitzung
des gerichteten Wachstums konnen biochemische Substanzen eingebracht werden. Durch die Bildung
eines Konzentrationsgradienten von Nervenwachstumsfaktoren (NGFs) findet innerhalb weniger Mi-
nuten (¢ =20min) eine Neuorientierung der Wachstumsrichtung neuronaler Fortsitze entlang des
Gradienten statt [209]. Da durch SSAW eine Agglomeration von Proteinen in einer Zellmembran
erreicht werden kann [51], ist es vorstellbar, ebenfalls NGFs, die typischerweise ein Molekiilmasse M
von ca. M =~ 27kDa'? aufweisen, in einem Stehwellenfeld zu agglomerieren.

Nach der erfolgreichen Bildung des neuronalen Netzes ist die Untersuchung der Interaktion einzelner
Zellen untereinander und im gesamten kollektiven Netzwerk von hochstem Interesse. Spannende
Fragestellungen, ob neuronale Netze trainiert werden kénnen, wie gegenlaufige Nervenimpulse auf eine
Kollision reagieren oder wie sich der Phasenzustand der Zellmembran wihrend einer Reizweiterleitung
verdndert, konnen untersucht werden. Die hierbei notwendige Erregung der Aktionspotentiale kann
durch das bereits bekannte System der Kondensatoren [141] oder durch einen kontrollierten SAW-
Impuls erfolgen. Diese erregbare Eigenschaft der akustischen Oberflichenwelle konnte bereits durch
Zhou et al. anhand der Ultraschallstimulation sensorischer Neuronen eines Fadenwurms Caenorhabditis
elegans demonstriert werden [210].

Die hier vorgestellte Technologie, welche erfolgreich in Physical Review E veroffentlicht wurde [69],
demonstriert eindrucksvoll die vielfdltige Anwendbarkeit der akustischen Oberflichenwelle im Bereich
der Zellmanipulation. Sie erdffnet nun die Moglichkeit, bestehende Limitierungen durch statische
Ansétze der Zellmanipulation zu umgehen und neue Wege in der kontrollierten Bildung neuronaler
Netzwerke sowohl in der Grundlagen- als auch in der Implantatforschung zu beschreiten!

12Nerve Growth Factor-3 - GF028 von Sigma Aldrich
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5. Gesteigertes Zellwachstum durch den
Einsatz akustischer Oberflachenwellen

In den vorangegangen Kapiteln konnte erfolgreich demonstriert werden, welche vielfaltigen Einsatz-
moglichkeiten akustische Oberflichenwellen fiir die Detektion und Manipulation lebender Organismen
bieten. Durch nicht-invasive Detektion adhérenter Zellen auf einer Substratoberfliche ist es moglich,
den Heilungsprozess in vitro zu vermessen und die Kultivierungsbedingungen zu tiberwachen. Doch
nicht nur die Observation des Zellwachstums kann durch akustische Oberflichenwellen erreicht werden,
sondern auch die kontrollierte Manipulation. Durch die Verwendung der akustischen Pinzette konnen
komplexe Strukturen auf einem Chip gebildet werden. Durch die Implementierung dieser Technologie
werden neue Moglichkeiten zur Bildung eines Brain-on-a-chip geschaffen. Doch weder die Detektion
noch die Manipulation von Zellen stellen einen derartigen Durchbruch dar wie die aktive Stimulation
von Zellen.

In diesem Kapitel wird die erfolgreiche und vielversprechende Anwendung akustischer Oberflichenwel-
len fiir die aktive Zellstimulation demonstriert. Unter Verwendung sogenannter Wound-Healing-Assays
wird die progressive Wundheilung eines durch SAW stimulierten konfluenten Zellrasens untersucht
und es werden zellspezifische Parameter analysiert. Die hierbei vorgestellten Ergebnisse sind zum Teil
bereits in folgenden Publikationen verdffentlicht:

e M.S. Brugger*, M.E.M. Stamp*, A. Wixforth & C. Westerhausen Acoustotazis - in vitro
stimulation in a wound healing assay employing surface acoustic waves, Biomaterials science
2016, 4, 1092-1099. * Authors contributed equally [211]!

e M.S. Brugger, K. Baumgartner, S.C.F. Mauritz, S.C. Gerlach, F. Réder, C. Schlosser, R. Fluhrer,
A. Wixforth & C. Westerhausen, Vibration enhanced cell growth induced by surface acoustic
waves, Proceedings of the National Academy of Sciences, 2020, 117, 202005203. [212]?

5.1. Motivation und Stand der Technik

Die rapide und gesicherte Genesung einer Lision nach einem Trauma oder in Folge eines invasiven
operativen Eingriff, ist ein essentieller Aspekt in der Medizin. Implantatmaterialien oder Behand-
lungsmethoden, die zur erhohten Wundheilung fithren, sind daher von héchstem Interesse. Berichte
iber intelligente Materialien reichen iiber die bedarfsgerechte Emission entziindungshemmender Na-
nopartikel wie Kupfer, Silber oder Zinkoxid [3] bis hin zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren bei
der Zelladhésion auf der Substratoberfldche [4]. Doch nicht nur passive Materialien finden immer héu-
figer Anwendung, sondern ebenfalls die aktive Stimulation beschéddigten Gewebes durch mechanische
und elektrische Kraftfelder. Bereits 1960 regten Knoch und Klug die Verwendung therapeutischen
Ultraschalls (US) fir die aktive Zellstimulation an [213, 214]. Durch das Auflegen eines Ultraschall-
kopfes soll der US das Gewebe perkutan durchdringen und durch mechanische Vibration, Kavitation
und zielgenauen Warmeeintrag Schmerzen lindern und gleichzeitig zelluldre Prozesse aktivieren und
beschleunigen. Seitdem wurde erfolgreich demonstriert, dass durch US bei Leistungsintensititen von
Iys = 30 mVV/cm2 bis Iys = 500 mW/ em? die Regenerations- und Heilungsrate von weichem und

Hnternet-Adresse zur Veréffentlichung: https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2016/bm/c6bm00125d
2Internet-Adresse zur Veroffentlichung: https://www.pnas.org/content/117/50/31603
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hartem Gewebe um bis zu 40 % gesteigert werden kann [11, 215, 216]. Doch nicht nur beschédigtes Ge-
webe lédsst sich durch mechanische Einfliisse mittels US therapieren, sondern auch entziindete Organe.
Durch US-Stimulation der Milz konnten bereits erfolgreich entziindliche Arthritiden behandelt werden
[217]. Seither liegt ein stark wachsendes Interesse vor, durch Ultraschalltherapie Organfunktionen
zu verstarken oder Krankheiten zu behandeln. Um dieses Gebiet voran zu bringen, ist es jedoch
notwendig, zu demonstrieren, dass die Therapie und der beschriebene Wirkungsmechanismus abhingig
von spezifischen Stimulationsparametern und der adressierten Aktivierung spezifischer Strukturen
oder Zellen sind. Die Studien miissen dabei konsistent und wiederholbar fiir Mensch- und Tierversuche
sein [217].

Neben den offensichtlichen Vorteilen der US-Behandlung, unterliegt diese Technologie allerdings auch
bedeutenden Nachteilen. Bei exzessiven US-Intensitidten mit Iyg = 1 W/ cm? liegt eine Unterdriickung
der Frakturheilung [218] vor und es kommt zu einem erhthten Wéarmeeintrag in das Gewebe von
bis zu T = 0.86 K/min bei Iys = 1 W /cm® und einer Frequenz von f = 1MHz [219]. Dies fiihrt
zu einer Limitierung der US-Anwendung auf eine gepulste Schalleinwirkung bei einer Intensitdt von
Ius = 30mW /cm® [220]. Neben den physikalischen Nachteilen sind die Notwendigkeit von medizini-
schem Personal wéhrend der Therapie und die damit einhergehenden hohen Kosten weitere Aspekte,
die eine breite Anwendung des US verhindern.

Mit dem Ziel diese limitierenden Faktoren zu umgehen und ein standardisiertes Modellsystem zu
realisieren, wurden die Zellstimulation und -interaktion mit akustischen Oberflichenwellen untersucht.
Im Gegensatz zur konventionellen US-Therapie wiirde eine SAW-gestiitzte Behandlung folgende
Fortschritte mit sich bringen: Durch die lokale in vivo-Anwendung und die Kombinationsmoéglichkeit
der SAW-Technologie mit bestehenden Materialien (z. B. Hiiftgelenkimplantaten) ist eine permanente
Stimulation ohne die Notwendigkeit drztlicher Unterstiitzung moéglich. Die stark etablierte Hochfre-
quenztechnologie ermoglicht zudem eine kosteneffiziente Behandlung.

Vor diesem Hintergrund wurden bereits in vorangegangen Arbeiten erste Erkenntnisse der Zellstimula-
tion mittels akustischer Oberflichenwellen gewonnen. Die hierbei festgestellten Erkenntnisse sollen
nun kurz dargestellt werden, kénnen allerdings in den Originalarbeiten im Detail nachgelesen werden
[60, 211, 221, 222].

Mit dem Kernanliegen der unterstiitzten Wundheilung, beispielsweise nach Implantation einer
Hiiftgelenk-Endoprothese, wurden die Einfliisse akustischer Oberflichenwellen auf Knochenzellen
(Osteoblasten) untersucht. Die hierbei verwendeten Modellzellen der Zelllinie SaOs-2 fiir ossidre Struk-
turen wurden auf einem SAW-Chip ausgesit und kultiviert. Nach der Bildung eines konfluenten
Zellrasens wurde eine kiinstliche Wunde geschaffen. Diese Wunde wurde durch SAW stimuliert und
mit einer unbehandelten, auf demselben Chip befindlichen internen Referenz verglichen. Hierbei
wurde deutlich, dass durch SAW die Migrationsgeschwindigkeit und somit die Wundheilung um bis zu
15.2% + 1.7% gegeniiber einer internen Referenz gesteigert werden konnte. Da auf die Zellkultur
nicht nur die mechanische Komponente der akustischen Oberflichenwelle wirkt, sondern ebenfalls
parasitire Seiteneffekte wie Temperatur, Scherspannungen oder erhéhte Néhrstoffversorgung einwir-
ken, wurden diese Einfliisse ebenfalls untersucht und quantifiziert. Hierbei konnten eine ballistische
Verschiebung und eine erhéhte Nahrstoffversorgung durch die Leaky-SAW-induzierte Stromung des
Néhrmediums ausgeschlossen werden. Die auf die Zellen einwirkenden Scherspannungen in Héhe von
7 < 0.01dyn/ cm? sind ebenfalls in dem untersuchten Leistungsspektrum vernachlissigbar gering. Die
bei der SAW-Erzeugung durch Verluste hervorgerufene Substraterwdrmung wurde quantifiziert und
ein linearer Zusammenhang der Erwdrmung zur eingekoppelten Leistung fiir den hier verwendeten
Chip festgestellt. Hierbei wurde unterschieden zwischen einer mit Fliissigkeit unbeladenen (GI. 5.1)
und beladenen (Gl. 5.2) SAW-Chip-Oberflache:

AT = 37mK/mWAPy (5.2)
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Fiir die in diesen Arbeiten angelegte maximale Leistung von Py =4 mW konnten temperaturinduzierte
Effekte mit einem maximalen Temperaturanstieg von AT = 0.34 K ausgeschlossen werden, da bereits
in vivo die afebrile Kérpertemperatur einer Schwankung von AT =~ =+ 1K unterliegt. Durch den
Ausschluss dieser parasitiren Seiteneffekte konnte der Stimulationsmechanismus auf die mechanische
oder elektrische Komponente der akustischen Oberflichenwelle eingegrenzt werden.

Da sich eine propagierende akustische Oberflichenwelle auf einem piezoelektrischen Kristall durch
eine Vibration des Substrates gekoppelt mit einem elektrischen Feld duflert, kann der Stimulationsme-
chanismus der Zellen elektrischer oder mechanischer Natur sein. Wahrend die Substratauslenkung
bei einer Rayleigh-Welle in z-Richtung bis zu einigen Nanometern betriagt, konnen Feldstiarken bis
zu einigen O(kV/cm) erreicht werden. Bereits in vorangegangenen Studien wurde bewiesen, dass
durch mechanische Vibration die Proliferation um bis zu 35 %-52 %, aber auch die Proteinsynthese
und die Produktion von Zytokinen (IL-15, IL-6, IL-8) gesteigert werden konnen [223]. Neben den
mechanisch induzierten Effekten konnten ebenfalls durch elektrische Felder ein erhohtes Wachstum bei
Knochenheilung (f = 10 — 90Hz) oder gesteigerte entziindungshemmende Reaktionen (f = 27 MHz)
festgestellt werden [224, 225].

An diese Erkenntnisse ankniipfend wurden fiir eine Unterscheidung der Stimulationsmechanismen die
lateralen E-Felder der akustischen Oberflichenwelle durch das Aufbringen einer leitfdhigen Schicht
kurzgeschlossen. In den durchgefithrten Messungen konnte keine bzw. nur eine geringfiigige Anderung
der Migrationsgeschwindigkeit festgestellt werden. Dies lasst qualitativ auf eine untergeordnete Rolle
des elektrischen Feldes schlieflen, konnte allerdings aufgrund des experimentellen Designs nicht quanti-
tativ erfasst werden.

Mit diesen Studien wurde bewiesen, dass durch akustische Oberflichenwellen eine Erhohung der Mi-
grationsgeschwindigkeit fiir Knochenkrebszellen fiir die verwendeten SAW-Parameter erreicht werden
kann. Die Wellenldnge der Rayleighwelle betrug jeweils Agaw =25 um bei einem Leistungsspektrum
von Py =[2mW; 4mW]. Da die Parameter der SAW durch Variation des Substrates, des IDT-Designs
oder der eingekoppelten HF-Leistung Piy vielféltig gedndert werden kénnen, und in den Studien nur
eine Zelllinie untersucht worden ist, ergeben sich folgende spannende Fragestellungen:

o Welche Schliisselparameter der SAW sind verantwortlich fiir die Erh6hung der Migrationsge-
schwindigkeit? Kann durch Variation von Agaw, Pin oder der Wellenmode eine effizientere
Stimulation erreicht werden?

e Ist die Stimulation mittels SAW neben der SaOs-2 Zelllinie ebenfalls auf weitere Zelllinien

anwendbar?
o Welche Beitrige liefert die mechanische bzw. elektrische Komponente der SAW zur Stimulation?
e Welche intrazellularen Mechanismen werden durch die akustische Oberflichenwelle beeinflusst?

Das vorliegende Kapitel beschéftigt sich mit der Beantwortung dieser Fragestellungen. Durch Variation
der SAW-Parameter sollen die Schliisselparameter der akustischen Oberflachenwelle identifiziert und
quantifiziert werden. Durch Verwendung der mesodermalen Zelllinie MDCK-II wird das Spektrum
durch eine Modellzelle der Epithelschichten erweitert. Zur Feststellung der intrazelluldren Mechanismen
wird die Konzentration der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) stellvertretend fir zelluldren Stress,
die Zellteilungsrate (Proliferation) und die Abhéngigkeit von Membranproteinen wéihrend einer
SAW-Stimulation vermessen.
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5.2. Methoden und Materialien

Einleitend wird der experimentelle Aufbau, die Versuchsdurchfiihrung und die Datenauswertung
stellvertretend fiir alle folgenden Experimente, sofern nicht anderweitig erwéhnt, beschrieben. Fiir eine
Standardisierung und exakte Vergleichbarkeit der untersuchten Messgrofien findet jedes Experiment
mit einer Zellkultur im Rahmen eines Wound-Healing-Assays statt, wie bereits in Kap. 3. beschrieben
wurde. Im ersten Abschnitt werden der experimentelle Aufbau und die durch die SAW einwirkenden
Einflussgroflen erldutert. Da die hier angewendeten Methoden bereits in vorangegangenen Kapiteln
zum Einsatz kamen, werden an dieser Stelle nur die Experiment-spezifischen Details erldutert.

5.2.1. Experimenteller Aufbau

Das Kerninteresse der Studie liegt in der Beobachtung des mittels Ultraschall stimulierten Zellwachs-
tums und der Zellmigration. Ein bedeutender Vorteil der SAW-basierten Zellstimulation gegeniiber
der konventionellen US-Behandlung ist die Mdéglichkeit der Schallerzeugung direkt am Ort des Zell-
wachstums. Der verwendete Aufbau ist in Abb. 5.1. a) dargestellt und entspricht, abgesehen von
der Peripherie und den Eigenschaften des SAW-Chips, dem in Kap. 3.2.2. dargestellten Experi-
ment. Abhéngig von der geforderten Wellenmode besteht das Substrat des SAW-Chips entweder aus
LiNbO3 128° rot Y-Cut (LB) fiir die Rayleigh-Mode (RW) oder aus LiTaO3 40° rot YX-Cut (LT) fiir
die Scherwellen (SW). Zur Schallerzeugung wurden zwei verschiedene SIDT-Strukturen verwendet. Die
Apertur des IDTs weist fiir den SAW-Chip 1 eine Periodizitdt von a; =25 um und eine Aperturbreite
von W1 =600um auf und fiir den SAW-Chip 2 betrégt as =50 um mit W5 =650 um. Dies entspricht
einer Wellenldnge der SAW Agaw von Ay =25um bzw. Ay =50um. Die anschlieBende Vorbereitung
des Experiments und Bildung des standardisierten Wound-Healing-Assays erfolgt analog zu den in
Kap. 3. beschriebenen Schritten. Im Gegensatz zu der MDCK-II Zelllinie miissen die nun verwendeten
Sa0s-2-Zellen fiir 48 h nach der Zellaussaat inkubiert werden, um einen konfluenten Zellrasen zu bilden.
Der nach dem Entfernen des CI produzierte zellfreie Spalt verlduft parallel, mittig, ca. d = 50 um
entfernt zur Apertur (siche Draufsicht in Abb. 5.1. b)) und kann in einen stimulierten Bereich (rot)
und in zwei interne Referenzen (griin und blau) eingeteilt werden.

Die préaparierten Versuchsaufbauten werden auf dem Forschungsmikroskop Zeiss Axiovert 200M in
einen Mikroskopinkubator gestellt und mit einer HF-Quelle verbunden. Abhéingig vom verwendeten
Mikroskopinkubator (HT 200 bzw. ibidi Heating System) kénnen entweder eine oder vier Platinen auf
dem Mikroskop positioniert werden. Zur Durchfiihrung mehrerer Experimente im Inkubationssystem
HT 200 wurde eine zur Abb. 5.1. a) modifizierte Leitungsplatine verwendet, in der zwei SAW-Chips
montiert werden kénnen (vgl. [60, S.49]). Das HF-Signal wird durch einen Signalgenerator (SMLO1,
Rhode & Schwarz GmbH & Co. KG, Miinchen, Deutschland) erzeugt und mittels eines Signalverstirkers
(AMP590033H-T, Becker Nachrichtentechnik GmbH, Asbach, Deutschland) verstiarkt. Die Aufteilung
der Gesamtausgangsleistung in eine dquivalente Eingangsleistung Py je SAW-Chip erfolgt je nach
Anzahl der zur Verfiigung stehenden Experimente durch einen Zweifach- (ZFSC-2-4+) oder Vierfach-
(ZB4PD-52-20W+) (beide mini-circuits, NY, USA) Leistungsteiler. Zum Schutz des Signalgenerators
wird ein 3 dB-Dampfer (VAT-34, mini-circuits, NY, USA) am Ausgang des Generators montiert.
Phasenkontrastaufnahmen des kompletten Zellrasens jedes SAW-Chips werden mit einem 10 x-Objektiv
alle fiinf Minuten bis zur kompletten Belegung der zellfreien Fliache automatisch erstellt. In der Regel
wird der komplette Spalt in zehn sich iiberlappenden Einzelpositionen erfasst. Die Ansteuerung der
Kamera (Orca 5G, Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee, Deutschland)
und der Mikroskopkomponenten erfolgt tiber die Software HCImage von Hamamatsu.
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int. Referenzen
Culture Insert ﬁ | [——stimulierter Bereich
PDMS-Kammer V\Apertur

SAW-Chip

Zuleitung

—_—
zum HF-Generator

Abbildung 5.1:

Darstellung des experimentellen Aufbaus und der Datenauswertung. a) Technische Zeichnung des experimentellen
Aufbaus. Auf dem Substrat des SAW-Chips befindet sich ein Standard-IDT. Durch die Verwendung eines Culture
Inserts wird eine standardisierte kiinstliche Wunde in unmittelbarer Nihe der Apertur des IDTs erzeugt. b)
Draufsicht des experimentellen Aufbaus. Der Abstand Apertur - Zellrasenkante betrdgt d =50 um. Der zellfreie

Bereich kann in einen stimulierten (rot) und in zwei interne Referenzen (griin, blau) eingeteilt werden.
(Grafik entnommen aus [212]).

5.2.2. Abschitzung der Schallintensitit

In der US-Therapie ist die sogenannte Schallintensitat I ein Maf fiir die auf das Gewebe einwirkenden
Kréfte. Ausgehend von den physikalischen Eigenschaften des Substrates, den Abmaflen des IDTs und
der eingekoppelten HF-Leistung Pin ist es moglich, die erzeugte Schallintensitat Isaw zu ermitteln.
Hierbei wird durch Abschéitzung der Verluste zuerst die akustische Leistung Psaw der SAW ermittelt
und unter Beriicksichtigung der 1/e-Abklingldnge lg;lc und Aperturbreite W die Schallintensitét I
berechnet:

Das symmetrische Design des IDTs fiihrt zu einer bidirektionalen Abstrahlung einer SAW und somit
zu einer gleichméfBigen Aufteilung der eingekoppelten Leistung Pin. Da bei der Resonanzfrequenz
fsaw typischerweise ein Wert fiir den Streuparameter S1; von S1; > —18dB erreicht wird, ist der
reflektierte Anteil der angelegten HF-Leistung vernachlassigbar gering. Die bei der Anregung einer
akustischen Oberflichenwelle hervorgerufenen Verluste werden durch die Einfiigeddmpfung IL (engl.
insertion loss) beschrieben und liegen typischerweise bei IL ~ 3dB [211]. Zusammenfassend kann
gefolgert werden, dass unter der Annahme der kompletten Einkopplung der HF-Leistung Pix und
der jeweiligen Halbierung der Leistung durch Verluste und der bidirektionalen Schallausbreitung die
effektive akustische Leistung in eine Richtung auf Psaw ~ %PIN abgeschéitzt werden kann.

Da die Schichtdicke des den SAW-Chip-benetzenden Materials nicht vernachlédssigbar gering ist,
unterliegt die SAW aufgrund von Energieabsorption in das Nahrmedium einer Ddmpfung. Wie in
Kap. 2.3.1. beschrieben, fithrt dies zur sogenannten Leaky-SAW mit der Erzeugung einer akustischen
Stromung. Bei einer Wellenldnge von Agaw = 25 pm liegt die 1/e-Abklinglénge [Cale

op

yout-of-plane“-Dampfung bei zg;lc = 12.5Asaw = 331um [76]. Unter Beriicksichtigung der 1/e-

Abklingldnge locpalc, der Aperturbreite W und der akustischen Leistung Psaw kann fiir den SAW-Chip 1
die SAW-Intensitat wie folgt angendhert werden:

der dominierenden

1-2)

W (5.3)

Isaw = Psaw
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mW
cm?

und Isaw ~ 1 C% flir Py =13.6 mW als Vergleich fiir die in der Literatur beschriebene maximale
Schallintensitat [218].

Die Konzeptionierung des SAW-Chip-Designs und der Versuchsdurchfiihrung sind entsprechend
folgender Uberlegungen gewéhlt:

Unter Anwendung der Gl. 5.3 folgt eine Intensitit von Isaw ~ 80 fur Piy =1 mW als Referenzwert

o Die Wellenlénge soll mit der Dimension einer gespreiteten Zelle vergleichbar sein.

e Das tiberpriifte Leistungsspektrum entspricht den Schallintensitdten Isaw konventioneller US-
Behandlungen.

e Die durch die Leaky-SAW induzierte Stromung fithrt nicht zu einer ballistischen Verschiebung
adhérenter Zellen.

5.2.3. Charakterisierung des Flussprofils

Fiir die Charakterisierung eines Flussprofils wird die Methode des scanning Particle Image Velocimetry
(sPIV) verwendet. sPIV ist ein erweiterter automatisierter Analyseansatz, der auf dem PIVlab-Toolkit
von Thielicke basiert [226]. Hierbei wird eine beliebige Fliche groler als der Ausschnitt einer Einzel-
aufnahme automatisch erfasst. Durch die Auswertung der lokalen Flussprofile an den Einzelpositionen
mittels micro-particle image velocimetry-Messungen (uPIV, siche [227]) kann durch die Kombination
der Einzelergebnisse mittels Aneinanderreihung und linearer Interpolation auf das Stromungsprofil der
globalen Gesamtflache geschlossen werden. Weitere detaillierte Informationen kénnen der Literatur
von Strobl et al. entnommen werden [228].

Fiir die Bestimmung der auf die Zellkulturen einwirkenden Scherspannungen wird das Flussprofil
im experimentellen Aufbau 25um iiber der Substratoberfliche bestimmt. Als Tracerpartikel wer-
den 3um Mikrokiigelchen (Polybead®, Polysciences Inc., Hirschberg an der Bergstrae, DE) im
Nihrmedium verwendet. Zur Vermeidung der Partikel-Agglomerationen werden 3% BSA (w/w)
(Albumin bovine Fraction V, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE) der Losung beigeftigt.
Auf einer Gesamtfliche von A = 600 um x 600 um wurden jeweils an den Einzelpositionen 50 Aufnah-
men mit einem 20x-Objektiv in der Hellfeld-Mikroskopie bei einer Bildrate von 2 000 fps mit einer
Hochgeschwindigkeitskamera (FASTCAM 1024PCI, Photron, Pfullingen, DE) erstellt.

5.2.4. Datenanalyse
‘Wound-Healing-Assay

In den in Abb. 5.2. a) dargestellten Aufnahmen ist eine typische Migration von MDCK-II-Zellen in die
zellfreie Fléche zu unterschiedlichen Zeitpunkten dargestellt. Die verstrichene Zeit nach dem Entfernen
des Culture Inserts und dem Aufnahmezeitpunkt ist jeweils rechts markiert. Durch die Geometrie des
IDTs ist die Schallpfadbreite der akustischen Oberflichenwelle auf die Aperturbreite scharf abgegrenzt
[229]. Daher werden nur Zellen im Schallpfad vor und auf der Apertur des IDTs durch die SAW
beeinflusst. Der zellfreie Bereich im Schallpfad des IDTs wird im Folgenden als Apertur bezeichnet.
Durch diesen wohldefinierten Bereich der aktiven Stimulation kann eine unbehandelte interne Referenz
(Refi und Refy) neben den elektrischen Zuleitungen des IDTs und somit aulerhalb des Schallpfades
definiert werden. Im Einschub der Abb. 5.2. b) ist die Zuordnung der auszuwertenden Fliachen farblich
kodiert (rot: Apertur, blau: Refy, griin: Refy). Mit dieser Herangehensweise kann der Einfluss der SAW
auf das Zellwachstum mit einer Referenz verglichen werden, die unter nahezu identischen Bedingungen
(z. B. Néahrstoffangebot, Zelldichte, Zellviabilitat oder Temperatur) kultiviert wird. Zur Bestimmung
des wissenschaftlichen Inhalts der Phasenkontrastaufnahmen wird die zellfreie Flache F'(t) fur jeden
Bereich als Funktion der Zeit ¢ analysiert. Zur Sicherstellung einer qualitativ hochwertigen Auswertung
erfolgt die Detektion der zellfreien Fliche halbautomatisch durch das modifizierte ImageJ-Macro
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»MRI-Wound-Healing tool“ analog zu Kap. 8.2.4.. Die mit der Zeit schrumpfende Flache F'(t) wird
auf die zellfreie Flidche nach Entfernen des Culture Inserts F/(0) zu Beginn des Experiments normiert.
In einem Wound-Healing-Assay migrieren Zellen mit einer nahezu konstanten Geschwindigkeit in
den zellfreien Bereich [127]. Die zeitliche Entwicklung von F'(t) kann somit durch einen linearen
Verlauf angenéhert werden. Da Zellen aufgrund der fiir die Migration notwendigen Polarisation ihrer
Struktur anfangs noch keine konstante Geschwindigkeit besitzen und die komplette Belegung der
zellfreien Fliche verzogert erreicht wird, wird nur der Bereich zwischen 0.2 < F(t)/F(0) < 0.8 fir die
Annéherung herangezogen. Die durch die lineare Anndherung erhaltene Grofie der Steigung beschreibt
die Fléchenbelegungsrate A, der Zellen und wird in der Einheit [%] angegeben. Eine beispielhafte
Auswertung eines Wound-Healing-Assay ist in Abb. 5.2. b) dargestellt.

Da es sich bei der Untersuchung des Wachstums adhérenter Zellen um ein biologisches System handelt,
koénnen systematische Fehler nicht gédnzlich ausgeschlossen werden. Bei der Versuchspriaparation und
deren Durchfiithrung wird insbesondere Wert auf die Einhaltung konstanter zeitlicher Abfolgen und
gleichbleibender Vorbereitungsschritte gelegt, um moglichst identische Startbedingungen zu erhalten.
Allerdings kénnen Fluktuationen von zellbiologischen Faktoren wie Zelldichte oder Zellviabilitdt nicht
komplett vermieden werden. Dies kann zu Schwankungen in den Absolutwerten der Flichenbele-
gungsraten Ap, fithren. Um diese systematischen Fehler auf ein Minimum reduzieren zu kénnen,
erfolgt die Gegeniiberstellung der Fliachenbelegungsraten in Abhéngigkeit der Einflussgrofien der SAW
durch Bildung eines Relativwertes Aap. /Ains.ref.. Hierbei wird in einer Probe das Verhaltnis zwischen
der Flichenbelegungsrate Asp. (Apertur) im stimulierten Bereich und dem Mittelwert Ay grer. der
internen Referenzen gebildet und wird im Folgenden als Stimulationseffizienz, kurz Effizienz F, be-
zeichnet. Die im Regelfall aus vier Einzelmessungen ermittelten Verhéltnisse werden anschlielend in
Abhéngigkeit der SAW-Parameter als Mittelwert zusammengefasst. Bei der Ermittlung der Mittelwerte
wird jeweils das Gaufische Fehlerfortpflanzungsgesetz angewendet. Fiir die Ermittlung des zweiseitigen
Signifikanzniveaus wird der Zweistichproben-t-Test unter der Annahme gleicher Varianzen in der
Software Fxcel (Microsoft Co. Washington, USA) verwendet und mit einer unbehandelten externen
Referenz verglichen.
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Abbildung 5.2:

Auswertung eines Wound-Healing-Assay mit MDCK-II-Zellen. a) Phasenkontrastaufnahmen zu bestimmten
Zeitpunkten wéahrend der Zellmigration. Die zellfreie Fliche ist in rot gekennzeichnet. b) Zeitabhingige Abnahme
der normierten zellfreien Fliche in den verschiedenen Messbereichen (rot: stimulierter Bereich, griin/blau: interne
Referenzen). Der Bereich zwischen 0.2 < F(t)/F(0) < 0.8 wird durch einen linearen Fit angenahert. Dessen
Steigung gibt Auskunft iiber die Flichenbelegungsrate Amig. Der Wundheilungsprozess kann im Zeitraffer iiber den
Online-Link mittels QR-Code® beobachtet werden. (Grafik und Daten entnommen aus [212]).

¢Link zum Video: https://youtu.be/qENJ1rc_p8kw

Die in die Auswertung einbezogenen Daten miissen des Weiteren gewisse Qualitdtsvoraussetzungen
erfiillen. In Abb. 5.3. a)-c) ist ein Uberlagerungsbild, bestehend aus mehreren Aufnahmen fiir unter-
schiedliche SAW-Parameter, dargestellt. Wahrend die Aufnahmen in a) und b) einen konfluenten und
gleichméBigen Zellrasen aufweisen, ist in ¢) die rechte Seite des Spalts und somit Ref) nur ungeniigend
bewachsen. Diese externe Referenz erfiillt nicht die Bedingung der notwendigen Konfluenz und wird
daher nicht in die Gesamtbewertung mit einbezogen.

3 Vs

E-Feld - stimuliert

farbliche Zeitkodierung:

Oh 8h 16 h 24 h 32h

Keine Stimulation - externe Referenz

Abbildung 5.3:

Uberlagerte Einzelaufnahmen eines Wundheilungsprozesses zu verschiedenen Zeitpunkten. Die unterschiedlichen
Zeitpunkte sind im Farbspektrum des sichtbaren iichts kodiert. Exemplarische Darstellung der Auswertungskriterien:
a)/b) bilden einen konfluenten Zellrasen und erfiillen die Anforderungen, wihrend die rechte Referenz in c) durch
den inhomogenen Zellrasen ausgeschlossen werden muss. Der dynamische Entwicklungsprozess der farbkodierten
Aufnahme kann iiber den Online-Link mittels QR-Code® betrachtet werden. (Grafik entnommen aus [212]).

¢Link zum Video: https://youtu.be/XMkuasMBnEw
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5.3. SAW-unterstiitzte Wundheilung bei Osteosarkomzellen
in vitro: ldentifizierung der Schliisselparameter

Die Effizienz der SAW-Stimulation ist eindeutig abhdngig von den physikalischen Parametern der
akustischen Oberflichenwelle. Die Wellenldnge der SAW muss in der Grofienordnung der Ausdehnung
einer Zelle liegen und es ist eine vertikale Substratauslenkung notwendig. Die Stimulationseffizienz ist
stark von der eingekoppelten Leistung und dem Tastverhdltnis des Signals abhdngig.

Nach der erfolgreichen Demonstration der positiven Zellstimulation durch akustische Oberflichenwellen
in den vorangegangen Arbeiten wurde in Zusammenarbeit mit Stefan Gerlach [230] und Florian Roder
[231] tiberpriift, welche Parameter der SAW fiir diesen Effekt verantwortlich sind. In der vorangegangen
Publikation von Stamp, Brugger et al. (2016) wurde eine Stimulationseffizienz von SaOs-2-Zellen von
15.2% =+ 1.7 % unter Verwendung konstanter Rayleigh-Wellen bei einer Wellenlinge von Agaw = 25 pm
festgestellt. Die hohe Variabilitat der SAW-Anregung wirft die Frage auf, welche Parameter den grofiten
Einfluss auf die Zellstimulation aufweisen und ob eine Erhéhung der Stimulationseffizienz F durch
Anpassung und Feinjustierung der Parameter erreicht werden kann. Die physikalischen Eigenschaften
der akustischen Oberflichenwelle héngen von der Auswahl des piezoelektrischen Substrates, dessen
Kristallschnitt und des Designs und der Orientierung der IDT-Struktur ab. Im Folgenden wird anhand
der SaOs-2-Zelllinie der Einfluss der SAW auf die Zellstimulation bei Variation der Wellenmode, der
Wellenlénge, der eingekoppelten Leistung und der zeitlichen Ausprigung durch Amplitudenmodulation
untersucht. Zunéchst wird durch Verdoppelung der Wellenlénge Agaw bei RW auf Agaw =50 um die
Effizienz E in einem ausgedehnten Leistungsspektrum Py € [4 mW; 64 mW] untersucht. Anschliefend
wird neben der bereits bekannten Rayleigh-Welle die Stimulationseffizienz E von Scherwellen in
einem Leistungsspektrum von Py € [4 mW;8 mW] ermittelt. Zuletzt sollen durch Amplitudenmo-
dulation der akustischen Oberflichenwelle Druckschwankungen generiert werden, um physiologische
Randbedingungen ndherungsweise zu imitieren. In allen Messungen représentieren die Fehlerbalken
typischerweise die Standardabweichung von vier unabhéngigen Proben. In den Grafiken der Abb. 5.4.
sind die Ergebnisse der Stimulationseffizienz E bei unterschiedlichen SAW-Parametern aufgefiihrt. Die
Resonanzfrequenzen, die Wellenmoden und -form sind im Folgenden in den Abbildungen als Grafik
dargestellt.

Wellenlinge und Leistung

Die Verdopplung der Wellenldnge von A\; =25 yum auf Ay =50 um fiihrt bei der ersten Messung zu einer
Verringerung der Resonanzfrequenz auf fgaw, e =77 MHz. Abb. 5.4. a) zeigt die Stimulationseffizienz
E in Abhéangigkeit der angelegten Leistung Pix. Wahrend bei niedrigen Leistungen kein Einfluss der
SAW auf das Zellwachstum feststellbar ist, erreicht die Effizienz ihr Maximum mit £ = 1.13 £ 0.04
bei Py =8 mW, was eine leicht, aber signifikant erhéhte Migrationsrate darstellt. Durch eine weitere
Erhohung der SAW-Intensitit wird jedoch eine Unterdriickung der Zellmigration festgestellt. Dies
fithrt bei sehr hohen Leistungen (Pixy =64 mW) zu einer Verringerung der Migrationsgeschwindigkeit
um bis zu 20 %. Der erreichte Maximalwert E bei Pry = 16 mW ist somit leicht geringer als die Effizienz
bei A\; =25um mit £ = 1.17 £ 0.04 bei einer niedrigeren Leistung von Py =4 mW.

Wellenmode

Die Ergebnisse, dargestellt in Abb. 5.4. b), beantworten die spannende Fragestellung, ob SW den
gleichen Einfluss auf das Zellwachstum haben wie RW. Im Gegensatz zur erfolgreichen Stimulation

117



5. Gesteigertes Zellwachstum durch den Einsatz akustischer Oberflichenwellen

mit RW bei Py =4 mW kann bei SW mit einer planen horizontalen Auslenkung des Substrates kein
signifikanter Effekt festgestellt werden. Die nicht signifikante Effizienz liegt nur bei £ =1.08.

Gepulste Anregung

Zellen sind in einem komplexen Organismus in der Regel stetigen Druckschwankungen ausgesetzt.
Durch Amplitudenmodulation des SAW-Signals, deren Einhiillende dem Betrag des Elektrokardio-
gramms eines menschlichen Herzens entspricht, sollen die im menschlichen Organismus herrschenden
physiologischen Druckschwankungen imitiert werden. Hierbei wird die Resonanzfrequenz fi.s =77 MHz
mit den Absolutwerten der in Abb. 5.4. c¢) dargestellten kardialen Funktion M (¢) moduliert. Die
Modulationsfrequenz entspricht mit fi,,q =1 Hz oder 60 Wiederholungen pro Minute in etwa dem
typischen Ruhepuls eines Menschen. Wahrend der Maximalwert Py = 16 mW betréigt, liegt der mittlere
Leistungsdurchschnitt bei Py = 1mW. Das eingestellte Puls-Signal deckt somit einen Leistungsbe-
reich zwischen 0mW < Py < 16 mW ab. Dies entspricht exakt dem in Abb. 5.4. a) dargestellten
Bereich, in welchem eine erhéhte Effizienz E > 1 fiir RW festgestellt wurde.

Bei den in Abb. 5.4. d) abgebildeten fiinf Einzelmessungen weist nur eine Messung einen leicht erhohten
Effekt auf, wihrend im Mittel das Wachstum der Proben im Schallpfad eindeutig gegeniiber der
Referenz reduziert ist. Im Gegensatz zur permanenten Stimulation, liegt fiir eine gepulste SAW kein
oder ein anscheinend negativer Einfluss auf das Zellwachstum vor.

Die hier vorgestellten Daten demonstrieren die hohe Abhéngigkeit der Stimulationseffizienz £ von den
physikalischen Eigenschaften der akustischen Oberflichenwelle. Eine fehlende vertikale Substrataus-
lenkung, ein gepulstes Signal oder eine Vergroflerung der Wellenlénge fiihren nicht zu einer erh6éhten
Effizienz. Allerdings verbleibt die Frage, ob die Stimulation aufgrund der mechanischen Vibration oder
der elektrischen Felder der SAW hervorgerufen wird. Dariiber hinaus belegen die Daten eine starke
Leistungsabhingigkeit der Effizienz. Wéhrend bei niedrigen Intensititen offenbar die positive Stimula-
tionsmechanismen tiberwiegen, fithren bei Leistungen ab Py =64 mW die durch die SAW-Anregung
auftretenden negativen Einfliisse vermutlich zu einer Unterdriickung des Wachstums. Dies kann unter
anderem durch den Zusammenhang der Substraterwdrmung mit der eingekoppelten Leistung erklart
werden. Fiir einen IDT mit einer Wellenldnge von 25 ym wurde bereits in vorangegangen Studien be-
wiesen, dass die Substrattemperatur im im fliissigkeitsbedeckten Zustand mit AT/AP = 37 mK/mW
linear mit der Leistung Prn ansteigt. Dies fithrt unter der Annahme der identischen Warmeentwicklung
fir Ay und A2 bei einer Leistung von Py =64 mW zu einem theoretischen Temperaturanstieg von
bis zu AT = 2.4K. Dies iibersteigt die afebrile Temperaturschwankung und kann somit zu einer
Beeintrichtigung der Zellen fiithren.

Fiir eine Maximierung des Effektes und zum Erreichen einer moglichst effizienten Stimulation durch
akustische Oberflichenwellen, ist es notwendig, eine Optimierung der SAW-Parameter durchzufithren.
Befindet sich die Wellenlénge in der GroBenordnung eines Zelldurchmessers (A; =25 um) und weist
die Wellenmode eine zur Oberfliche vertikale Auslenkung auf, so wird im Fall der SaOs-2-Zellen eine
maximale Stimulationseffizienz E = 1.17 + 0.04 bei niedrigen Leistungen O(10° mW) erreicht.

Die hier durchgefiihrte Studie untersuchte jedoch nur die Auswirkungen der Behandlung auf die
Knochenkrebszellen der SaOs-2-Zelllinie. Fiir eine weitere Beleuchtung des beobachteten Effekts ist die
Untersuchung weiterer Zellenlinien wie beispielsweise der Epithelzellen MDCK-II von groem Interesse.
Fir die Identifikation der Stimulationsursache ist es zudem notwendig, die Einfliisse elektrischer Felder
gegeniiber der SAW-Stimulation abzuschétzen. Des Weiteren triagt eine Untersuchung intrazellulérer
Mechanismen wie Proliferation, zellularer Stress und Enzymaktivitdt wihrend einer SAW-Behandlung
zum Verstédndnis bei.
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Abbildung 5.4:

SAW-stimuliertes Zellwachstum bei der Variation der physikalischen Eigenschaften der SAW. a) Stimulation bei
verschiedenen Leistungen unter Einfluss einer Rayleigh-Welle mit einer Wellenldnge von Asaw =50 um ( Mittelwert
und Standardabweichung ermittelt aus jeweils vier Einzelmessungen). b) Effizienz einer Scherwelle auf das
Zellwachstum. c) Amplitudenmoduliertes Signal fiir die gepulste Zellstimulation, dargestellt in d). Die

durchschnittliche Zeit fiir die komplette Flichenbelegung durch SaOs-2-Zellen betrug ca. 60 h.
(Daten entnommen aus [212]).
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5.4. Ultraschallstimulierte kollektive Zellmigration im
Rahmen der Wundheilung

Die SAW-Stimulation fihrt in einem schmalen Leistungsbereich zu einer signifikanten Erhohung der
Migrationsgeschwindigkeit bei weiteren Zelltypen. Durch den Ausschluss von Artefakten wie Temperatur,
Stromung oder elektrischen Feldern kann die Stimulationsursache auf die mechanische Komponente
der akustischen Oberflichenwelle zuriickgefihrt werden.

Die erfolgreiche Identifizierung der relevanten SAW-Parameter zur effizienten Stimulation einer
Zellkultur hebt die vielversprechende Bedeutung der SAW-gestiitzten Therapie hervor. Durch die
Vielfdltigkeit des menschlichen Organismus stellt sich die spannende Frage, ob diese Technologie als
potentieller Kandidat fiir eine unterstiitzte Knochenregeneration in der zukiinftigen Implantatforschung
auch bei der Wundheilung von Lésionen des Epithels oder weiterer Gewebetypen, bei denen ein erhohtes
Zellwachstum notwendig ist, angewendet werden kann. Daher wird nun die Studie durch die Stimulation
von Epithelschichten erweitert. Wie in Kap. 2.1.5. beschrieben, ist die MDCK-II-Zelllinie eine optimale
Modellzelle fiir Epithelschichten. In ihrer Funktion und Morphologie zur SaOs-2 verschieden, dient sie
dem Zweck unterliegendes Gewebe zu trennen, zu bedecken und zu schiitzen. Daher weist sie eine
starke Auspriagung fester Verbindungsstrukturen (engl. tight junctions / lat. zonula occludens) auf,
wodurch ein hoher Zell-Zell-Kontakt und somit eine geschlossene und kollektive Zellmigration vorliegt.
In diesem Abschnitt soll nun neben der Untersuchung der Stimulationseffizienz fiir MDCK-II-Zellen
auch der Beitrag der mechanischen und elektrischen Komponente der SAW untersucht werden, um
einen Riickschluss auf die Stimulationsursache ziehen zu kénnen.

5.4.1. Stimulation von Epithelzellen

Fiur die Untersuchung eines Wound-Healing-Assays mit MDCK-II-Zellen wird die Probenvorbereitung
und Experimentdurchfiihrung analog zu den Schritten des Kap. 5.2. durchgefiihrt. Aufgrund der zuvor
gewonnenen Erkenntnisse der relevanten Schliisselparameter des SAW-Chips wird als Substrat LB fiir
die RW-Mode, eine Periodizitét von a; =25um und eine Aperturbreite von Wi =600 um verwendet.
Die experimentell bestimmte Resonanzfrequenz des SAW-Chips fies liegt unter Massenbelag somit
bei fies =164 MHz. Zur Uberpriifung der Stimulationseffizienz E wird das Zellwachstum in einem
Leistungsspektrum von Py € [1 mW; 64 mW] bei einer kontinuierlichen SAW untersucht.

Durch die HF-Signaleinkopplung entsteht zwischen den Elektroden des IDTs und in der fortschreitenden
piezoaktiven SAW ein elektrisches Wechselfeld in der Gréenordnung O(1kV /cm). Zur quantitativen
Abschétzung der elektrischen Feldstérke einer propagierenden SAW kann mittels des von Datta 1986
beschriebenen Modells das Oberflaichenpotential ® einer SAW durch die akustische Leistung Psaw
berechnet werden [232]:

1 W
Psaw = yol®°. (5.4)
2 Asaw
Yo beschreibt die materialabhingige Admittanz und betragt fiir LINbO3 128° rot Y-Cut yg = 0.21 mS.
Dies ergibt fiir das nun untersuchte Leistungsspektrum ein Oberflichenpotential von ® = 0.3V

fir Pon=1mW bis zu ® = 24V fir Py =64mW. Somit werden Zellen durch die propagierende
SAW entlang des Schallpfades durch ein elektrisches Feld beeinflusst. Des Weiteren kann der IDT als
Dipoltransmitter angesehen werden, durch den Zellen in seiner Ndhe in dem entstehenden elektrischen
Feld, hervorgerufen durch das angelegte HF-Signal, stimuliert werden.

Um nun die Beitrige der mechanischen und elektrischen Komponente der SAW zur Zellstimulation zu
identifizieren, wird die Stimulationseffizienz E(Py) neben der Resonanzfrequenz fos zusitzlich bei
einer Referenzfrequenz fref mit fiof =100 MHz im identischen Leistungsspektrum ermittelt. Wie in
Abb. 5.5. fur einen SAW-Chip (LB, A; =25um) beispielhaft dargestellt, ist der Streuparameter S;
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eines SAW-Chips stark frequenzabhangig und f..r liegt weit abseits der Anregungsfrequenz. Bei der
Resonanzfrequenz fres wird in einem schmalen Intervall der Minimalwert von S11(fres) = —18.59dB
erreicht und weist auf eine sehr ausgeprégte Riickflussddmpfung hin. Im Gegensatz hierzu wird bei
der Referenzfrequenz fror nahezu die komplette eingekoppelte HF-Leistung reflektiert (S11(frer) =
—0.93dB). Somit wird bei frof an der IDT-Struktur ein der SAW-Anregung dhnliches elektrisches
Feld erzeugt, jedoch keine akustische Oberflichenwelle emittiert.

3 T I T I T
I — Sy __
i ]  Abbildung 5.5:
EE 6 Sq1(frer) = -0.93 | Frequenzabhingige
O 5 . Streuparameter S1; eines
- 9} — unbeladenen SAW-Chips.
U)‘_ B b Wihrend bei f = fres eine
12 |- = SAW angeregt wird, werden
i 7 Zellen bei f = frer nur durch
-15 __ __ das anliegende elektrische
8 L Siy(fes) = -1 8.59\ _ Feld stimuliert.

50 100 150 200
f (MHz)

Die Phasenkontrastaufnahme in Abb. 5.6. a) zeigt ein Wound-Healing-Assay mit MDCK-II-Zellen fiinf
Stunden nach Entfernung des CI und Aktivierung der SAW. Im Gegensatz zu SaOs-2-Zellen migrieren
die MDCK-II-Zellen im Kollektiv und bilden eine deutliche Zellrasenkante ab. Wie bereits definiert,
bilden die farblich kodierten Bereiche die Apertur (rot) und die internen Referenzen (griin und blau)
ab. Durch den Vergleich dieser Bereiche ist in dieser Aufnahme bereits die durch SAW induzierte
erhohte Zellmigration in der Umgebung der Apertur gegeniiber den Referenzen ersichtlich.

Die beiden Grafiken in Abb. 5.6. b)/c) illustrieren die auf die Zellkultur einwirkenden Stimulationsme-
chanismen. Bei der Resonanzfrequenz f = f,es werden adhérente Zellen im Schallpfad des SAW-Chips
durch eine mechanische Vibration des Substrates und durch ein elektrisches Wechselfeld stimuliert
(Abb. 5.6. b)), wihrend bei der Referenzfrequenz f = fiof nur ein elektrisches Feld vorliegt ((Abb. 5.6.
c)).

In der Abb. 5.6. d) zeigt die Stimulationseffizienz F(Py) einen deutlichen Anstieg fiir einen Leistungs-
pegel Py im Bereich Piy € [4mW; 16 mW)]. Bei einer Leistung von Py =8 mW wird der Maximalwert
erreicht, bei der das Zellwachstum im SAW-stimulierten Bereich um das 2.35 + 0.73-fache gegentiber
der Referenz erhoht ist. Die nach dem zweiseitigen ¢-Test errechneten p-Werte betragen in diesem
Bereich py pmw = 0.02; pg mw = 0.03 und p16 mw = 0.03 und bestétigen einen signifikanten Anstieg gegen-
iiber einem 5 %-Signifikanzniveau. Ein weiterer Anstieg der SAW-Intensitét Isaw iiber 1 W /cm? fiihrt
zu einer Abnahme der Effizienz E. Dies stimmt exakt mit den bereits erwdhnten Grenzwerten fiir die
konventionelle US-Therapie iiberein [219]. Ab einer Leistung von Py > 32mW ist keine signifikante
Erhohung von E mehr feststellbar, was auf eine Umkehr des positiven Einflusses hin zu einer schadli-
chen Einwirkung schlieflen ldsst. Bei Leistungen tiber Py > 128 mW ist ein deutliches Einsetzen einer
Apoptose anhand einer morphologischen Verdnderung der Zellkultur und Ablésen der Zellen vom
Substrat ersichtlich. In keinem der durchgefithrten Experimente wurde fiir Leistungen Py > 2mW bei
fres in der internen Referenz ein gegeniiber dem stimulierten Bereich erhéhtes Zellwachstum festgestellt.
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Im Gegensatz zur offensichtlich SAW-induzierten Erhohung von E ist kein Effekt bei der Referenzfre-
quenz fef ersichtlich, obwohl ein zu fios vergleichbares elektrisches Feld vorliegt. Fiir einen weiten
Leistungsbereich ist das Zellwachstum im Schallpfad identisch zum Wachstum in der Referenz, wodurch
E = 1ist. Erst bei einer Leistung ab Py > 16 mW ist ein schwacher Effekt in den Referenzmessungen
messbar. Jedoch wird fir keinen Messwert das erforderliche Signifikanzniveau von 5% erreicht. Der
Anstieg bei hohen Leistungen kann auf die stark geddmpfte Anregung einer SAW auch abseits der
Resonanzfrequenz zuriickgefiihrt werden. Bei der grofien Differenz zwischen S11(fres) und S11(fref)
von 18dB kann die SAW-Anregung bei niedrigen Leistungen vernachléssigt werden. Bei steigender
Leistungseinkopplung kann dies jedoch zu einer schwachen, aber nicht mehr vernachléssigbaren SAW-
Anregung fithren.
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+ E-
SAW E Feld 100 1000
Stimulation T ————— —
3.4 H-m-7,_ =164 MHz | - *so.os .
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Abbildung 5.6:

SAW-stimuliertes Zellwachstum der ektodermalen Zelllinie MDCK-II. a) Hochauflésende Phasenkontrastaufnahme

des zellfreien Bereichs zum Zeitpunkt t =5 h. Deutlich sichtbar ist die progressive Migration des konfluenten
Zellrasens in den Spalt. Die farbigen Bereiche markieren den im Schallpfad befindlichen stimulierten Bereich

LApertur” (rot) und die auBerhalb gelegenen, unbehandelten internen Referenzen (griin, blau) b),c) Reprasentation

der unterschiedlichen Stimulationsmechanismen bei unterschiedlichen Frequenzen f. Wahrend bei der
Resonanzfrequenz frs adhdrente Zellen einer mechanischen und elektrischen Stimulation durch die SAW

unterliegen (b)), wird durch Verstimmung der HF-Frequenz zur Referenzfrequenz f..r keine SAW emittiert. Zellen
werden somit nur durch das elektrische Wechselfeld beeinflusst (c)). d) Leistungsabhangige Stimulationseffizienz
E(Pin) bei unterschiedlichen Frequenzen. Signifikante Verbesserung des Zellwachstums um bis zu 135 % durch
SAW-Behandlung bei einer Leistung von Py =4 mW und 8 mW. Uberschreitung von Isaw =1 W/cm?® fiihrt zur
Abnahme von E. Bei frr ist kein sichtbarer Effekt feststellbar. Ein signifikanter Anstieg der Stimulationseffizienz
(p < 0,05) im Vergleich zur externen Referenz wird durch die mittlere Symbolfarbe reprisentiert. Die mittlere Zeit
zur kompletten Flichenbelegung betrug bei MDCK-II-Zellen ca. 31 h. (Daten entnommen aus [212)).
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Die hier gefundenen Erkenntnisse werden durch die beispielhaft dargestellten tiberlagerten Einzelaufnah-
men in Abb. 5.5. a)-c) belegt. Die hier dargestellten Aufnahmen beschreiben den Wundheilungsprozess
in einer SAW- (a)) und E-Feld - (b)) stimulierten Probe sowie einer externen Referenz (¢)) zu diskreten
Zeitpunkten (At = 1.5h). Die im Spalt dargestellten Farben beschreiben die verbleibende zellfreie
Flache zum Zeitpunkt ¢. Dem Farbspektrum des sichtbaren Lichts folgend, wechselt die Farbe mit
zunehmender Belegungsdauer von violetten Farbtonen, stellvertretend fiir eine rasche Zellbelegung,
bis hin zu roten Farbtonen fiir eine langsame Zellbelegung. Die SAW-stimulierte Probe (a)) weist im
Gegensatz zur internen Referenz vor der Apertur ausschlieflich violette bzw. blaue Farbtone auf. Dies
deutet auf eine hohe Migrationsgeschwindigkeit hin. In der E-Feld-stimulierten Probe (b)) bzw. in der
externen Referenz (c¢)) ist iber den kompletten Spalt ein gleichméBiger Farbverlauf erkennbar. Dies
entspricht einer gleichméfigen Zellmigration entlang der gesamten Wunde.

Durch die hohen eingekoppelten Leistungen kénnen die durch die SAW erzeugten parasitdren Einfliisse
auf die Zellkultur wie Scherspannungen und Temperaturanstieg durch Substraterwérmung nicht l&nger
vernachléssigt werden. Aus diesem Grund wird der durch die SAW-Erzeugung induzierte Temperatur-
anstieg des Nahrmediums und das Flussprofil des SAW-Chips im nachfolgenden Abschnitt vermessen
und diskutiert. Des Weiteren ermoglicht diese Methode eine indirekte, jedoch quantitative Vermessung
der bei frer erzeugten SAW-Intensitéit Igaw und erlaubt somit eine exakte Gegeniiberstellung zu Isaw

bei fres-

5.4.2. Abschitzung der SAW-begleitenden Einflussgroflen auf das
Zellwachstum

Zum Versténdnis der auf die Zellkultur einwirkenden Einflussgroien ist eine Betrachtung der Tempe-
raturentwicklung und des Stromungsprofils innerhalb der gesamten Zellkultur von Interesse.

Temperatur

Wie bereits in vorangegangen Studien identifiziert wurde, sind die thermischen Effekte der SAW-
Anregung vor allem bei héheren Leistungen nicht mehr vernachléssigbar. Auf der Apertur und in
deren unmittelbaren Néahe ist die lokale Temperaturerhhung AT linear mit der eingekoppelten
Leistung PNy verkniipft und betrdgt im mit Fliissigkeit benetzten Fall AT = 37 %PIN. Bei einer
Leistung von Py =64 mW entspricht dies in unmittelbarer Umgebung der Apertur einem Anstieg von
AT = 2.4K und somit einer Uberschreitung der physiologischen, afebrilen Temperaturschwankungen
von AT = +1K. Da zudem ein Warmeabtransport durch Strémung stattfindet, muss ebenfalls
eine Betrachtung der Temperaturentwicklung des kompletten Nahrmediums im Bulk vorgenommen
werden. Zur Uberpriifung des thermischen Eintrages wurde mittels eines Temperatursensors (PAS-
CO PASPort - Precision pH/ORP/ISE Temperature Sensor, Roseville, CA, USA) die Temperatur
des Nahrmediums auf einem SAW-Chip (V' = 3ml) bei Kultivierungsbedingungen (' = 37°C)
ermittelt. In Abb. 5.7. ist der relative Temperaturanstieg des Nahrmediums im Bulk und in der
Néhe der Apertur (Daten entnommen aus [60]) in Abhéngigkeit der eingekoppelten HF-Leistung Py
dargestellt. Bei niedrigen Leistungen Py < 16 mW ist keine deutliche Erhéhung der Temperatur
feststellbar. Thermische Effekte kénnen somit fiir dieses Leistungsspektrum ausgeschlossen werden.
Bei Py = 32mW findet ein Ubergang der thermischen Belastung statt. Wihrend fiir Zellen in
unmittelbarer Ndhe der Apertur Werte aulerhalb der physiologischen Temperaturschwankungen
erreicht werden, verbleibt die Temperatur im Bulk bei den optimalen Kultivierungsbedingungen.
Bei Uberschreitung der HF-Leistung von Py > 32mW fiihrt der Wirmeeintrag jedoch zu einer
starken Erwdrmung des gesamten Nahrmediums. Bereits bei Py = 64 mW wird die Temperatur-
schwankung von AT = + 1K fiir die gesamte Zellkultur uiberschritten. Dies fithrt zu Temperaturen
T > 38°C und kann somit zu einer Beeintréchtigung des Wachstums der kompletten Zellkultur fithren.
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Scherspannung

Die mechanischen Einflussgréfien kénnen durch den wohldefinierten Effekt der Leaky-SAW ermittelt
werden. Durch die hierbei induzierte akustische Stromung (Eckart-Stromung) ist es moglich, die SAW-
Amplituden abzuschétzen und zu vergleichen, da die Geschwindigkeit des Flussprofils proportional zur
SAW-Intensitét ist [153]. Durch die sPIV-Methode wurde das Flussprofil eines SAW-Chips auf einer
Hohe h = 25um tber der Substratoberfliche ermittelt. Wie in Abb. 5.8. a) erkennbar stromt die
Fliissigkeit zur Apertur des IDTs hin und wird unter dem sogenannten Rayleigh-Winkel abgestrahlt.
Es ist ersichtlich, dass die Stromungsgeschwindigkeit des inhomogenen Flussprofils mit abnehmendem
Abstand zur Apertur zunimmt. Da somit in der gemessenen Fliche Apertur eine zur internen Referenz
verschiedene Stromungsgeschwindigkeit vorliegt, wirken unterschiedliche Scherspannungen je nach
relativem Abstand zur Apertur auf die Zellkultur ein.

In Abb. 5.8. b) ist die orts- und leistungsabhéngige mittlere Geschwindigkeit v,y in der Mitte der
Fliche Apertur (*)) und in der internen Referenz (**)) aufgetragen. Wie zu erwarten war, steigt
bei f = fres die Stromungsgeschwindigkeit v,s linear mit der eingekoppelten Leistung Py an und
erreicht vor der Apertur eine im gemessenen Leistungsspektrum maximale Geschwindigkeit von
Uas = 1.2mm/s bei Py =128 mW. Die Werte fiir v,s in der internen Referenz sind im mittleren
Durchschnitt um 34.8 % + 6.4 % geringer, als vor der Apertur. Die bei f = fiof erzeugte akustische
Intensitéit I o erreicht im Median nur 3% der Intensitit Isaw bei f = fies. Visuell ist eine sichtbare
Stromung erst bei Py > 32mW erkennbar. Des Weiteren gilt vy, ;128 mw = Vf,..,1 mw bei der die
Stréomungsgeschwindigkeit eine GréSenordnung von O(1072 mm/s) erreicht.

Die maximale Geschwindigkeit v,s = 1.2 mm/s resultiert in einen dynamischen Druck g:

q= gqﬂ =6.05-10"*Pa (5.5)
und eine Schubspannung 7 von:
A as
T=" sz = 0.47dyn/cm?, (5.6)

wobei p = 1.0g/ml der Dichte von Wasser, Az = 25um der Hohe tiber dem Substratboden und
7 = 0.97cP der Viskositdt des Ndhrmediums mit 10 % FBS bei einer Temperatur von 7' =37°C
[233] entsprechen.

124



5.4. Ultraschallstimulierte kollektive Zellmigration im Rahmen der Wundheilung

Da eine sichtbare morphologische Verdnderung und eine Ausrichtung und Polarisierung in Fluss-
richtung meist erst bei Schubspannungen 7> 8 dyn/cm? auftreten [234, 235], kann eine ballistische
Verschiebung der Zellen ausgeschlossen werden. Falls jedoch der observierte Effekt der erhohten Wund-
heilung durch Schubkréfte in Richtung der Apertur resultiert, so sollte dies in einer asymmetrischen
Migrationsgeschwindigkeit der aufeinander zumigrierenden Zellfronten sichtbar sein: Wie in Abb. 5.8.
d) illustriert, migrieren Zellen auf der IDT-Seite ,stromaufwirts“ gegen die Stromung und befinden
sich auf der Luv-Seite3. Zellen in der gegeniiberliegende Seite sind auf der sogenannten Lee-Seite und
migrieren mit der Stromung daher ,stromabwérts®. Ist die Zellmigration durch die Schubspannung
erhoht, so sollte die dem IDT gegentiberliegende Seite schneller migrieren. In Abb. 5.8. ¢) sind die
Geschwindigkeiten der gegeniiberliegenden Zellfronten (Luv und Lee) vor der Apertur gegeneinander
aufgetragen.

Die dargestellten Datenpunkte streuen deutlich um die Winkelhalbierende des ersten Quadranten mit
einer leichten Praferenz zur oberen Hélfte. Bei 65 % der Messpaare ist die Geschwindigkeit fiir f = fres
auf der gegeniiberliegenden Seite vy, grofier als auf der IDT-Seite vy, und bei 59 % fir f = fior. Das
durchschnittliche Verh&ltnis vpuy/vUpee liegt bei vpuy/vLee = 1.08 + 0.67 fiir die SAW-bedingte und
VLuv/VLee = 0.95 & 0.61 fiir die elektrisch bedingte Stimulation. Nur bei sehr hohen Leistungen mit
Pin=64mW bei f = fie liegt eine schwache, aber sichtbare Erhohung der Migrationsgeschwindigkeit
in Richtung IDT vor. Durch die Tatsache, dass das durchschnittliche Verhéltnis um 1 schwankt und
nur eine leichte Praferenz zu héheren Geschwindigkeiten auf der gegeniiberliegenden Seite vorliegt,
konnen stromungsbedingte Effekte fiur die signifikante Erhéhung der Zellmigration ausgeschlossen
werden. Wenn die Zellen schneller migrieren, so geschieht dies auf beiden Seiten.

Die hier vorgestellten Daten demonstrieren den positiven Effekt der SAW-induzierten Zellstimulation.
In einem schmalen Leistungsspektrum fithrt die SAW-Stimulation zu einer signifikanten Erhéhung des
Zellwachstums in einem Wound-Healing-Assay. Wahrend bei niedrigen Leistungen Py < 16 mW kein
sichtbarer parasitdrer Effekt feststellbar ist, fithrt eine zu groe SAW-Intensitét, unter anderem durch
die Temperaturerhéhung, zu einer Unterdriickung der Wundheilung.

Der Vergleich eines scharf abgegrenzten stimulierten Bereichs mit einer internen Referenz, der Aus-
schluss parasitdrer und stromungsbedingter Effekte und das unbeeinflusste Zellwachstum bei einer
elektrischen Stimulation lassen den sicheren Riickschluss auf die mechanische Komponente der akusti-
schen Oberflaichenwelle als Stimulationsursache zu.

Um die Griinde und die intrazelluldren Mechanismen fiir die erhéhte Migrationsrate weiter eingrenzen
und beleuchten zu kénnen, wird nun die Proliferation und die Beeinflussung der Membranproteine der
im Schallpfad befindlichen Zellen und derer in der internen Referenz ermittelt und gegentibergestellt.
Um ebenfalls negative Effekte der SAW-Stimulation bei zu hohen Intensititen abschétzen zu kénnen,
wird der zelluldre Stress (reaktive Sauerstoffspezies (ROS)) in Abhéngigkeit der eingekoppelten Leis-
tung bestimmt.

3Die Begriffe Luv und Lee entstammen aus der Seefahrt und beschreiben die Seiten eines Objekts im Bezug zum Wind.
Luv ist die dem Wind zugewandte Seite und Lee die dem Wind abgewandte Seite.
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Abbildung 5.8:

Abschatzung der durch die Leaky-SAW induzierten Strémung. a) Zur Bestimmung der SAW-induzierten
akustischen Strémung wurde mittels sPIV das Strémungsprofil h =25 um iiber der Substratoberfliche vermessen.
Die Fliissigkeit strémt in Richtung der Apertur. Die Stromungsgeschwindigkeit v.s wurde in der Mitte des Spalts
vor der Apertur (*)) und in der internen Referenz vermessen (**)). b) Frequenz- und leistungsabhingige
Strémungsgeschwindigkeit va.s an den verschiedenen Messpositionen. c) Gegenliberstellung der
Migrationsgeschwindigkeiten der aufeinander zu migrierenden Zellfronten, dargestellt in d), unter dem Einfluss des

Strémungsprofils. Die Streuung um die Winkelhalbierende deutet auf einen geringen Einfluss des asymmetrischen
Strémungsprofils auf die Migrationsgeschwindigkeit hin. (Daten entnommen aus [212]).
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5.5. Mechanisch induzierte intrazellulare Reaktion

Die Messung der intrazelluldren Mechanismen zeigt keine Zunahme der reaktiven Sauerstoffspezies
im Zytoplasma mit steigender SAW-Intensitit. Die Proliferation hingegen ist von der Leistung der
akustischen Oberflichenwelle abhingig. Uber ein weites Leistungsspektrum wird die Proliferation
sowohl vor der Apertur als auch in der internen Referenz erhoht. Im Gegensatz hierzu werden nur
Membranproteine im Schallpfad der SAW beeinflusst, was auf eine mechanisch induzierte Stimulation
hindeutet.

Fiir ein tiefergehendes Verstdndnis der Stimulationsursache durch die akustische Oberflichenwel-
le werden im folgenden Abschnitt verschiedene intrazellulire Parameter durch Fluoreszenz- und
Phasenkontrastmikroskopie vermessen. Hierbei ist die Bestimmung der Konzentration der reakti-
ven Sauerstoffspezies (ROS), der Proliferationsrate und der Aktivitit von Membranproteinen von
essentieller Bedeutung. Zur Schaffung identischer Rahmenbedingungen finden alle Messverfahren
stets im Rahmen eines Wound-Healing-Assays statt. Je nach zu untersuchendem Parameter werden
verschiedene Féarbeprotokolle angewendet. Detaillierte Beschreibungen der Préparationsschritte konnen
aus den jeweils zitierten Herstellerprotokollen entnommen werden. Wie im vorangegangen Kapitel
wird auch hier der SAW-Chip 1 mit L.LB verwendet.

5.5.1. Zelluldrer Stress — Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Als Nebenprodukt der Zellatmung sind die reaktiven Sauerstoffspezies ein Indikator des zellulé-
ren Stresses und nehmen eine entscheidende Rolle in zelluldren Signalwegen und Funktionen ein
[236, 237]. Besonders die schidlichen Aspekte der ROS stehen hierbei im Vordergrund. Freie Radikale
wie Hyperoxid-Anionen O; oder Hydroxyl-Radikale OH™ fithren durch Oxidation zur Schadigung
zelluldrer Strukturen und Proteine. Bei zu hohen Konzentrationen induzieren diese schlieflich den
programmierten Zelltod (Apoptose) oder fiihren gar zur Nekrose. Aus diesem Grund eignet sich
die Messung der intrazelluliren ROS-Konzentration zur Bestimmung der Uberschreitung zellulirer
Reparationsmechanismen durch Einwirkung schédlicher Noxen wie Scherspannungen oder Temperatur,
die hier durch die akustische Oberflachenwelle bedingt sind.

Im Folgenden wird die Entwicklung der ROS-Konzentration im Leistungsspektrum

Pix € [2mW; 128 mW] untersucht. Die Untersuchung fand in Kooperation mit Sophie Mauritz [238]
statt. Die Bestimmung der intrazelluldiren ROS-Konzentration erfolgt durch den Vergleich der mit SAW
stimulierten Probe mit einer einer Hochkontrolle und einer unbehandelten Probe, der Tiefkontrolle.
Die Hochkontrolle beschreibt eine Probe mit einer moglichst maximalen ROS-Konzentration. Fiir
jeden Messpunkt werden vier SAW-Proben und jeweils zwei Tief- und zwei Hochkontrollen angesetzt.
Nach der Entfernung des CI werden die SAW-Proben fiir einen Zeitraum von ¢ = 24 h durch die SAW
stimuliert. Eine Stunde vor der Beendigung der SAW-Stimulation wird die Hochkontrolle mit 100 uM
der ROS-induzierenden Substanz Menadione (M2518, SA) behandelt. Die ROS-Konzentration wird
nach Abschluss der Stimulation durch Zugabe der fluorogenen Sonde CellROX Green (C10444, TF)
und des Farbstoffs Hochst 33342 (5pg/ml, H1399, TF) unter Berticksichtigung der Herstellerangaben
ermittelt [239]. Analog zu den Proliferationsmessungen in Kap. 4.4.4. wird hierbei jeweils eine Pha-
senkontrastaufnahme des kompletten Zellrasens zur Qualitéatssicherung und Fluoreszenzaufnahmen in
den Kanélen DAPI und FITC erstellt (Filterdaten siehe Kap. B.1.).

Die Mikroskopieaufnahmen in Abb. 5.9. bilden das erstellte Datenmaterial eines typischen Wound-
Healing-Assays mit anschliefender ROS-Bestimmung ab. In Abb. 5.9. a) ist der Zellrasen um die IDT-
Struktur auf einem SAW-Chip nach dem Wundschluss bei einer SAW-Stimulation mit Py =64 mW
groBflachig im Phasenkontrastverfahren dargestellt. Abb. 5.9. b)-d) bilden eine Vergrofierung des
Bereichs vor der Apertur im Phasenkontrast (b)), im DAPI- (¢)) und im FITC-Kanal (d)) ab. Die
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Phasenkontrastaufnahmen werden im Rahmen der Qualitdtssicherung des Zellrasens erstellt, um
morphologische Verdnderungen der Zellkultur zu identifizieren. Durch Anfarbung der zelluldiren DNA
mittels des DN A-selektiven Farbstoffs Hochst 33342 werden die Abmafie und Positionen der Zellkerne
im DAPI-Kanal visualisiert (Abb. 5.9. ¢)). Die Intensitat des Farbstoffs CellROX-Green ist propor-
tional zur ROS-Konzentration und wird, wie in Abb. 5.9. d) abgebildet, im FITC-Kanal ermittelt.
Der Farbstoff Cel ROX-Green ist nach der Oxidierung durch freie ROS ebenfalls DNA-selektiv und
lagert sich im Zellkern bzw. in den Mitochondrien an. Analog zu Kap. 4.4.3. kann somit durch die
Bestimmung der Positionsdaten der Zellkerne im DAPI-Kanal und durch anschliefende Ermittlung
der mittleren Intensitdt im FITC-Kanal an den Positionen auf die einzelnen ROS-Konzentrationen in
jeder Zelle geschlossen werden.

Um nun den wissenschaftlichen Inhalt dieser Mikroskopieaufnahmen zu erhalten, wird die ROS-
Konzentration vor der Apertur des IDTs und in den internen Referenzen analysiert. Der auszuwertende
Bereich ist in Abb. 5.9. a) durch farbige Rechtecke markiert. Hierbei beschreibt die rote Flache den sti-
mulierten Bereich und somit die Apertur, wihrend die gelben Fldchen die korrespondierenden internen
Referenzen darstellen. Die Grofie der Flachen betragt jeweils Ax =300 um und Ay =650 um und
entspricht somit annihernd der 1/e-Abklinglidnge ZSI?IC und der Aperturbreite W. In diesen definierten
Bereichen wird jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung der ROS-Konzentrationen aller
detektierten Zellkerne gebildet. Dieses Verfahren wird zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit jeweils
fiir die SAW-stimulierten Proben und externen Referenzen angewendet. Da bei der Hochkontrolle die
maximale ROS-Konzentration benotigt wird und Zellen in der Kultur unterschiedlich stark auf das
Reagenz Menadione reagieren, wird zur Bestimmung der Hochkontrolle der mittlere Wert der oberen
5% der Intensitiatswerte der kompletten Probe ermittelt.

Abb. 5.9. f) zeigt die absolute ROS-Konzentration normiert auf die Hochkontrolle. Wie deutlich
zu erkennen ist, verbleibt das gemessene Signal vor der Apertur und der internen Referenzen in der
SAW-stimulierten Probe im Bereich der Tiefkontrolle. Es findet in dem untersuchten Leistungsspektrum
Py € [4mW;64 mW)] keine durch SAW induzierte Erhéhung der intrazellularen ROS-Konzentration
statt. Morphologische Verdnderungen sind ebenfalls fiir Werte Py < 64 mW nicht feststellbar. Bei
sehr hoher HF-Leistung (Piy = 128 mW) findet jedoch eine Ablosung der auf der Apertur befindlichen
Zellen statt. Ursache der Zelldeadhésion sind vermutlich die durch die akustische Strémung induzierten
hohen Scherspannungen und die durch Verluste erzeugte Substraterwdrmung. Berechnet nach GI. 5.1
wird fiir einen beladenen SAW-Chip bei Py = 128 mW eine Temperaturerh6hung von AT = 4.7K
erreicht, die somit deutlich schidigend fiir die Zellkultur ist. Des Weiteren findet durch die Erwarmung
des kompletten Nahrmediums von Tomw = 36.6°C zu Tiogmw = 39.1°C eine Uberschreitung der
optimalen Kultivierungsbedingungen statt. Dies duflert sich in einem verlangsamten Zellwachstum,
was durch die verzogerte Wundheilung mit dem nach 24 h noch vorhandenen Zellspalt sichtbar wird.
Wegen der unvollstdndigen Wundheilung und der abgelosten Zellen werden die gemessenen Werte
der ROS-Konzentration bei Py = 128 mW nicht in die Betrachtung mit einbezogen und sind in der
Grafik Abb. 5.9. f)/g) grau hinterlegt. Dieser Leistungsbereich markiert einen Grenzwert, da bei noch
hohere Leistungen, z. B. Piy = 256 mW die komplette Zellkultur nekrotisch wird und sich weitrdumig
um die Apertur ablost.

Erwéhnenswert ist das Verhéltnis der ROS-Konzentration stimulierter Zellen im Schallpfad zur
korrespondierenden internen Referenz. Wie in Kap. 2.1.3. dargestellt, beschreiben ROS nicht nur den
zelluldren Stress, sondern fungieren ebenfalls als Signalmolekiile in der zelluldren Signaltransduktion.
Hierbei sind die ROS von besonderer Bedeutung in der Zellmigration, -proliferation und -adhésion, da
sie Signale von der Zelloberflache zu Signalproteinen in der Zelle weitergeben und so das Verhalten der
Zelle beeinflussen [240]. Die ROS-Konzentration verbleibt einerseits tiber das komplette Messspektrum
im physiologischen Bereich, andererseits nimmt diese jedoch im Schallpfad im bereits beschriebenen
optimalen Leistungsbereich von Py =4 mW bzw. 8 mW gegeniiber der internen Referenz zu (siehe

128



5.5. Mechanisch induzierte intrazellulare Reaktion

Abb. 5.9. g)). Die relative ROS-Konzentration ermittelt aus dem Quotienten der Apertur durch die
interne Referenz ist mit einem Wert von R = 1.12 4+ 0.1 bei iy =8 mW vor der Apertur gegentiber
der internen Referenz leicht erhoht. Dies kénnte durch eine Zellaktivierung, hervorgerufen durch die
SAW-Stimulation, bedingt sein. Da jedoch der verwendete Farbstoff unspezifisch auf alle Radikale
reagiert, ist eine gesicherte Riickfiihrung auf eine Erh6hung der Konzentration von korrespondierenden
Signalmolekiilen wie z. B. HoOs nicht moglich.

Die Messergebnisse verdeutlichen, dass die SAW unmittelbar keine negativen Einfliisse im gewéhlten
Leistungsbereich Py < 64 mW ausiibt. Die ROS-Konzentration verbleibt im normalen Bereich bei
SAW-stimulierten Zellen und deren internen Referenzen fiir die zuvor bestimmten idealen SAW-
Parameter.
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Abbildung 5.9:

Charakterisierung des SAW-induzierten Anstiegs intrazellulirer ROS. a) GroBflichige Phasenkontrastaufnahme des
Zellrasens nach dem Wundschluss. Farblich markiert sind die auszuwertenden Flichen (rot: Apertur, gelb: interne
Referenz). b)-d) Beispielhaftes Datenset bei Py =64 mW der je Messreihe erstellten Mirkoskopieaufnahmen: b)
Phasenkontrastaufnahme, Fluoreszenzaufnahme der c) Zellkerne und d) intrazellulire Konzentration reaktiver
Sauerstoffspezies. €) Phasenkontrastaufnahme des Zellrasens iiber der Apertur bei Py =128 mW. f) Vergleich der
normierten ROS-Konzentration relativ zur Hochkontrolle. g) ROS-Konzentration im Vergleich zur internen
Referenz. (Daten entnommen aus [212]).
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5.5.2. Beeinflussung des Zellwachstums — Proliferation

Der Wundheilungsprozess wird dominiert durch die Prozesse der Zellmigration und -proliferation.
Hierbei bildet vor allem die Zellproliferation durch die Bildung neuer Tochterzellen eine entscheidende
Komponente. Wie in Kap. 2.1.4. beschrieben, ist die Proliferation von Zellen streng kontrolliert
und wird durch externe Einfliisse wie mechanische Krifte, elektrische Felder, Kontakthemmung und
Wachstumsfaktoren, sowie weitere Mechanismen beeinflusst [128, 185, 241].

Da die observierte erhchte Flachenbelegungsrate durch eine Erhohung der proliferierenden Zellen
erklart werden konnte, wurde in Zusammenarbeit mit Kathrin Baumgartner [242] die Zellprolife-
ration der im Schallpfad befindlichen Zellen mit denen in der internen Referenz verglichen. Zur
Feststellung einer Verdnderung der Proliferation in der gesamten auf dem SAW-Chip befindlichen
Zellkultur wird zusétzlich eine gédnzlich unbehandelte externe Referenz mit betrachtet. Hierbei wird
erneut das Click-iT® EdU Imaging Kit (C10337, TF) verwendet. Nach Entfernung des CI wird
das Thymine-Analogon EdU dem Ndhrmedium beigefiigt und anschlieflend die zu behandelnden
Proben mit dem Signalgenerator verbunden. Eine detaillierte Beschreibung der Probenpréaparation
kann dem Herstellerprotokoll entnommen werden [184]. Fiir jeden Messpunkt im Leistungsspektrum
Py € [2mW; 128 mW] werden jeweils vier SAW-Proben und vier externe Referenzen angesetzt und
anschlieflend, soweit nicht anderweitig erwahnt, fiir ¢ =27 h mit einer SAW behandelt. Die Auswertung
findet vergleichbar zur Proliferationsmessung im Mikrokanal in Kap. 4.4.4. statt.

In Abb. 5.10. a) sind die Zellkerne der wihrend der Stimulationszeit neu proliferierten Zellen in einer
grofiflachigen Fluoreszenzaufnahme dargestellt. Deutlich sichtbar ist die IDT-Struktur in der Mitte
der Aufnahme. Die Einbuchtungen der Zellrasenkante in der oberen Hélfte der Aufnahme markieren
den Verlauf der ehemals zellfreien Fliache, wahrend der untere Abschnitt einen grofien Bereich des
urspriinglichen Zellrasens zeigt. Da die Proliferationsrate stark von der Zelldichte abhéangig ist, wird
im Rahmen der Proliferationsmessung das Zellwachstum im Spalt der kiinstlichen Wunde (vorne) und
innerhalb des konfluenten Zellrasens (hinten) vermessen. Wahrend Zellen innerhalb des Zellrasens
sich stets im konfluenten Zellverband befinden und dort eine hohe Zelldichte vorliegt, sinkt durch
Entfernung des CI die Zelldichte durch Zellmigration fiir Zellen an der Zellrasenkante.

In Anlehnung an die ROS-Messungen sind die auszuwertenden Bereiche mit farblichen Rechtecken
markiert (Az=300pm, Ay=650um). Rot markiert hierbei den vorderen und blau den hinteren
stimulierten Bereich der Apertur. Gelb und griin beschreiben jeweils die korrespondierenden internen
Referenzen beidseitig auflerhalb des Schallpfades. Die Mikroskopieaufnahmen in Abb. 5.10. b)-d) zeigen
einen kleinen Ausschnitt des Zellrasens nach dem Wundschluss im vorderen Bereich der Apertur.
Wiéhrend die Phasenkontrastaufnahme in b) zur Sicherstellung der Qualitéit des Zellrasens verwendet
wird, zeigen die Aufnahmen Abb. 5.10. ¢) die Gesamtheit aller Nuklei des Zellrasens und d) die
Zellkerne mit einer neu synthetisierter DNA. Die statistische Evaluierung der markierten Bereiche
erfolgt analog zu den ROS-Messungen.

Abb. 5.10. g)-h) zeigen die absolute Proliferationsrate in Abhéngigkeit der eingekoppelten HF-Leistung
Py im vorderen und hinteren Bereich, sowie in den korrespondierenden internen und den externen
Referenzen. Die grau hinterlegte Fliache beschreibt den Mittelwert mit Standardabweichung der Proli-
ferationsrate aller externen Referenzen, um tagesabhingige Fluktuationen auszugleichen. Abb. 5.10. 7)
stellt den leistungsabhéngigen Verlauf der relativen Proliferation zwischen dem vorderen und hinteren
Bereich im Schallpfad des IDTs dar. Dies dient zur Darstellung eines Unterschiedes der Proliferation
von Zellen an der Zellrasenkante zu jenen im konfluenten Zellrasen. In Abb. 5.10. j)-k) wird die
Proliferationsrate der behandelten Proben mit der unbehandelten externen Referenz verglichen. Da
die Zellproliferation von der aktuellen Zelldichte abhéngig ist, ist die post-mitotische Zellflache in der
unbehandelten externen Referenz in Abb. 5.10. ) aufgetragen.
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Wie in den Abbildungen Abb. 5.10. g) und h) dargestellt, ist der Verlauf der absoluten Proliferation
X.ps im stimulierten Bereich des Schallpfades sowohl im vorderen als auch im hinteren Bereich des IDTs
fast iiber das gesamte Leistungsspektrum identisch zur internen Referenz. Die Proliferationsrate X,ps
ist jedoch vor allem im vorderen Bereich deutlich gegeniiber der externen Referenz erhoht und besitzt
ein markantes Maximum von Xaps saw (8mW) = 0.88 £ 0.05 bzw. Xaps-int.Ret.(8mW) = 0.86 + 0.05
verglichen mit X,ps ext.Ref. (8MW) = 0.68 £ 0.12 (Abb. 5.10. g)). Des Weiteren ist ein signifikanter
Abfall der Proliferationsrate im Schallpfad des IDTs bei einer Leistung von Piy =128 mW feststellbar.

Auf Basis der vorliegenden Daten ist keine signifikante Erhéhung der Zellproliferation im Schall-
pfad gegeniiber der internen Referenz feststellbar. Im Vergleich zur externen Referenz ist jedoch
iiber einen weiten Leistungsbereich zwischen Py =4 mW -64 mW ein deutlicher Zuwachs sichtbar
(Abb. 5.10. j)). Die zur externen Referenz gebildete relative Proliferation der SAW-stimulierten Probe
erreicht ein signifikantes Maximum bei Py =8 mW mit X;o1gaw (8 mW)=1.29 + 0.23 mit einem
Signifikanzniveau von pgw = 0.049. Der dargestellte Verlauf, insbesondere bei Py =4 mW und 8 mW,
entspricht exakt dem Maximum der Stimulationseffizienz E im Wound-Healing-Assay in Abb. 5.6.
d). Im Gegensatz zur internen Referenz mit X o) int rer. (128 mW) =0.98 £ 0.36 sinkt bei einer sehr
hohen Leistung von Py =128 mW die relative Proliferation vor der Apertur auf einen Wert von
Xrel—SAW(128 InW) =0.68 = 0.25.

Im Gegensatz zu Zellen an der Zellrasenkante ist fiir Zellen im Zellrasen keine deutliche Erhohung
der Proliferationsrate zur externen Referenz iiber ein weites Leistungsspektrum feststellbar. Wie in
Abb. 5.10. k) sichtbar, schwankt der Wert X, stets um 1.0. Eine Ausnahme bildet der Wert bei
Pin =4mW mit einer deutlichen Erhohung auf X, saw =1.55 + 0.51 (pgmw =0.027). Analog zum
vorderen Bereich findet ebenfalls im Zellrasen eine Verringerung der Proliferationsraten bei sehr hohen
Leistungen (Piy =128 mW) auf einen Wert von Xye.saw =0.13 £ 0.05 statt.

Im Gegensatz zur Zellrasenkante unterliegt die Proliferationsrate besonders im inneren Bereich des
Zellrasens einer starken Streuung von X ext.ref = 0.38 £ 0.20. Die Proliferationsrate an der Zellra-
senkante ist jedoch stets hoher mit X e ref = 0.68 £ 0.07 als fiir Zellen im Inneren. Das direkte
Verhéltnis zwischen vorne und hinten ist in Abb. 5.10. i) aufgetragen. SAW-induzierte Effekte konnen
fiir die unterschiedlichen Proliferationsraten in beiden Bereichen ausgeschlossen werden, da der Verlauf
der relativen Proliferation hinten/vorne in der externen Referenz identisch zur SAW-stimulierten
Probe ist. Somit ist dieser Effekt vermutlich abhéngig von der Tagesform und Viabilitdt der Zellen
sowie der lokalen Zelldichte. Besonders die Zelldichte unterscheidet sich fiir den vorderen und hinteren
Bereich. In Abb. 5.10. 1) ist die post-mitotische Fliache pro Zelle dargestellt. Die pro Zelle zur Verfiigung
stehende Fliche ist nach dem Wundschluss im vorderen Bereich der Apertur stets gréfler als im
Zellrasen. Die starken Schwankungen im vorderen Bereich werden durch unvermeidbare Unterschiede
in der individuellen Probenpraparation (bspw. Schwankungen in der Zelldichte der Zellsuspension oder
Tagesform-abhéngige Zellviabilitét) hervorgerufen. Im Zellrasen ist die belegbare Fldche nahezu tuber
alle Experimente konstant und schwankt um einen Wert von A = 200pum?. Puliafito et al. berichten,
dass die Zellteilungsrate von MDCK-II-Zellen direkt von der belegbaren Fliache pro Zelle abhéingig
ist [128]. Aufgrund der Kontakthemmung nimmt die Zellteilungsrate bei der Unterschreitung einer
kritischen Zellfache von Ay, = 200 pm2 drastisch ab. Da fiir Zellen an der Zellrasenkante durch
Entfernen des CI mehr Fliche zur Verfligung steht, proliferieren diese mehr als Zellen im konfluenten
Zellrasen, welche bereits die kritische Flache Ay, erreicht haben. In den Phasenkontrastaufnahmen
der Abb. 5.10. ¢) und f) ist der Zellrasen sowie die Zellgrenzen im vorderen und hinteren Bereich 27h
nach Entfernen des CI abgebildet. Im vorderen Bereich ist die Fliche mit A = 193 um? gréfier als
im Zellrasen mit A = 170 um?. Das Auftreten der sogenannten ,Zellkuppeln® in Abb. 5.10. f) (blau
markierte Flachen) wird auf die erhéhte Zelldichte und den somit steigenden Druck innerhalb des
Zellrasens zuriickgefiihrt.
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Das Phianomen der Kontakthemmung kann zudem den markanten Abfall der Proliferationsrate bei
Py =16mW und 32mW in Abb. 5.10. j) erkliren. Bei diesen Experimenten lag priaparationsbedingt
eine sehr hohe Zelldichte vor, was vermutlich zur Unterschreitung der kritischen Zellfliche und somit
zu einer Verringerung der Proliferationsrate gefiihrt hat.

Im Gegensatz hierzu ist die signifikante Erhohung der Proliferationsrate im Zellrasen mit

Xrel.saw = 1.55 + 0.51 (pgmw =0.027) bei Pix =4 mW hervorzuheben, obwohl die belegbare Flache
stets um Ay, schwankt. Dies korreliert mit der erhéhten Effizienz E bei dieser Leistung und lésst
einen Riickschluss auf SAW-bedingte Effekte zu.

Die hier vorgestellten Daten demonstrieren eindeutig den positiven Einfluss akustischer Oberflachen-
wellen auf die Zellproliferation in der kompletten Zellkultur eines SAW-Chips. Die durch die SAW
induzierten Effekte fithren zu einem signifikanten Anstieg der Proliferation um 29 % =+ 23 % gegeniiber
der unbehandelten externen Referenz. Die Tatsache, dass die interne Referenz den selben Verlauf
aufweist wie die stimulierte Probe im Schallpfad, weist auf einen stromungsinduzierten Effekt hin.
Wie in Abb. 5.8. b) dargestellt, wird das Medium durch die akustische Strémung auch in der internen
Referenz aktiv umgewélzt [148]. Dies fithrt zu einer Erhohung des Nahrstoff- und Gasaustausches der
Zellen verglichen zur diffusionslimitierten statischen Kultur [243].

Der starke Abfall der Proliferationsrate bei sehr hohen Leistungen (Prny =128 mW) kann durch unter-
schiedliche Effekte hervorgerufen werden. So kann die niedrige Proliferationsrate durch den Verlust
proliferierender Zellen durch hohe Scherspannungen erklart werden. Wahrend Zellen in der Interphase
stark mit der Substratoberfliche verbunden sind, 16sen diese ihre Substratkontakte durch Bildung einer
kugelformigen Struktur wihrend der M-Phase weitgehend auf [244]. Die wirkenden Scherspannungen
von 7 =~ 0.47 dyn/cm2 bei einer Flussgeschwindigkeit von v,s =1.2mm/s bei Py =128 mW sind
anscheinend ausreichend, um mitotische Zellen in der Umgebung der Apertur zu entfernen. Der
Verlust proliferierender Zellen resultiert somit in eine Verringerung der absoluten Proliferationsrate.
Des Weiteren koénnen, wie bereits in den ROS-Messungen erklart, temperaturinduzierte Effekte das
Zellwachstum deutlich beeintréchtigen.

Dass die Zellproliferation durch akustische Oberflichenwellen manipuliert werden kann, wurde bereits
von Greco et al. demonstriert [245]. Durch die Verwendung zweier definierter Leistungspegel wurde fiir
niedrige Leistungen kein Effekt der SAW festgestellt, wahrend fiir hohe Leistungen die Proliferation der
Zellen gegeniiber einer Kontrolle um 36 % + 12 % erhoht war. Die relative Proliferation in Abb. 5.10.
g) lasst nun den Riickschluss zu, dass die Effektivitdat der Beeinflussung der Proliferation in Leis-
tungsbereiche eingeteilt werden kann. Wahrend die Proliferation fir niedrige Leistungen Py <2mW
identisch zur externen Referenz ist, steigt diese fiir Leistungen Pixy >4 mW an und verbleibt auf einem
nahezu konstanten Wert von X c.saw = 1.22 & 0.07 (exkl. X,o.saw(32mW)). Eine proportionale
Leistungsabhéngigkeit der Proliferationsrate zur eingekoppelten Leistung Piy ist nicht feststellbar.
Wird ein Leistungsgrenzwert erreicht, ist die Proliferation erhéht und verbleibt konstant. Uberschreitet
Py einen weiteren Grenzwert mit Py > 64 mW, kehrt sich dieser Effekt um und die Proliferation der
Zellen wird unterdriickt.

Die Tatsache, dass die komplette Kultur positiv durch die SAW beeinflusst wird, schliefit eine erhohte
Proliferation als Ursache fiir die gesteigerte Stimulationseflizienz E aus. Die im Schallpfad stimulierten
Zellen proliferieren nicht mehr als Zellen in der internen Referenz. Da nun ROS und Proliferation
als Ursache ausgeschlossen wurden, soll im nichsten Abschnitt die Beeinflussung der Aktivitdt von
Membranproteinen durch SAW untersucht werden.
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Abbildung 5.10:

Bestimmung der durch SAW beeinflussten Zellproliferation. a) Fluoreszenzaufnahme der Nuklei proliferierter Zellen
auf einem SAW-Chip nach dem Wundschluss. Farbliche Markierung der auszuwertenden Flichen: Rot: Apertur -
Vorne, Gelb: interne Referenz - Viorne, Blau: Apertur - Hinten, Griin: interne Referenz - Hinten. b) - d) VergréBerte
Mikroskopieaufnahmen der kiinstlichen Wunde nach Wundschluss im b) Phasenkontrast, c) alle vorhandenen
Zellkerne und d) der neu proliferierten Zellen. e)/f) Phasenkontrastaufnahme und Zellgrenzen des konfluenten
Zellrasens. e) MDCK-II-Zellen bei niedriger Zelldichte (Wunde) und f) bei hoher Zelldichte mit sich ausbildenden
Zellkuppeln (blaue Bereiche). g)/h) Absolute Proliferation Xans(Pin im vorderen und hinteren Bereich des IDTs. i)
Relative Proliferation im Zellrasen und an der Zellrasenkante. j)/k) SAW-stimulierte Proben im Vergleich zur
externen Referenzen. |) Mittlere Flache pro Zelle in der unbehandelten externen Referenz im vorderen und hinteren

Bereich der Apertur. Kultivierungsdauer fiir die einzelnen Messpunkte bei Py =16 mW t =22 h, sonst t =27 h.
(Daten entnommen aus [212]).
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5.5.3. Rolle der Membranproteasen

Nach Ausschluss einer erhéhten Proliferation oder einer ROS-bedingten zelluldren Reaktion auf die
SAW-Stimulation wird in diesem Abschnitt die Beeinflussung von Enzymen und deren Aktivitdt durch
akustische Oberflaichenwellen untersucht. Hierbei bildet die Intramembranproteolyse-vermittelnde
Aspartylprotease ,,Signal Peptide Peptidase 3“ (SPPL3) ein ideales Modellsystem. SPPL3 verén-
dert durch proteolytische Spaltung von Glycosyltransferasen das zellulidre Glykosylierungsmuster
(N-Glykosylierung) und somit die zelluldre Aktivitdt und Funktion [246]. Membran-Glykoproteine
vermitteln wichtige Funktionen der eukaryotischen Zelloberfliche und sorgen beispielsweise fiir die Zell-
Zell-Erkennung und die Adhésion von Zellen. Zur Untersuchung werden drei verschiedene mit siRNA
transfizierte HEK293 T-RExT™-Zelllinien verwendet. Wihrend bei der Zelllinie HEK293- TR (TR) die
Expression von SPPL3 unveréindert ist (Wildtyp), liegt bei der Linie HEK293- KO (KO, knockout)
keine SPPL3-Expression vor. Hierbei wurde durch Modifikation der Gensequenz die Expression von
SPPL3 in der KO-Zelllinie deaktiviert. Im Gegensatz hierzu findet in der Zelllinie HEK293-HI (HI)
eine durch Doxycyclin (DOX) induzierte Uberexpression des SPPL3-Proteins statt. Eine konstante
SPPL3-Uberexpression wire schidlich fiir die Zellen, sodass das SPPL3-Gen in das TREx-System
eingebracht wurde, um eine kontrollierte Expression zu erreichen.

SPPL3 schneidet proteolytisch die Ektodoméne diverser membranstidndiger Glykosidasen und Gly-
kosyltransferasen, wodurch diese als deaktiviert gelten. Da Glykosidasen und Glykosyltransferasen
fiir die Proteinglykosylierung verantwortlich sind, fithrt somit eine SPPL3-Uberexpression zu einer
Hypoglykosylierung und ein Fehlen bzw. eine Reduktion von SPPL3 zu einer Hyperglykosylierung.
Dies fithrt schliellich zu einer stérkeren Adhésion fir die KO bzw. verminderten Adhésion fiir die HI
im direkten Vergleich zur TR.

Mittels dieser Zelllinien gilt es zu untersuchen, ob durch die Verwendung akustischer Oberflichenwellen
die Aktivitdt der Protease SPPL3 verdndert werden kann. Liegt eine Beeinflussung der Enzymak-
tivitdt durch SAW vor, so weisen Zellen im Schallpfad eine zur internen Referenz verschiedene
N-Glykosylierung der Zellmembran auf. Dies sollte sich in einer verdnderten Zelladhésion und somit
Migration duflern.

Die Vermessung der Zellmigration erfolgt erneut im Rahmen eines Wound-Healing-Assays. Hierfiir
werden fiir jeden Messtag drei SAW-Chips mit einer TR-, KO- und HI-Zellkultur angesetzt. Da die
Generationszeiten der Zelllinien verschieden sind, wird die Zelldichte der Zellsuspension angepasst.
Durch die Verwendung folgender Zellkonzentrationen wird ein konfluenter Zellrasen fiir jede Zellli-
nie beim Start des Experiments erreicht. Die Werte sind in tausend Zellen pro hundert Mikroliter
angegeben (1000/100ul): TR: 80, KO: 60, HI: 100. Nach der Aussaat der Zellen in den CI werden
diese fiir 48 h inkubiert. 24 h vor Entfernen des CI wird das Nahrmedium durch ein mit DOX ange-
reichertes Nahrmedium ausgetauscht. DOX induziert nun die Expression der proteolytisch aktiven
SPPL3-Protease in der HI-Zelllinie. Nach der 24-stiindigen Inkubation werden die Membranproteine
modifiziert und durch die Entfernung des CI wird die Messung gestartet. Fiir die HF-Leistung Pin
wird der fiir MDCK-II-Zellen zuvor als optimal erwiesene Leistungspegel von Py =8 mW verwendet.
In einer Versuchsreihe werden alle Zelltypen parallel untersucht und die Messung in drei unabhingigen
Experimenten wiederholt.

In Abb. 5.11. sind die Ergebnisse des Wound-Healing-Assays bei einer HF-Leistung von Py =8 mW
dargestellt. In Abb. 5.11. a) ist die jeweilige Migrationsgeschwindigkeit v,z der Zellen in % pro
Stunde aufgetragen und in Abb. 5.11. b) die Stimulationseffizienz F als Ma$ fir das Verhéltnis der
Flachenbelegungsraten der Apertur zur internen Referenz. Bereits in Abb. 5.11. a) sind deutliche
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelllinien erkennbar. Wie zu erwarten war, zeigt die Migrati-
onsgeschwindigkeit der Zellen eine Abhéngigkeit vom Glykosylierungsstatus der Membranproteine.
Wihrend die hypoglykosylierten HI-Zellen eine verringerte Migrationsgeschwindigkeit gegeniiber der
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Kontrolle aufweisen, fithrt eine Hyperglykosylierung (KO) zu einer deutlich gesteigerten Migrati-
onsgeschwindigkeit. Dies weifit darauf hin, dass glykosylierte Membranproteine fiir eine effektive
Migration essentiell sind. Besonders hervorzuheben ist jedoch die ermittelte Stimulationseffizienz E
der unterschiedlichen Zelllinien. Wahrend in TR und HI die Flichenbelegungsrate gegeniiber der
internen Referenz erhoht ist und die Stimulationseffizienz bei HI sogar einen maximalen Wert von
E = 1.5 £+ 0.3 erreicht, ist keine signifikante Verdnderung fiir die Zelllinie KO feststellbar. Die ein-
deutige Abhéngigkeit der Stimulationseffizienz E von dem SPPL3-Expressionsverhalten der einzelnen
Zelllinien lasst auf eine Korrelation der Effizienz der SAW-Stimulation mit der Proteaseaktivitat
bzw. dem Glykosylierungszustand der Zellmembran schlieen. So kénnte die Effizienz zum einen
vom Zellmembran-Substrat-Abstand abhéngig sein. Je grofler der Zellmembran-Substrat-Abstand
bedingt durch einen hoheren Glykosylierungsgrad ist, desto geringer ist die effektive Stimulation durch
die SAW. Dies ist sichtbar an der Abnahme von E bei steigender Glykosylierung der Zellmembran
(B > Err > Exo). Zum anderen konnte aber auch eine direkte Verdnderung der Zellmembranglykosy-
lierung durch SAW-Stimulation vorliegen, was auf eine Beeinflussung der Membranprotease-Aktivitat
zuriickgefithrt werden kénnte. Die SPPL3-Aktivitdt miisste hierbei durch die SAW-Stimulation redu-
ziert werden, was zu einer Erhéhung der Glykosylierung der Membranproteine und somit zu einer
schnelleren Migration im Schallpfad fithren wiirde. Diese Hypothese ist im Einklang mit dem Verhalten
der HI-Zelllinie. Dies gilt ebenso fiir den Wildtyp ( TR-Zelllinie), jedoch weniger ausgeprigt. Da bei HI
eine hohere Expressionsrate von SPPL3 als bei TR vorliegt, wire der durch SAW verursachte Effekt
hoher, da mehr Proteine in HI beeinflusst werden. Das unverdnderte Verhalten bzw. der deutlich
abgeschwichte Effekt fiir die KO-Zelllinie konnte auf das fehlende SPPL3-Protein zuriickgefiihrt
werden, da hier keine Beeinflussung des zelluldren Glykosylierungsmusters stattfinden kann.

Die dargelegten Daten legen eine Einflussnahme auf intrazelluldre Mechanismen durch akustische
Oberflichenwellen nahe. Jedoch muss in zukiinftigen Studien anhand biochemischer Analysen die
direkte Beeinflussbarkeit der Enzymaktivitat durch SAW erbracht werden, z. B. durch Untersuchung
einer Zelllinie mit {iberexprimierter, aber durch Mutation inaktiver SPPL3-Proteasen.
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Abbildung 5.11:

Beeinflussung der SPPL3-Protease durch SAW in Zelllinien mit unterschiedlichen Expressionsverhalten:

TR - Wildtyp, HI - Uberexpression, KO - unterdriickte Expression. a) Absolute Migrationsgeschwindigkeit Vpmig in
(%/h). b) Stimulationseffizienz E einer SAW bei Py =8 mW. Deutlich sichtbar ist der SAW-bedingte Effekt auf
die Effizienz in Abhingigkeit der SPPL3-Expression.
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5.6. Diskussion

Die erhéhte Wundheilungsrate im Schallpfad eines SAW-Chips konnte durch den Ausschluss einer
erhohten Proliferation, elektrischer Wechselfelder und einwirkender Scherspannungen als Stimulati-
onsursache auf die mechanische Komponente der SAW zuriickgefihrt werden. Zusdtzlich konnte eine
spannende Korrelation der SAW mit der Glykosylierung der Zellmembran beobachtet werden.

Die hier dargestellten Ergebnisse demonstrieren eindrucksvoll die erfolgreiche Stimulation von Zellkul-
turen durch akustische Oberflichenwellen. Im Rahmen eines wohldefinierten Wound-Healing-Assays
konnte im Schallpfad des IDTs fiir einen bestimmten Leistungsbereich eine signifikant erhéhte Wundhei-
lungsrate um bis zu 135 % festgestellt werden. Die erhohte Wundheilung kann durch unterschiedlichste
Mechanismen bestimmt sein, wie beispielsweise erhéhte Proliferation oder Zellaktivitdt in Form von
beschleunigter Zellspreitung oder -migration. Bereits in vorangegangen Studien wurde gezeigt, dass
eine beschleunigte Zellspreitung und Zellmigration im Gegensatz zur Proliferation als Hauptmechanis-
mus fiir den Wundheilungsprozess bei in vitro-Wound-Healing- Assay-Studien angesehen werden kann
[247, 248].

Diese Annahme kann durch die Proliferationsmessung bestétigt werden. Da durch die SAW eine
erhohte Proliferation in der gesamten Zellkultur auf dem SAW-Chip, anstatt lokal im Schallpfad
des IDTs auftritt, kann eine erhdhte mitotische Aktivitat als Ursache der gesteigerten Wundheilung
im Schallpfad ausgeschlossen werden. Nichtsdestotrotz fithrt die Proliferationssteigerung zu einer
erh6hten Wundheilung im direkten Vergleich zu einer externen Referenz. Daher verbleibt nur noch
die Zellaktivitat hinsichtlich der Zellmigration und -spreitung als stimulierter Mechanismus fiir den
observierten Effekt.

Die Griinde fiir eine Erhohung der Zellmigration konnen vielfaltig sein. Diese wird beeinflusst durch
Signalmolekiile, das Stadium der Zellaktivierung, ROS oder durch exogene Kréfte. Im Falle einer
kiinstlichen Wunde im konfluenten Zellrasen werden Signalmolekiile und Wachstumsfaktoren durch
Zellen an der Zellrasenkante ausgeschiittet, wodurch die Zellmotilitat der Zellkultur erhéht wird [249].
Da jedoch durch die Leaky-SAW ein laminarer Fluss in Richtung des IDTs vorliegt, werden durch
Zellen ausgeschiittete Chemokine zur IDT-Seite transportiert. Durch die Konzentrationssteigerung der
Chemokine sollte die Migration auf der IDT-Seite erhoht sein. Da jedoch auf beiden Seiten des Spaltes
eine erhohte Wundheilung vorliegt (vgl. Abb. 5.8. ¢)), ist es unwahrscheinlich, dass die Zellmigration
durch Chemokine beeinflusst wird.

Neben den Chemokinen kénnen sich ROS ebenfalls auf die Zellmigration auswirken. Aufgrund der feh-
lenden Sensitivitdt gegeniiber Hydroperoxiden und dem geringen Unterschied der ROS-Konzentration
im stimulierten Bereich gegeniiber der internen Referenz konnte ein signifikanter Beitrag nicht festge-
stellt werden.

Die durch die Leaky-SAW hervorgerufenen Scherspannungen sind vor allem in den hohen Leistungs-
bereichen mit Py > 32mW nicht mehr zu vernachlassigen und kénnen daher als Ursache fiir die
Zellstimulation in Betracht gezogen werden. Scherspannungen wirken unter anderem als wichtige
Modulatoren fiir Endothelzellen, beeinflussen zelluldre Funktionen wie Elongation und Permeabi-
litdt, die Ausbildung von Aktin-Stressfasern, die Ausschiittung von chemischen Lockstoffen (engl.
Chemoattractants) oder die Aktivierung von G-Proteinen [250, 251]. Jedoch héangt die zellulare Art
der Beeinflussung von der Groéflenordnung der auf die Zellkultur einwirkenden Scherspannungen
ab: Aktivierung von Proteinkinasen (>0.5dyn/cm?) [252], gerichtete Zellmigration (>3 dyn/cm?)
[253], Anderungen in der Morphologie und Orientierung (> 8dyn/cm?) [234, 235], Ausschiittung von
Chemoattractants (>9.8 dyn/cm?) [254] oder gar die Unterdriickung der Apoptose (> 15dyn/cm?)
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[255]. Beziiglich der Zellmigration konnten Hsu et al. bereits erfolgreich zeigen, dass die Migrationsge-
schwindigkeit im laminaren und turbulenten Fluss bei hohen Scherspannungen (> 17 dyn/cm?) an der
Zellrasenkante gegeniiber einer statischen Kultur erhtht ist [256]. Besonders der laminare Fluss fordert
die Zellmigration durch Auflésung der Zell-Zell-Kontakte, unterstiitzte Dynamik der Bildung fokaler
Adhésionspunkte, sowie mechanischer Schubkréfte. Des Weiteren stimulieren hohe Scherspannungen
intrazelluldre Signalwege, wie die der kleinen GTPasen der Rho-Familie, sowie Tyrosinkinasen, welche
direkt die Zellmotilitdt beeinflussen.

Laut einschlagiger Literatur ist die bei der SAW-Stimulation maximal wirkende Scherspannung mit
7 = 0.07dyn/ cm? in dem Leistungsbereich der maximalen Stimulationseffizienz E mit Piy =4-8 mW
zu gering, um Zellen merklich zu stimulieren. Wére der beobachtete Effekt eine Konsequenz aus der auf
die Zellkultur einwirkende Scherspannung, so miissten die absoluten Werte der Flachenbelegungsrate
mit steigender Leistung ebenfalls steigen. Abb. 5.8. b) zeigt auf, dass in der internen Referenz bei
Leistungen Pin > 32mW ebenfalls Gréflenordnungen der Scherspannungen identisch zu denen vor
der Apertur im Schallpfad bei Py =8 mit 7 &~ 0.07dyn/ cm? vorliegen. Ein scherspannungs-bedingter
Effekt ist jedoch nicht der Fall, da die gemessene Flachenbelegungsrate in der internen Referenz
stets iiber dem gesamten Leistungsbereich nahezu konstant verbleibt. Des Weiteren miisste ein Riick-
gang der Effizienz E erst bei Piy > 32mW feststellbar sein und nicht bereits bei Piy > 16 mW.
Letztlich sollte bei hohen Leistungen durch die starker auftretenden negativen Einfliisse Werte mit
E < 1 erreicht werden, da auf der einen Seite das Wachstum der Zellen im Schallpfad unterdriickt
und auf der anderen Seite in der internen Referenz positiv beeinflusst wird. Dies tritt jedoch fiir
keinen Leistungsbereich auf und die Effizienz ist stets £ > 1. Aufgrund des frithen Abfalls der
Effizienz F fir Leistungen Py > 16 mW und des fehlenden Anstiegs der Flachenbelegungsrate in
den internen Referenzen kann eine Zellaktivierung durch Scherspannungen im Bereich Py € [4 mW;
8 mW] definitiv ausgeschlossen werden. Fiir Werte Py > 32 mW mit einer effektiven Scherspannung
von 7 > 0.2dyn/ cm? im Schallpfad ist es jedoch moglich, dass die einwirkenden Scherspannungen
nicht mehr l&nger vernachldssigbar sind. Zellen konnten, wie oben beschrieben, beispielsweise durch
Aktivierung der Proteinkinasen stimuliert werden. Jedoch treten hier die bereits erwdhnten negativen
Effekte wie die Temperaturerhohung des Nahrmediums auf.

Die durch die Einkopplungsverluste hervorgerufene Substraterwérmung fiihrt fiir das hier betrachtete
System bei Leistungen Py < 100mW zu einem linearen Anstieg der Temperatur mit der einge-
koppelten Leistung: AT = 37mK/mWAPy. Bei der Uberschreitung eines Leistungspegels von
Py > 32mW wird die physiologische, afebrile Temperaturschwankung von AT =~ =+ 1K sowohl
in unmittelbarer Ndhe zur Apertur als auch im Bulk iiberschritten (vgl. Abb. 5.7.). Des Weiteren
korreliert die Abnahme der Effizienz F bei Py > 16 mW mit der maximal zulassigen Schallintensitét
von Iys =1W/cm? in der konventionellen US-Therapie. In dem verwendeten IDT-Design wird die
Intensitit Isaw =1 W/cm? bereits bei einer eingekoppelten Leistung von Py = 13.6 mW erreicht.
Diese Effekte konnen letztlich bei hohen Leistungen zu einer Beeintriachtigung des Zellwachstums vor
der Apertur und in der kompletten Zellkultur fithren.

Aufgrund der hier dargelegten Griinde kann ein Beitrag der Proliferation, Scherspannung und der
ROS als Hauptursache fiir die erhohte Effizienz bei niedrigen Leistungspegeln ausgeschlossen werden.
Somit verbleibt der Mechanismus der elektrischen und mechanischen Stimulation bedingt durch die
akustische Oberflichenwelle als einzige Stimulationsursache.

Bereits in vorangegangen klinischen Studien wurde bewiesen, dass neben der mechanischen Stimu-
lation in der US-Therapie auch elektrische Wechselfelder heilungsférdernde Auswirkungen auf das
Gewebe bewirken kénnen. So konnte erfolgreich gezeigt werden, dass durch elektrische Wechselfelder
im niederfrequenten Bereich (10-90 Hz) eine erhohte Heilungsrate von Knochenbriichen erzielt werden
kann [224, 257]. Zusétzlich wurden entziindungshemmende und heilungsférdernde Reaktionen im
Gewebe bei hochfrequenten elektrischen Feldern (27 MHz) festgestellt [225]. Adhérente Zellen in
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der Umgebung des IDTs und entlang des Schallpfades werden durch das mit der SAW verkniipfte
elektrische Feld stimuliert. Sofern der Effekt durch das elektrische Feld hervorgerufen wird, sollte bei
der Referenzfrequenz f,of =100 MHz ebenfalls ein positiver Einfluss auf das Zellwachstum feststellbar
sein. Bei dieser Frequenz wird keine SAW, jedoch ein zur SAW &hnliches elektrisches Wechselfeld
in der Umgebung des IDTs erzeugt. Da jedoch kein Effekt bei niedrigen Leistungen feststellbar ist
und die Zellen in der Umgebung der Apertur ein zur internen Referenz identisches Zellwachstum
aufweisen (vgl. Abb. 5.6.), kann die elektrische Komponente der akustischen Oberflichenwelle ebenfalls
ausgeschlossen werden.

Der systematische Ausschluss der verschiedenen Einflussfaktoren fiihrt die Ursache des positiven
Zellwachstums eindeutig auf die mechanische Komponente der akustischen Oberflichenwelle zuriick.
Hier stellt sich jedoch die Frage, wie die Zellen auf eine mechanische Stimulation reagieren. Durch
die Substratauslenkung erfahren Zellen entlang des Schallpfades mechanische Vibration, Druck- und
Deformationskréfte. Da die meisten Zellen mechanosensitiv sind [258, 259], kann von einer zelluldren
Antwort auf die mechanischen Reize ausgegangen werden. Eine moégliche zelluldre Reaktion wére die
Anderung der intrazelluliren Kalziumkonzentration [Ca®t];. Intrazellulédres freies Kalzium [Ca®T];
nimmt eine wichtige Rolle als sogenannter second messenger in den intrazelluldren Signalwegen ein
[260]. Studien belegten den Anstieg von [Ca®"]; induziert durch die mechanische Reizung und Deforma-
tion der Zellmembran mit einer Mikrosonde [261-263]. Stehen Zellen in direktem Kontakt zueinander,
wie beispielsweise durch ,,Gap-junctions”, zeigen angrenzende, nicht-stimulierte Zellen ebenfalls einen
Anstieg der [C32+]i—Konzentration. In einem konfluenten Zellrasen propagiert diese Kalzium-Welle bis
zu einem Radius von 4- 6 Zellen oder einer Distanz von bis zu 100 um [261]. Da [Ca®"]; essentiell fiir
die Regulation der Zellmigration ist (siehe hierzu: Artikel: [264, 265], Reviews: [260, 266, 267]), kann
die mechanisch induzierte Kalziumfreisetzung als plausible Ursache der erhéhten Zellbeweglichkeit
in Erwigung gezogen werden. Die Transmission der Ca?'-Antwort iiber Zellgrenzen hinweg kann
ebenfalls die erhohte Migrationsgeschwindigkeit der nicht-stimulierten Zellen in unmittelbarer Néhe,
allerdings aulerhalb des Schallpfades der Apertur, erkliren (Bystander-Effekt). Demgegeniiber sind
Zellen in der internen Referenz zu weit entfernt (> 1mm), um durch die SAW beeinflusst zu werden.
Ein weiterer Hinweis fiir die mechanische Komponente ist die Beeinflussung der Enzymaktivitit von
SPPL3. Mechanische Krifte, sowie second messenger wie [Ca®t]; kénnen die Enzymaktivitit und
die Genexpression beeinflussen [268, 269]. Dies wurde bestétigt durch die eindeutige Abhéngigkeit
der Effizienz E der SAW-Stimulation von der Expression des SPPL3-Enzyms (vgl. Abb. 5.11.). Der
Anstieg der Effizienz mit steigender SPPL3-Konzentration weist auf eine Beeinflussbarkeit des Enzyms
durch eine SAW hin.

Die Stimulationseffektivitdt ist jedoch stark abhéngig von der gewdhlten Wellenmode. Wéahrend ein
signifikanter Anstieg von E bei der Verwendung der Rayleigh-Welle feststellbar ist (vgl. [211]), ist
keine Stimulation bei Scherwellen mit identischen IDT-Parametern zu erkennen (vgl. Abb. 5.4.).
Dies deutet auf die Notwendigkeit einer vertikalen Substratauslenkung hin. Da der Wellentyp der
Scherwelle horizontal polarisiert ist und somit in der Ebene schwingt, erfahren Zellen aufgrund der
fehlenden vertikalen Substratauslenkung keine Vibration. Die ineffektive Stimulation bei Scherwellen
schlieit ebenfalls eine elektrisch bedingte Stimulation aus, da auch bei Scherwellen ein elektrisches
Feld propagiert, Zellen jedoch nicht stimuliert werden.

Letztlich kann die mechanische Komponente auch den beobachteten Effekt der verringerten Effi-
zienz bei der gepulsten SAW erklaren. Zellen reagieren durch Adaption auf duflere Kréfte, indem
sie ihr Zytoskelett umstrukturieren oder ihre Zellform dndern [270]. So ist z. B. die Steifigkeit des
Zytoskeletts direkt proportional zur angelegten externen Kraft [271]. Neben der absoluten Kraft ist
die Zeitkonstante ein wichtiger Faktor. Abhéngig vom Kraftstof§ reicht die zelluldre Reaktion von einer
instantanen viskoelastischen Antwort tiber die adaptive Versteifung der zelluldren Adhésionsstrukturen
bei konstantem Zug (> 15 Sekunden) bis hin zur einer umfassenden zelluldren Umstrukturierung und
Umpositionierung bei einer langanhaltenden Kraft (> 1 Minute) [272].
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Eine zeitliche Auflésung der Substratvibration im MHz-Regime ist fiir eine Zelle mit hoher Wahrschein-
lichkeit nicht moglich. Daher wird voraussichtlich der beobachtete Effekt durch den stromungserzeu-
genden Druckgradienten beeinflusst, der von dem hochfrequenten Kraftfeld hervorgerufen wird. Diese
wirken mit einer konstanten Kraft (DC-Effekt) auf die Zelle, deren Membran und deren intrazelluléres
Medium ein, wodurch schliellich eine Adaption auf die externen Kréafte ermoglicht wird. Dieser
Ansatz wire konsistent mit dem nicht beobachteten Effekt bei Scherwellen, da hier nur eine sehr
schwache akustische Stromung bzw. Druck und somit eine vernachléssigbare Kraft vorliegt. Im Falle
der gepulsten SAW mit einer Frequenz von 1 Hz ist zusétzlich aufgrund der kurzen Impulsdauer an-
scheinend keine effektive zellulidre Adaption moglich. Wie die Mechanotransduktion dieser Stimulation
im MHz-Bereich explizit erfolgt, muss allerdings in zukiinftigen Messungen beleuchtet werden.

Zusammenfassend ist der Stimulationsmechanismus iiber den kompletten gemessen Leistungsbereich
von Py € [1mW;64mW] eine Kombination aus mechanischer Vibration und Scherspannungen.
Abhéngig von der angelegten HF-Leistung Py kénnen die Beitrdge dieser Komponenten variieren.
Waihrend bei niedrigen Leistungen mit Piy =4-16 mW Zellen nur durch die mechanische Vibration
positiv beeinflusst werden konnen, steigt der Beitrag der Scherspannungen auf die zelluldre Stimulation
mit steigender HF-Leistung. Jedoch erfahrt dies bei zu hohen Leistungen schliellich eine negative
Wende.

5.7. Zusammenfassung und Ausblick

Dieses Kapitel demonstrierte eindrucksvoll, dass die Technologie der akustischen Oberflichenwellen
nicht nur im Bereich der Sensorik und Aktorik erfolgreich Anwendung findet, sondern auch in der
Zellstimulation einen bedeutenden Beitrag leisten kann. Ankniipfend an die erfolgreiche Erstpubli-
kation — Acoustotaxis - in vitro stimulation in a wound healing assay employing surface acoustic
waves [211] — im Bereich der SAW-unterstiitzten Wundheilung sind in dieser Arbeit spannende For-
schungsfragen beantwortet worden. Durch die umfangreiche Variation der SAW-Parameter wurden
die fiir eine effektive Stimulation notwendigen physikalischen Eigenschaften der SAW identifiziert.
Die Mode der Rayleigh-Welle mit einer Wellenldnge in der Gréenordnung einer Zelle weist in einem
schmalen Leistungsbereich das Potential auf, eine Zellkultur signifikant zu stimulieren und somit das
Zellwachstum zu erhdhen. So konnte im Falle der SaOs-2 Zelllinie eine maximale Stimulationseffizienz
von E = 1.18 bei einer Leistung von Py =8 mW festgestellt werden.

Zu Beginn ausgerichtet auf die Forschungsfrage der SAW-unterstiitzten Knochenheilung in der Im-
plantatforschung wurde die Studie aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse um einen weiteren
Gewebetyp durch die Epithelzellen der MDCK-II-Zelllinie erweitert. Hierbei wurde eine weitaus
ausgepragtere Reaktion der Zellen auf die SAW-Stimulation mit einer Stimulationseffizienz von bis zu
E = 2.35 bei einem optimalen Leistungspegel von Py € [4mW; 8 mW] festgestellt.

Die Stimulation einer Zellkultur mittels akustischer Oberflichenwellen ist ein komplexer Mechanismus
mit diversen physikalisch beschreibbaren Beitrdgen. So besteht die auf einem piezoelektrischen Substrat
propagierende SAW sowohl aus einer mechanischen als auch aus einer elektrischen Komponente. Durch
die Leaky-SAW wird eine laminare Stromung induziert, welche eine Scherspannung auf die Zellen
ausiibt. Durch Verluste in der Einkopplung des HF-Signals wird das Substrat und das Ndhrmedium
erwarmt. Zur Eingrenzung des Stimulationsmechanismus auf die mechanische Vibration des Substrates
wurden verschiedene Kontroll- und Referenzmessungen durchgefiihrt, sowie intrazelluldre Vorgéinge
analysiert.

Durch die Durchfithrung einer Referenzmessung bei einer Frequenz abseits der Resonanzfrequenz des
IDTs und durch die ineffektive Stimulation bei einer Scherwelle konnte die elektrische Komponente
der SAW sicher ausgeschlossen werden. Der weitaus komplexere mogliche Beitrag der Scherspannung
zur Zellstimulation kann durch Abschitzung der wirkenden Kréfte eingegrenzt werden. Auf Grundlage
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der Literatur kénnen durch die laminare Strémung und der damit einhergehenden Scherspannung
signifikante Anderungen in einer Zellkultur hervorgerufen werden. Da jedoch die hierfiir notwendigen
Scherspannungen in dem observierten optimalen Leistungsbereich nicht erreicht werden, kénnen
Scherspannungs-induzierte Effekte fiir den niedrigen Leistungsbereich bei Py < 16 mW ebenfalls
ausgeschlossen werden.

Zum Verstindnis der intrazelluldren Antwort auf die akustische Oberflachenwelle wurden Zellparame-
ter wie ROS, Proliferation und die Eigenschaften von Membranproteinen vermessen. Wahrend der
zelluldre Stress iiber einen weiten Leistungsbereich unauffillig gering ist und auf einem zur exter-
nen Referenz identischen Niveau verbleibt, wurde fiir die Proliferation eine deutliche Beeinflussung
durch die akustische Oberflichenwelle festgestellt. Durch die Uberpriifung in einem weiten Leistungs-
spektrum konnte ein zweistufiges Grenzwertverhalten der Zellkultur beobachtet werden. Gegeniiber
einer unbehandelten externen Referenz wurde in der gesamten Zellkultur des SAW-Chips eine um
29% =+ 23 % erhohte Zellproliferation bei der Uberschreitung eines Leistungspegels von Py > 4mW
festgestellt. Die Proliferationsrate verbleibt iiber einen weiten Leistungsbereich konstant und nimmt
bei einer {iberhohten Leistung von Py > 128 mW wieder merklich ab. Da Zellen in der kompletten
Kultur eine héhere Proliferation aufweisen, wurde die Zellmitose als Ursache des observierten Effekts
ausgeschlossen.

Der sukzessive Ausschluss verschiedener moglicher Stimulationsmechanismen wie Scherspannungen,
ROS, Proliferation und dem elektrischen Feld identifiziert die mechanische Komponente der akustischen
Oberflachenwelle als Hauptursache fiir die effektive Zellstimulation und den beobachteten Effekt der
erhohten Wundheilung. Diese Ergebnisse, kombiniert mit der zuvor erwéhnten Literatur zu mechanisch
induzierter Aktivierung, sind gut vereinbar mit der Hypothese, dass durch die SAW-Stimulation
die [Ca"];-Konzentration positiv beeinflusst wird und zu dem beobachteten Effekt beitréigt. Erste
Untersuchungen zur Korrelation mit der Aktivitdt von Membranproteasen ertffnen zudem einen
weiteren spannenden Ansatz.

Da Zellen durch Umstrukturierung ihres Zytoskelettes oder ihrer Form auf duflere Kréfte reagie-
ren, ware in zukiinftigen Studien die Untersuchung der zelluliren Antwort wie beispielsweise der
Organisation von Stressfasern bei unterschiedlichen Leistungen von héchstem Interesse. Zusétzlich
kann durch Messung der intrazellularen Kaliziumkonzentration und der Biomarkerexpression die
Zellaktivitdt bestimmt werden. Beziiglich des zelluldren Stresses und der Bildung freier Radikale wére
eine Verwendung Hydroperoxid-sensitiver Farbstoffe [273] zur Uberpriifung der zelluliren Signalwege
interessant. Die SAW-Technologie eréffnet nicht nur die Méglichkeit der aktiven Stimulation von Zellen
und Geweben, sondern erlaubt es gegebenenfalls, einen Einfluss auf die Zelldifferenzierung zu nehmen.
Da sich Zellen, insbesondere Stammzellen, durch die Steifigkeit des unterliegenden Substrates in
ihrem Differenzierungsverhalten beeinflussen lassen [27], wire die SAW-abhéingige Ausdifferenzierung
humaner mesenchymaler Stammzellen ein weiterer spannender Forschungsbereich.

Eine Ubertragung dieser Technologie auf Implantate bietet die eindrucksvolle Moglichkeit einer leicht
integrierbaren unterstiitzten Wundheilung. Perkutane, durch medizinisches Personal durchgefiihrte
Behandlungsmethoden werden obsolet, da die vielfiltig gezeigte positive Ultraschall-Therapie in vivo
am Ort der Lision realisiert werden kann. Durch eine kabellose Ansteuerung des auf dem Implantat
aufgebrachten Schall-erzeugenden IDTs kann eine permanente Stimulation des Gewebes durch den
Patienten erfolgen. Die standardisierte Technologie der akustischen Oberflachenwellen héilt zudem die
Material- und Gerétekosten gering. Durch den Einsatz von SAW konnte ein grofier Schritt in Richtung
intelligenter Implantate fiir eine optimale Patientenversorgung vollzogen werden.
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Die akustische Oberflichenwelle, ein Phénomen, dessen Einsatzmoglichkeiten seinesgleichen sucht.
Mit dem Ziel, die akustische Oberflichenwelle als Methode zur Zelldetektion, -manipulation und
-stimulation in dem interdisziplaneren Forschungsgebiet der Biowissenschaften zu etablieren, wurde in
der vorliegenden Arbeit ihre Anwendbarkeit untersucht und ihr Potential eruiert.

Die vielfaltigen Erscheinungsformen der akustischen Oberflichenwelle machten es moglich, diese auf
die expliziten Anforderungen des jeweiligen Einsatzgebietes anzupassen und die festgelegten wissen-
schaftlichen Fragestellungen systematisch zu erarbeiten.

Sensorik

Empfindlich gegeniiber kleinsten Anderungen in der Schallausbreitung, hervorgerufen durch Mo-
difikationen der physikalischen Eigenschaften der Schallausbreitung, kénnen akustische Oberflachen-
wellen bereits seit Langem ihr Potential in diversen Bereichen der Biosensorik unter Beweis stellen.
Fiir eine zukiinftige kontrollierte und tiberwachte Zelladhésion und -migration, beispielsweise auf
Implantat-Materialien, wurde daher die Sensitivitét einer horizontal polarisierten Scherwelle gegeniiber
der Fliachenbelegung durch adhirente Epithelzellen der MDCK-II-Zelllinie untersucht. Erzeugt und
detektiert auf dem piezoelektrischen Kristall LiTaO3 36° rot YX-Cut, wurde die Zellmigration in den
zellfreien Bereich im Rahmen eines Wound-Healing-Assays durch Messung der Signaltransmission,
-reflexion und -phase erfasst. Die durch die Zellmigration hervorgerufene Belegung der sensoraktiven
Fliche fithrte zu einer deutlichen Anderung der Ausbreitungsgeschwindigkeit der SAW und somit zu
einer Phasenverschiebung A¢s; des detektierten transmittierten Signals. Abhéngig von der Lénge der
Verzogerungsstrecke und der gewahlten Migrationsrichtung wurden reproduzierbare Werte fiir das ver-
wendete Setup von A@Ql’ k2 = 9.31°£1.65° bestimmt. Die Phasenverschiebung A¢s; korreliert hierbei
exakt mit der ermittelten Flichenbelegungsrate A,y der Zellen. Im weiteren Verlauf wurden zudem
das Zellwachstum und die Fluktuationen in einem konfluenten Zellrasen erfasst und untersucht. Hierbei
konnte eine harmonische Oszillation, vermutlich bedingt durch die Aktivitdt des zelluldren Zytoskeletts
oder durch Variation des Zell-Substratabstandes, registriert werden. Die anschlieBende Untersuchung
der zelluldren Ablésung von der Substratoberfliche, hervorgerufen durch Zell-lysierende Stoffe oder
durch Apoptose, ermoglichte eine Quantifizierung des Abléseprozesses. Neben der Untersuchung
zelluldrer Prozesse konnte eine Abhangigkeit des SAW-Signals von der Osmolaritat des Nahrmediums
dargelegt werden. Die experimentell erlangten Ergebnisse wurden durch eine theoretische Betrachtung
der Storungsmechanismen auf die Ausbreitung akustischer Oberflichenwellen bestétigt. Als Ursache
fiir die Phasenverschiebung wurde die Anderung der akustoelektrischen Interaktion identifiziert. Die
Belegung der Sensorfliche durch migrierende Zellen fithrt zu einer Anderung der Permittivitit an der
Grenzflache des Substrates und somit zu einer Beeinflussung der Ausbreitungsgeschwindigkeit.

Die hier gezeigten Erkenntnisse demonstrieren somit den méglichen Einsatz von SAW-Sensoren zur
Uberwachung von Wound-Healing-Assays ohne die Notwendigkeit der optischen Mikroskopie. Neben
der Observierung der Zellmigration kénnen in Zukunft dynamische Prozesse wie die Ablésung von
Zellen besser quantifiziert oder durch den Einsatz zusitzlicher SAW-Sensoren eine stetige Uberwachung
der Kultivierungsbedingungen sichergestellt werden.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Bei zukiinftigen SAW-Chip-Designs kann eine Optimierung hinsichtlich der benétigten Sensitivi-
tdat oder Selektivitdt durchgefithrt werden. Durch die Verwendung einer Kombination aus einer
Metall-beschichteten und Metall-freien Sensoroberflache kdnnen Variationen in den elektrischen und
mechanischen Eigenschaften separat bestimmt werden [81, 134].

Manipulation

Die Bildung komplexer neuronaler Strukturen auf einem Chip ist in sogenannten bottom-up-Anséitzen
fiir das Verstdndnis des menschlichen Gehirns von grofitem Interesse. Limitiert durch vorwiegend
statische und randomisierte Ansétze der Zellpositionierung und -manipulation konnten bislang keine
komplexen Strukturen geschaffen werden, da eine dynamische Manipulierbarkeit der Zellkultur fehlte.
Durch die Verwendung dynamischer Kraftfelder, erzeugt durch akustische Oberflichenwellen, soll
diese Limitierung behoben werden.

Bestehend aus dem Material LiNbOg 128° rot Y-Cut und vier orthogonal zueinander stehenden
IDTs konnte ein Kraftfeld geschaffen werden, dessen Eigenschaften durch die angelegte hochfrequente
Wechselspannung festgelegt wurden. Nach der eingehenden Visualisierung des Kraftfeldes mittels AFM
wurde die rdumliche und zeitliche Dynamik des Kraftfeldes in einem mikrofluidischen System durch Ver-
wendung von Mikropartikeln ausfithrlich charakterisiert. Abhéngig vom gewéhlten SAW-Chip-Design
konnte fiir eine Wellenldnge von Agaw =50 um eine lineare Abhéngigkeit der akustischen Kraft Fy
gegeniiber der angelegten Leistung Py von Fy (P, V) = 14.03 %PIN\II sin(2kz) identifiziert werden.
Fir eine hohe Homogenitat und Strukturierungseffizienz des Kraftfeldes ist hierbei die Gréfenordnung
der angelegten Leistung ausschlaggebend und erzielt in einem Intervall von Py =18-21dBm die
besten Ergebnisse. Durch Anpassung der Anregungsfrequenz bei chirped-IDTs konnte der Abstand der
Knotenpunkte variiert und eine separate Ausrichtung einzelner Objekte in einem Knotenpunkt erreicht
werden. Die Phasenverschiebung des Anregungssignals erméglichte es zudem, die Mikropartikel lateral
zu verschieben und zu positionieren. Unter Verwendung der Neuroblastomzelle B35 als neuronale
Modellzelle konnte die hohe Biokompatibilitdt des Setups verifiziert und eine maximale anwendbare
Eingangsleistung Py = 18 dBm identifiziert werden. Hierbei wurde eine Abnahme der Proliferation im
Mikrokanal unter Einfluss einer SAW ermittelt, was mit der Mitoseunterdriickung durch mechanische
Krifte erkliart werden kann [185]. Schliefllich konnte erfolgreich die Manipulierbarkeit neuronaler
Fortsétze primérer Neuronen in einem Stehwellenfeld an der UCSB demonstriert werden. Die Wachs-
tumsrichtung der neuronalen Fortsétze korrelierte hierbei exakt mit der Symmetrie des Kraftfeldes.
Durch die Kombination des mikrofluidischen Systems mit Polyacrylamid-Gelen oder Kollagen I kénnen
die Wachstumsbedingungen der Zellkultur zudem an eine physiologische Umgebung angepasst und
optimiert werden.

Anhand der hier dargelegten Beweise der Anwendbarkeit akustischer Oberflachenwellen zur Manipula-
tion von Zellkulturen konnte schlieflich erfolgreich der Grundstein fiir die Generierung komplexer
neuronaler Netzwerke auf einem Chip gelegt werden. Das rdaumlich und zeitlich variable Kraftfeld
ermoglicht es, dynamisch Einfluss auf die Zellkultur nehmen zu kénnen. Nach der Positionierung
der Zellkorper konnen durch asymmetrische Kraftfelder die Wachstumsrichtungen der neuronalen
Fortsétze manipuliert und definiert werden. In weiteren Experimenten ist daher die Identifizierung der
Ursache der beobachteten Manipulation der neuronalen Fortsétze von Interesse. So kdnnen durch die
Potentiallandschaft hervorgerufene Riickstellkréifte oder eine Anreicherung von Wachstumsfaktoren
in den Knotenpunkten bzw. -linien eine mogliche Wirkursache darstellen. Die Kombinierbarkeit
der Technologie der akustischen Oberflichenwelle mit der durch Fromherz erstmals vorgestellten
Schnittstelle zwischen Zelle und Silizium-Chip [139, 141, 274] erlaubt in zukiinftigen Studien eine
Vermessung und Interaktion mit dem generierten Netzwerk. Durch die hier gezeigten Konzepte und
Ergebnisse riicken reproduzierbare, wohldefinierte neuronale Netzwerke mit festgelegten interzelluldren
Kontakten fir Brain-on-a-chip-Systeme in greifbare Néhe!
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Stimulation

In den vorangegangen Kapiteln konnte das breite Anwendungsspektrum der akustischen Oberflachen-
welle in der biologischen Physik ausfiihrlich gezeigt werden. Aber kein Anwendungsbereich akustischer
Oberflichenwellen, weder in der Sensorik, noch in der Aktorik, stellt ein derartig hohes Potential dar,
wie die Moglichkeit der aktiven Stimulation von Zellen zur unterstiitzten Wundheilung. Im Hinblick
auf eine effiziente Osseointegration kiinstlicher Hiftimplantate wurde die Stimulationseffizienz F
der akustischen Oberflichenwellen auf die Osteosarcom-Zelllinie SaOs-2 in Abhéngigkeit diverser
SAW-Parameter im Rahmen eines Wound-Healing-Assays untersucht. In einem schmalen Leistungs-
spektrum von O(10°mW — 10! mW) konstanter Leistung wurde fiir die Rayleigh-Welle mit einer
Wellenlénge von Agaw = 50 um eine Erhohung der Stimulationseffizienz mit einem globalen Maximum
von E(8mW) = 1.18 fiir die SaOs-2-Zelllinie festgestellt. Horizontal polarisierte Scherwellen oder ein
gepulstes Signal fiihrten zu keinem positiven bzw. messbaren Einfluss.

Mit der Verwendung der Zelllinie MDCK-IT wurde die Studie um die Gewebeart des Epithels erweitert.
Hierbei wurde ein deutlich ausgeprigterer Effekt der Stimulationseffizienz E ermittelt, bei dem der
Einsatz akustischer Oberflichenwellen lokal zu einem bis zu 135 % gesteigertem Zellwachstum fithrte!
Als Ursache fiir das stimulierte Zellwachstum konnten parasitire, durch die SAW-Anregung entste-
hende Effekte wie eine ballistische Verschiebung, eine erhchte lokale Nahrstoffversorgung, elektrische
Wechselfelder, Scherkrifte oder temperaturinduzierte Effekte sukzessiv ausgeschlossen werden. Zum
Verstiandnis der intrazellularen Antwort auf die mechanische Vibration wurde die Proliferationsrate,
der zelluldre Stress und die Enzymaktivitdt von Membranproteinen vermessen. Hierbei wurde in der
gesamten Zellkultur eine homogene, unauffillige physiologische ROS-Konzentration fiir ein breites
Leistungsspektrum mit Py < 64mW erfasst. Beziiglich der Proliferation konnte eine zweistufige
leistungsabhiingige Anderung der Proliferationsrate gemessen werden. Nach dem Erreichen eines Leis-
tungspegels von Py =8 mW steigt die Proliferationsrate auf einen Wert von X c.gaw = 1.19 % 0.05
an und verbleibt dort tiber einen weiten Leistungsbereich nahezu konstant. Ab einem zweiten Grenz-
wert mit Py > 64 mW sinkt die Proliferationsrate und wird durch die SAW unterdriickt. Hinsichtlich
der Aktivitdt der SPPL3-Membranproteine wurde zudem ein lokaler Unterschied der im Schallpfad
befindlichen Zellen zu denen in der internen Referenz detektiert.

Durch Ausschluss der Proliferation, ROS oder parasitiarer Effekte, sowie die Abhéngigkeit von der
Wellenmode, -form und der lokal unterschiedlichen Enzymaktivitdt untermauert schliefllich die Identi-
fikation der mechanischen Komponente der SAW als Stimulationsursache.

Da Zellen sensitiv auf mechanischen Stress durch die Reorganisation des Zytoskeletts oder der Zellform
reagieren [270], sollte in zukiinftigen Studien weiterhin ein Augenmerk auf Faktoren, die die Struk-
tur des Zytoskeletts oder der Zellform regulieren, gerichtet werden. So kénnen beispielsweise durch
,Filamentsensoren“ in Echtzeit die durch SAW hervorgerufene Umstrukturierung des Zytoskeletts
beobachtet und quantifiziert werden [275]. Des Weiteren ist sowohl die Messung des intrazelluldren
Kalziums [Ca®'];, der Zellaktivierung als auch der Biomarkerexpressionen von hochstem Interesse.
Diese spannenden Forschungsergebnisse ebnen nun den Weg fiir zukiinftige medizinische Anwendungen.
Durch die periodische Anordnung von interdigitalen Schallwandlern auf einem flexiblen Substrat [276]
oder auf einem kiinstlichen Implantat (z. B. Hiiftprothese) kénnen sowohl perkutane als auch subkuta-
ne Behandlungsmethoden fiir eine kontinuierliche unterstiitzte Stimulation des Gewebes durchgefiihrt
werden.
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A. Berechnung der Permittivitat
A.1. Herleitung und Berechnung der Elektrolyt-Permittivitat

Nach Li et al. kann durch Kombination des klassischen Debye-Drude-Modells die Permittivitat von
Elektrolyt-Losungen bestimmt werden [277]. Diese ist die Summe aus dem Wasser-Hintergrund,
beschrieben durch das Debye-Modell, elDbeC (w) und der Leitfihigkeit der Tonen, beschrieben durch
das Drude-Modell, ePr4¢(w):

aw) = " (W) + ™ W) (A1)

Im Debye-Modell folgt die relative Permittivitit von reinem Wasser der Dispersionsrelation [278].
Fiir eine exakte Darstellung der dielektrischen Eigenschaften von Wasser ist jedoch die Berticksichtigung
einer bimodale Relaxationszeit notwendig [279):

€s — €9 €2 — €

q W) = T .
1+ wwn 1+ iwm

(A.2)

mit €5 der statischen (DC) Dielektrizitiatskonstante bei niedrigen Frequenzen, e der intermediéren
Dielektrizitatskonstante und €., der Dielektrizitdtskonstante der induzierten Polarisation bei hohen
Frequenzen. w beschreibt die Kreisfrequenz und 7 bzw. 75 die Stofizeiten der Wassermolekiile. Die
Gl. A.2 kann vereinfacht werden zu:

e?ebye (W) = €00 +

€5 — 622 €9 — 6002 L wry (€5 — 622) wTo (€2 — 6200) (A.3)
1+ w?rf 14 w?n 1+ w?rf 1+ w27

Nach Buchner et al. erreichen die dielektrischen Relaxationsparameter von Wasser bei einer Tempera-
tur von T' = 35°C folgende Werte:

€s 71 (pS) €2 To (PS) €

74.91 6.69 6.22 1.5 4.74

Unter Berticksichtigung dieser Werte erhélt man eine komplexe Permittivitat fiir Wasser bei wyes =
27 fres mit der verwendeten Arbeitsfrequenz fi.s =205 MHz von:

€1 (Wres) = 79.64 + i0.65
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A. Berechnung der Permittivitat

Das Drude-Modell der relativen Permittivitét eines metallischen Leiters kann wie folgt beschrieben
werden:

’ 3 7" W2 ‘w2 ")/
Prde(w) = P ) 4 ieP () = (1 i) e (Ad)
mit )
Ne
2
f— A'5
“p €om (A.5)

bei der wg die Plasmafrequenz, N die Teilchendichte, e die Elementarladung, m die Teilchenmasse, ¢
die elektrische Feldkonstante und v den Dampfungsterm beschreiben. Durch die Ndherung w < ~y
kann die GI. A.4 nach [280] vereinfacht werden zu:

g

Drude .
~ A.6
ePrte) i (A6)
mit der Leitfahigkeit
N 2
o= (A.7)
my

Ahnlich den freien Elektronen in Metallen kénnen Ionen in Elektrolyt-Lésungen als freie Ladungstriger
betrachtet werden. Der einzige Unterschied liegt in der Bewegungsumgebung. Wéhrend sich in einem
Leiter die freien Ladungstriger in einer atomaren Gitterstruktur fortbewegen, ist es bei Ionen der
Elektrolyt-Losung freies Wasser.
Ist die Tonen-Konzentrationen geringer als ¢ < 0.5mol/l, so entspricht die Mikrowellenleitfdhigkeit
der Gleichstromleitfihigkeit opc.

Die Gleichstromleitfihigkeit einer Elektrolyt-Losung opc ldsst sich wie folgt berechnen:
Fiir konzentrierte wéssrige Losungen mit Ionenkonzentrationen ¢ < 0.5mol/l wird die erweiterte
Debye-Hiickel-Theorie, die sogenannte Davies-Gleichung angewendet, um die Aktivitatskoeffizienten

der Salze zu bestimmen [281]:
i
log f; = —0.522 [ —~~ A8
8/ (1 +VI—-03I (4.8)

mit f; dem ionischen Aktivitdtskoeffizient, z; der Ladungszahl der Ionen und I dem Zahlenwert der
Ionenstérke. Die Tonenstéarke folgt der Gleichung GI. A.9:

i i

wahrend ¢; die i-te Ionenkonzentration beschreibt.
Die molare Leitfédhigkeit A,, ; kann anschlieBend aus dem ionischen Aktivitétskoeflizienten f; und der
molaren Grenzleitfahigkeit A?m berechnet werden:

Api = fil\y, . (A.10)
So folgt fiir die Gesamtgleichstromleitfahigkeit der Elektrolyt-Losung:

opc = ZCiAm,i (A.11)

Fiir die Berechnung von opc werden alle anionischen Salze beriicksichtigt, deren Konzentration
¢ > 0.1g/list. In Tab. A.1. sind alle berticksichtigten Salze des Nahrmediums MEM Earle’s -
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A.2. Berechnung der Permittivitiat von Zellen

M0525 von Sigma-Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) aufgelistet. Die entsprechenden
Konzentrationen wurden aus der Produktinformation entnommen [282].

Salz c(g/l) | M(g/mol) | ¢(mmol/1) Zzgilt{jng.cll;r im

CaCl, 0.265 | 110.98 2.39 N&hrmedium enthaltenen
MgSO, 0.098 | 120.37 0.81 anionischen Salze nach [282]
KCl 0.400 | 74.55 5.37

NaHCO3 | 2.200 | 84.01 25.19

NaCl 6.800 | 58.44 116.36

NaHoPO4 | 0.122 | 199.98 0.61

Auf Basis dieser Werte wurden die entsprechenden Schritte zur Berechnung der Gesamtgleichstrom-
leitfdhigkeit durchgefiihrt. Diese sind in Tab. A.2. aufgelistet:

Ton A, (ST 1) | e [mme) | g (1070 | £ (1] | A |52 | opos [£]
Ca2t 119 2 2.39 4.78 0.34 39.89 0.010
Cl~ 76.4 1 126.50 63.24 0.76 58.13 0.735
Mg2+ 106.2 2 0.81 1.62 0.34 35.60 0.003
SOi+ 160 2 0.81 1.62 0.34 53.63 0.004
K+ 73.5 1 5.37 2.68 0.76 55.93 0.030
Nat 50.1 1 143.15 71.58 0.76 38.12 0.546
HCO; 44.5 1 26.19 13.09 0.76 33.86 0.089
H,PO, | O 1 0.61 0.31 0.76 0 0

Tabelle A.2: Berechnete Einzelwerte zur Ermittlung der Gesamtgleichstormleitfahigkeit opc.
Die Gesamtionenstirke betrigt hierbei I = 158.93 - 1073,
Die Berechnung ergibt somit eine Gesamtgleichstromleitfahigkeit von

opc = 1.42S/m.

und schliellich eine Permittivitiat bei der Resonanzfrequenz des SAW-Chips mit wyes = 27 fres nach
Gl. A.6 von

ePrude(yy, o) = i124.21.

Die Einzelbeitriage nach Debye und Drude ergibt zusammengefiihrt nach Gl. A.1 eine Permittivitéat
des Nahrmediums von:

€}Drudc (wres) = 79.64 + 1124.86.

A.2. Berechnung der Permittivitat von Zellen

Die Permittivitat von Zellen kann theoretisch mittels der Maxwell-Wagner-Gleichung frequenzabhingig
berechnet werden. Die hierzu notwendigen Grundlagen koénnen aus der Literatur entnommen werden:
[136].

Im Prinzip kann eine eukaryotische Zelle als ein Zwei-Schalen-System mit Schalen endlicher Dicke
betrachtet werden. Hierbei reprasentiert die Auflenschale die duflere Zellmembran und die innere
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A. Berechnung der Permittivitat

Schale des Modells die Hiille des Zellkerns. In Abb. A.1. ist die Modellzelle mit den beriicksichtigten
Zellkompartimenten und deren Kenngrofien dargestellt.

Abbildung A.1:

Modelldarstellung einer
eukaryotischen Zelle. Das
Zwei-Schalen-System
beriicksichtigt sowohl die
unterschiedlichen
Permittivitdten des
Zytoplasmas und des
Z)ef/lkerns als auch der
Membranen.

(In Anlehnung an [136]).

Der Radius des Modells betragt R, und die duflere Zellmembran besitzt eine Dicke d, mit der
Permittivitdt e7,. Die anschlielende Schicht berticksichtigt das Zytoplasma mit der Permittivitdt eg,.
Die innere Schale beschreibt den Zellkern und ist aufgebaut aus der Zellkernhiille, welche gekennzeichnet
ist durch die Dicke d,, bei einem Radius von R, und die Permittivitéit e},
mit der Permittivitat e,. Im Modell wird angenommen, dass die verschiedenen Kompartimente

und aus dem Nukleoplasma

homogene Medien darstellen.
Die komplexe Permittivitdt ¢* der einzelnen Bereiche berechnet sich iiber die relative Permittivitit e,
und die Leitfahigkeit o:

€ = €60+ 2 (A.12)

($s]1%%)

Durch Variation der Radien Ry, und R, kann das Volumenverhéltnis ,,Zellkern zu Gesamtvolumen® v
angepasst werden und wird wie folgt beschrieben: v = R3/R2 .
Der Aufbau des Modells besteht aus konzentrisch positionierten Sphéren unterschiedlicher Radien,
die den oben genannten Parametern entsprechen. Unabhéngig von der Anzahl der Schalen wird
sukzessiv die kombinierte Permittivitit ey eines Kerns mit Schale auf Basis der Gl. A.13 berechnet,
beginnend vom Zentrum des mehrschichtigen Systems. Die berechnete kombinierte Permittivitat epix

stellt anschlieflend den Kern des néachsten Systems ,,Kern-Schale* dar.

(262 + 61)Rg + 2(61 — EQ)Ri5
€9.
(2¢2 + €1)R3 — (e1 — €2) R}

€mix =

(A.13)

Hierbei besitzt der Kern den Radius Ry und die Permittivitdt ey, welcher umschlossen ist von einer
Schale mit dem Radius Rs und es.

Fir die Berechnung der Permittivitit e.e; in Abhéangigkeit des Volumenverhéltnisses v wurden die in
der Tab. A.3. aufgelisteten Werte verwendet (entnommen aus [136]). Der Zellkernradius R, wurde
experimentell bestimmt.

€r o [S/m] dnm] | R

Nukleoplasma | 52 1.35 - R, =13.4um
Zellkernhiille 28 | 1.1-1073 | dy =40 | Rpe = Rn + dn
I
Zytoplasma 50 0.8 - Ry = (R3/v)*?

Zellmembran | 6.33 | 1.4-107° | dn =7 | Rme = Rm + dm

Tabelle A.3:
Die zur Berechnung der gesamten Zellpermittivitit verwendeten Werte. Entnommen und ggf. angepasst aus [136].
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B. Gerate

B.1. Multifunktionsgenerator

B.1.1. Aufbau

Der Eigenbau-Multifunktionsgenerator wurde im Rahmen dieser Arbeit entwickelt und dient zur
Uberpriifung der Funktionsfihigkeit eines SAW-Chips und der Erzeugung eines hochfrequenten Signals
zur Anregung einer akustischen Oberflichenwelle. Der Generator kann ein Signal im Frequenzbereich
von 60-85MHz und 120- 185 MHz mit einer maximalen Leistung von bis zu P = 30 dBm erzeugen.
Dieses kann durch Pulsweitenmodulation und Phasenverschiebung beliebig manipuliert werden. Durch
einen integrierten Leistungsdetektor kann durch die konstante Ausgabe eines HF-Signals in einem
ausgewdhlten Frequenzbereich die Riickflussddmpfung eines zu iiberprifenden Bauteils ermittelt
werden.

B.1.2. Bedienungsanleitung

Die nachfolgende Bedienungsanleitung bezieht sich auf das aktuellste Softwareupdate V8.7 des
Multifunktionsgenerators.
Vor der Inbetriebnahme sind folgende Punkte zu beachten:

e Verwenden eines 7.5 V-Festspannungsnetzteils.
Die Verwendung einer abweichenden Eingangsspannung fiihrt zur Beschidigung
des Generators!

e Eingangsddmpfer miissen nicht verwendet werden.

e Der Betrieb kann ohne angeschlossene HF-Verbraucher erfolgen.
e Gerét nicht kurzschlieBen oder tiberlasten!

e Von Fliissigkeiten fernhalten!

e Achtung, bei der NWA-Funktion werden Py, =20 dBm ausgegeben!

Beschreibung der Handhabung

Startbildschirm des Generators mit der Funktionsauswahl: Choose function:

o Network-Analyzer (NWA)

NWA REF-Gen

o HF-Generator (HF-Gen)

Anwahl durch Driicken der entsprechenden Flache.
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B. Gerate

NWA-Funktion

Nach Anwahl der NWA-Fliche erscheint eine Auswahlmdog-
lichkeit des zu messenden Frequenzbereichs.
Dies dient nur als Vorauswahl und der Frequenzbereich kann

anschlieend individuell angepasst werden.

Einstellung der NWA-Funktion

Festlegung des Messintervalls tiber START und STOP.
Nach Anwahl eines Feldes wird dieses griin hinterlegt
und kann durch die Pfeiltasten eingestellt werden.

PORT definiert den zu vermessenden HF-Ausgang, wel-
cher griin hinterlegt ist.

Uber Cal. wird im Leerlauf (ohne Verbraucher!) das
Signal kalibriert.

Dementsprechend wird bei einer Messung die Kalibrati-
onskurve abgezogen.

Uber Reset gelangt man zuriick zur Start-Oberfliche.

Durch die Betétigung von RUN erfolgt die Vermessung
des Verbrauchers.

Ausgabe der gemessenen reflektierten Leistung im
gewihlten Frequenzbereich
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Achtung! Der dargestellte Wert entspricht nicht exakt
der Riickflussddmpfung Si1, daher kann die Analyse
nur qualitativ erfolgen.

Durch Beriihren des Graphen wird der gemessene Wert
an der markierten Position (roter Strich) ausgegeben.
Die initiale Ausgabe ist stets der ermittelte Minimal-
wert.

Refresh startet die Messung erneut.
Uber Reset gelangt man zuriick zur Start-Oberfliche.

Use Value startet die HF-Generator-Funktion und tiber-

nimmt die aktuell markierte Frequenz f.

Mit Change Values gelangt man zuriick zur NWA-
Einstellungsseite.

Choose frequency range:

65-85MHz=

120-175MH=

Start: 65.00; Stop: 85.00; PWR: 20

=-1.0

=-5.0

=-10.0

=-15.0

=-20.0

T
b.0 70.0

T
76.0

T
80.0 5.0

U=-18.7 @ £=-70.9MHZ




B.1. Multifunktionsgenerator

HF-Gen.-Funktion

Ch tart £ 2
Nach Anwahl der HF-Gen-Fliche erscheint eine Auswahlmog- SOSE Statt RESsnSy

lichkeit einer Startfrequenz.
Dies dient nur als Vorauswahl und die Arbeitsfrequenz kann

75 MH=z 147.5 MH=z

anschliefend individuell angepasst werden.

Einstellung des HF-Generators

o Uber die Pfeiltasten bei Frequency und LEVEL kann
die Arbeitsfrequenz f und die Ausgangsleistung P,y
eingestellt werden.

o Festlegung der Ausgabeports iiber 1D (rot) - Port 1
und 2D (griin) Port 1 und 2.

Achtung! Bei 2D wechselt die HF-Ausgabe zwischen 70.9 MHz
Port 1 und 2 alle 30 ms, sodass jeweils nur ein Ausgang
aktiv ist. 15 dBm

o OFF (rot) und ON (grun) zeigt an, ob die HF-Ausgabe
aktiv ist. Bei einem HF-Signal leuchtet zudem die rote
LED an der Generator-Front.

Frequency

o Uber Settings kann die Pulsfunktion (Pulse Modulati-
on) und eine konstante Phasenverschiebung (Constant
Shift) eingestellt und aktiviert werden.

Achtung! fiir die Funktion Constant Shift ist ein ange-
schlossener Phasenschieber notwendig!

o Uber Reset gelangt man zuriick zur Start-Oberfliche.

Einstellung der Puls-Funktion

e Pulsfrequenz und Tastverhéltnis werden tber TIME,
Hz und PWM eingestellt. Einstellung von TIME und
PWM erfolgt durch Anwahl (griin) und die Pfeiltasten.
Driicken von Hz wechselt die Zeiteinheit:

Hz — s — min — h — Hz.

Pulse Modulation

1ou: [

50

o ON (griin), OFF (rot) aktiviert bzw. deaktiviert die g

Puls-Funktion.

o Uber Next Page gelangt man auf die Einstellungsseite
der konstanten Phasenverschiebung (Constant Shift).

e Uber Return gelangt man zuriick zur HF-Gen.-
Einstellungsseite.
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Einstellung der konstanten Phasenverschiebung

¢ Die Phasenverschiebung erfolgt stufenweise in A® =
60°-Schritten. Die Schrittgeschwindigkeit wird durch
Anwahl der Felder Unlocked (rot) zu Locked (griin)
eingestellt. Uber die Pfeiltasten werden die Zahlenwerte
und iiber Hz die Zeiteinheit festgelegt.

. . o . Constant Shift
o Driicken von Hz wechselt die Zeiteinheit:

Hz —s— min—h— Hz.

1.0 Hz Locked|

B
=]

e + und - definieren die Richtung der Phasenverschiebung.

e 1 gibt die Schrittweite der Phasenverschiebung an:
1: 60°, 2: 120°, 3: 180°.

o Aktivierung der einzelnen Ports durch Anwahl Unlocked
zu Locked.

e ON (griin), OFF (rot) aktiviert bzw. deaktiviert die
konstante Phasenverschiebung.

o Uber Return gelangt man zuriick zur HF-Gen.-
Einstellungsseite.

B.2. Fluoreszenzmikroskop und Inkubationssysteme

Mikroskopinkubator

Der Mikroskopinkubator sorgt fiir die Sicherstellung optimaler Kultivierungsbedingungen (wasserge-
sattigte Atmosphére bei einem COsz-Volumenanteil von 5 %) wihrend der Experimentdurchfithrung
auf einem Mikroskop. Es stehen zwei verschiedene Inkubationssysteme zur Verfligung. Diese besitzen
eine unterschiedliche Anzahl an Einbauplitzen. Wahrend das Komplettsystem ibidi Heating & Gas
Incubation System (ibidi, Martinsried, Deutschland) vier Pldtze fiir die Aufnahme von Proben zur
Verfligung stellt weist das System HT 200 (ibidi, Martinsried, Deutschland) mit dem Gasmischer The
Brick (Live Image Services, Basel, Schweiz) nur einen Platz auf. Alle in den Experimenten entworfenen
Probenabmessungen entsprechen in der Tiefe und Breite den Abmaflen eines Objekttragers, sodass
diese in den Mikroskopinkubatoren aufgenommen werden kénnen.

In den Experimenten verwendete Filtersets:

Bezeichnung | Anregung Emission Strahlteiler Herstellerbezeichnung
DAPI 350/50 460/50 400 AHF-F46-000-DAPI

FITC 475/35 530/43 500 MDF-FITC

Rhodamine 546/12 LP590 580 Zeiss Filter Set 15
AlxF1594 560/55 645/75 595 (F)41004-TxRed Alexa 594

Tabelle B.1: Kenndaten der in den Experimenten verwendeten Filtersets fiir die Fluoreszenzmikroskopie.

152



C. Messergebnisse

Im Folgenden werden ausgewéhlte Messergebnisse der in Kap. 4.4.5. erwéhnten Manipulationsexperi-
mente von B35-Zellen durch akustische Oberflichenwellen vorgestellt.

C.1. Trajektorien

Beeinflussung der Migrationsrichtung durch verschiedene Potentiallandschaften, hervorgerufen durch
akustische Oberflachenwellen. Die roten Pfeile markieren die Propagationsrichtung der SAW.
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o ] 150° 30° L ] 150° 30°
Q0 10 Q2 10+
=2 ] o) ]
5 0-180° 0° S5 0-180° 0°
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g 10 — g 10 =
= 210° 330° = 1 210° 330°
T 207 T 20 4
[0} 4 0]
14 240° 300° (14 ) /240” 300°
270° 270°
\- Migrationsrichtung \- Migrationsrichtung
(a) Externe Referenz (b) Fortlaufende Welle
. 90° . . 90° .
< - 120 60 S 120 60
£ L] & 20 ¥
o L s 30° Q154 150° /' 30°
T 10 - @ 10 I ‘
X X
D 7 D 5 '. 5
5 0-180° 0° 5 04180° - — 0°
i@ i
£l A
g 10 = g 10
'ﬁ 1 210° 330° -% 15 210° \ 330°
o 207 /}4 T 20 y 4
14 - 240° 300° 14 240° 300°
270° 270°
\- Migrationsrichtung| \- Migrationsrichtung\
(c) Fortlaufendes Stehwellenfeld mit einer Knoten- (d) Statisches Stehwellenfeld

punktgeschwindigkeit von v =25um/h. Der blaue
Pfeil symbolisiert die Bewegungsrichtung des Feldes.

Abbildung C.1:

Beeinflussung der Trajektorien mit einer Eingangsleistung von Py =9dBm.
(Erstellt in Zusammenarbeit mit Felix Palzer [188].)
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C. Messergebnisse
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(a) Externe Referenz

Relative Haufigkeit P (%)

\- Migrationsrichtung\

(b) Fortlaufendes Stehwellenfeld mit einer Knoten-
punktgeschwindigkeit von v =25um/h. Der blaue
Pfeil symbolisiert die Bewegungsrichtung des Feldes.

Abbildung C.2:
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(c) Statisches Stehwellenfeld

Beeinflussung der Trajektorien mit einer Eingangsleistung von Py =12 dBm.

(Erstellt in Zusammenarbeit mit Felix Palzer [188].)
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D.

Protokolle

In diesem Abschnitt sind die im Labor durchgefiithrten Prozesse und Protokolle aufgelistet. Kommerziell

erwerbbare Produkte, bei denen ein Herstellerprotokoll vorliegt, werden nicht gesondert erwéhnt.

Alle Prozessschritte mit Kontakt zu Zellkulturen finden zur Sicherstellung der aseptischen Arbeitsweise
unter einer Sicherheitswerkbank im Zellkulturlabor statt. Hierbei werden alle nicht-sterilen Materialien
und Oberflichen vor der Benutzung mit einer 70/30-Ethanol/Wasser-Losung und UV-Licht desinfiziert.

Eine ausfiihrliche Darstellung der einzelnen Protokolle kann aus [60] entnommen werden.

D.1. Reagenzien und Materialien

Die Zulieferer der fiir die Prozessschritte benotigten Reagenzien werden wie folgt abgekiirzt:

SA
TF
AT
BS
VW
CO

Notwendige Reagenzien fiir die Zellkultur:

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA

ATCC, LGC Standards GmbH, Wesel, DE

Bio & Sell GmbH, Niirnberg, DE

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

Corning GmbH HQ, Wiesbaden, DE

Reagenzien und Materialien Katalog-Nr. Zulieferer
Zellkulturen

B35 Cell Line Rat CRL-2754 AT
Sa0s-2 Cell Line Human 89050205-1VL.  SA
MDCK-II Cell Line Canine 00062107-1VL  SA
HeLa Cell Line Human 93021013-1VL SA
T-RExT™-293 Cell Line Human R71007 TF
Nihrmedien

MEM Earle’s FGO0325 SA
DMEM / Ham’s F-12 (1:1) FG4815 SA
MEM Earle’s FG0325 SA
gibco DMEM (1X) + GlutaMAX™.] 10566016 TF
ATCC DMEM 30-2002 AT
Abloselésungen

Accutase A6964 SA
Trypsin 0.05 % BS. 12143 BS
Trypsin 0.25 % BS. L2163 BS
Sonstiges

BioFreeze SA
FBS (Fetal Bovine Serum) F7524 SA
Pen-Strep-Losung 4186528.5 BS

(10.000 U Penicillin, 10 mg Streptomycin)
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D. Protokolle

D.2. Zellpassagierung und Zellgewinnung

Materialien

~ Nunc™ EasYFlask™ 25 cm? (156367, TF)

— 15ml- & 50 ml-Zentrifugenréhrchen (525-0400 bzw. 525-0610, VW)
— (D)PBS-Lésung (w/o Ca?t, w/o Mg?") (BS.L 1825, BS)

— 200 pl- & 1000 pl-Pipettenspitzen (7640581, SA)

— 5ml- & 25 ml-Serologische Pipetten (356543 bzw. 356525, CO)

Zellkultur-spezifische Reagenzien:

Zelllinie Néahrmedium Ablosungslosung
B35 ATCC DMEM Accutase
MDCK-II MEM Earle’s Trypsin 0.25 %
SaOs-2 DMEM / Ham’s F-12 (1:1) Trypsin 0.05 %
HEK-293 TRex gibco DMEM (1X) + GlutaMAX™™.] Trypsin 0.05 %
HeLa MEM Eagle’s (EMEM) (ATCC® 30-2003™™) Trypsin 0.05 %

Zu allen Nihrmedien wurde 10 %-FBS (F7525, SA) und 1 %-Pen-Strep-Losung (BS.A 2213, BS)
hinzugefiigt.

Methode

1.

cUo N

10.

11.

12.

156

Visuelle Begutachtung der Zellkultur am Mikroskop. Optische Sicherstellung des normalen
Zellwachstums und Ausschluss einer Kontamination anhand des pH-Indikators (gelb = nahrstoff-
armes, iibersauertes Ndhrmedium oder bakterielle Kontamination / lila = Pilz- bzw. Hefe-Befall).
Durchfithrung der Zellpassagierung bei 70-80 % Konfluenz.

Uberfiihren von 20 ml Nahrmedium je Zellkulturflasche in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen.
Erwarmen der Ablsungslosung und des Nahrmediums im Wéarmebad auf T = 37°C.
Vollstandige Entnahme des alten Ndhrmediums mit einer Pipette (5ml).

Zellrasen vorsichtig mit ca. 3ml PBS iiberspiilen, um restliches Nahrmedium und abgestorbene
Zellkorper zu entfernen. (Vorsichtig von einer Seite iiber die komplette Fliche stromen lassen
und aus der unteren Ecke absaugen.

Zugabe von 1 ml Abloselésung. Abhéngig von der Zellkultur 16sen sich die Zellen unterschiedlich
schnell vom Substrat ab. B35 & HEK293 T-REx™: < 1 min; HeLa & SaOs-2: ~ 5 min; MDCK-II:
~ 10 min. Zellkultur ggf. in den Inkubator iiberfithren, um Deadhé&sionsprozess zu beschleunigen.
Die maximale Inkubationszeit betrigt ¢ =15 min.

Zwischenzeitlich neue Zellkulturflaschen vorbereiten und mit 5ml frischem Nihrmedium fiillen.
Abloschen der Abléselosung durch Zugabe von 4 ml frischem Nahrmedium.

Zellklumpen und adhérente Zellen durch mehrmaliges Uberspiilen (15-20 mal) des Zellkulturfla-
schenbodens auf- bzw. ablosen.

Uberfiihren der Zelllésung in die neue Zellkulturflasche. Je nach Zellwachstum im Verhéltnis
1:10 (500 pl) bis 1:20 (250 ul).

Zellkulturflaschen mehrmals vorsichtig schwenken und inkubieren. Ndhrmedium alle 48-72h
erneuern.

Restliche Zellsuspension in 15 ml-Zentrifugenréhrchen iiberfithren und ggf. zentrifugieren.



D.3. Kryokonservierung

D.3. Kryokonservierung

Materialien
— 15 ml-Zentrifugenréhrchen (525-0400, VW)
— (D)PBS-Losung (w/o Ca?t, w/o Mg?") (BS.L 1825, BS)
— 1000 pl-Pipettenspitzen (7640581, SA)
— 5ml-Serologische Pipetten (356543, CO)
— Kryo-Rohrchen 2.0 ml (89020)
Methode
1. Durchfithrung der Zellpassagierung. Die Zellkonzentration sollte bei 1-5-10° Zellen/ml liegen.
2. Zentrifugieren der Zellsuspension (100x G).
3. Uberpriifung auf Sedimentation der Zellen und Entfernen des Uberstandes.
4. Zugabe von 1.5ml BioFreeze (kalt, direkt aus dem Kiihlschrank) und homogenisieren.
5. Uberfithren der Zellsuspension in ein 2.0 ml-Kryo-Rohrchen.
6. Fiir zwei Stunden im Gefrierschrank lagern.
7. Uberfithren in Kryostat und lagern bei T = 77K.

D.4. Zellkultur auftauen

Materialien
— Nunc™ EasYFlask™ 75 cm? (156472, TF)
— 15ml- & 50 ml-Zentrifugenrohrchen (525-0400 bzw. 525-0610, VW)
~ (D)PBS-Losung (w/o Ca**, w/o Mg?T) (BS.L 1825, BS)
— 1000 pl-Pipettenspitzen (7640581, SA)
— 5ml- & 25 ml-Serologische Pipetten (356543 bzw. 356525, CO)
— Zellkultur-spezifisches Nahrmedium
Methode
1. Ndhrmedium abfiillen und im Wéarmebad temperieren.
2. Befiillen eines 15 ml-Zentrifugenréhrchens mit 5 ml Ndhrmedium.
3. Entnahme der tiefgefrorenen Zellkultur aus dem Kryostaten.
4. Auftauen der Probe in der Hand oder im Wasserbad bei T' = 37°C.
5. Sobald nur noch ein kleiner Eiskristall sichtbar ist, sterilisieren des Kryo-Réhrchens und homo-
genisieren der Zellsuspension mit einer Pipette.
6. Uberfiihren der Zellsuspension in das mit Nihrmedium befiillte 15 ml-Zentrifugenréhrchen.
7. Zentrifugieren fiir ¢ =15 min bei 100x G.
8. Zwischenzeitlich befiillen der 75 cm?-Zellkulturflasche mit 15ml Nihrmedium.
9. Entnahme des Uberstanden und resuspendieren in 1-2ml frischem Nahrmedium.
10. Uberfiihren der Zellsuspension in Zellkulturflasche und inkubieren.
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D.5. Dissektion

Im Folgenden soll die Dissektion zur Gewinnung von Neuronen aus dem Hippocampus eines Rattenfotus
schrittweise erklart werden. Das hier vorgestellte Protokoll wurde an der Universitdt Santa Barabara,
Kalifornien, USA durchgefithrt und entspricht den dort geltenden Richtlinien.

Materialien

6 - 8 Rattenfoten, Alter 18 Tage (Sprague-Dawley-Rattenfotus E18)
Trypsin 2.5 %

Dissection Medium

10 %-Glial-MEM

Pasteur-Pipetten

60 mm- und 100 mm-Petri-Schalen

Methode

1.

10.

11.

12.

13.
14.

158

Das fiir die Dissektion benotigte Werkzeug in einer 70/30-Ethanol/Wasser-Losung fiir 20 Minuten
sterilisieren.

Trachtige Rattenmutter mit COs narkotisieren. Abtrennen des Kopfes mit einer Guillotine.
Waschen des Fells mit Ethanol und Entfernen der Rattenfoten.

Zeitgleiches Verwenden von 2 - 3 Rattenfoten. Durchtrennen des Nackens mit einer Schere. Offnen
der Schédeldecke durch einen Einschnitt am Ohr und iiber den Augen.

Herausnehmen des Gehirns mit einem Loffel und iiberfithren in eine 100 mm-Petri-Schale mit
Dissection-Medium.

Entfernen der Hirnhaut zwischen den Hirnlappen mit einem Spatel. Hierbei ist darauf zu achten,
dass der Hippocampus nicht beschidigt wird.

Restliche Hirnhaut mit einer Pinzette entfernen. Sicherstellen, dass kein Blut oder Reste der
Hirnhaut zurtickbleiben.

Herausschneiden des Hippocampus. Hierbei die Hirnlappen mit einer Pinzette fixieren und den
Hippocampus mit einer Schere aus dem Kortex entfernen. Hierbei soll so wenig Gewebe vom
Kortex wie moglich am Hippocampus zuriick bleiben.

. Hippocampus mit einer Pinzette in kaltes Dissection-Medium {iberfiihren.

. Sobald alle Proben entnommen sind die Hippocampi mit einer Pasteur-Pipette in ein Zentrifu-

genrdhrchen tiberfiihren.

Das Gesamtvolumen auf 4.5 ml erhohen und 0.5ml Trypsin 2.5 % hinzugeben. Inkubieren des
Zentrifugenréhrchens in einem auf 37 °C temperierten Wasserbad fiir ¢ = 15 min, ohne es hierbei
zu schiitteln.

Uberstand entnehmen und die Hippocampi mit 5 ml Dissection-Medium fiir 5 Minuten waschen
und zweimal wiederholen.

Homogenisieren der Hippocampi in 1.5ml 10 % Glial- MEM durch mehrmaliges Ansaugen und
Ausspiilen in eine Pasteur-Pipette.

Wiederholen des vorherigen Vorgangs mit weiteren 1.5 ml 10 %-Glial-MEM.

Zellanzahl in einer Zdhlkammer bestimmen und auf das gewiinschte Verhéltnis verdiinnen.



D.6. SAW-Chip-Herstellung

D.6. SAW-Chip-Herstellung

Prozessschritte zur Herstellung eines SAW-Chips. Die IDT-Strukturen werden in der Software Auto-
desk®AutoCAD® gezeichnet und bei der Firma JD Photo Data (Hitchin, Herts, UK) als Chrommaske

bestellt.

Materialien

— Kiristallsubstrate (LiNbO3 oder LiTaO3)
(L x B x T:17.5 x 17.5 x 0.5mm)

— Isopropanol und Aceton

— Photolack: AZ-Mir 701 Photoresist ¢P

— Entwickler: AZ 726 MIF Developer

Gerite

— Flowbox

— Heizplatte CB160

— ESTHER (FElectronbeam-RF-Sputtering and Thermal
Evaporation) Auto 500 Thin Film Coating System

— Lackschleuderplatte DELTA 10 BM

— Standard Mask Aligner MJB &

— Plasmaétzer ,LabAsh“ 100F

— Ultraschallbad Sonorex Super 10 P

Methode
Belichtung der IDT-Struktur

1. X-Richtung durch Diamantstift markieren.

(The Roditi International Co. Ltd., London, GB)

(jeweils MicroChemicals GmbH, Ulm, DE)
(MicroChemicals GmbH, Ulm, DE)
(Merck Performance Materials GmbH, Wiesbaden, DE)

(LOTUS Systems GmbH, Immendingen, DE)
(CB160, Stuart, Staffordshire, UK)
(BOC Edwards, Guildford, UK)

(SUSS MicroTec Lithography GmbH, Garching, DE)
(SUSS MicroTec Lithography GmbH, Garching, DE)
(Technics Plasma GmbH, Kirchheim, DE)
(BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, DE)

2. Chips von Folie abziehen und kurz mit Aceton abspiilen.

3. In 40 ml-Schale geben und mit Aceton fiir 5min in einem Ultraschall-(US)-Bad (100%) reinigen.

4. Chips mit Isopropanol (IPA) abspiilen.

5. Chips in 40 ml-Schale mit IPA geben fiir 5min in einem US-Bad (100%) reinigen.

6. Chips mit Pinzette seitlich greifen und mit TPA abspiilen (Ab sofort bei ALLEN Schritten NUR

seitlich greifen).

7. Auf einem Reinraumtuch festhalten und mit Stickstoff (N3) trocknen.

8. Photolack vorbereiten: 5 ml-Becher Photolack (AZ-Mir 701 Photoresist cP) umfiillen (kippen).

9. Chip auf Drehteller ausrichten und Photolack auftropfen, bis die komplette Fliche benetzt ist

(ca. 17 Tropfen).

10. Lackschleuder aktivieren (5s: 500 rpm, Rampe 5; 30s: 5000 rpm, Rampe 9).

11. Chips herunternehmen und auf einem mit Aceton getrankten Tuch reinigen.

12. Direkt auf Heizplatte legen ohne abzudecken fiir Pre-Exposure-Bake

(t =1:30min bei T = 90°C).

13. Kurz in einer Petrischale abkiihlen lassen.
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14.

15.

16.

17.

Belichten im Maskaligner (LiNbO3 und LiTaOs: ¢ =15s).
Chips auf die Heizplatte legen. (¢ =1:00min bei T' = 110°C).
Abkiihlen lassen auf einem Tuch.

Entwickeln (AZ 726 MIF Developer: ¢ =1:30min, H20: ¢ =20s) und mit Ny trocknen.

Metallisierung mittels physikalischer Gasphasenabscheidung

1.

2.

10.

11.

Reinigen im LabAsh: P =200W, ¢t =20s bei p =500 mTorr.
Halteplatten mit IPA reinigen und mit Ny trocknen.
Chips montieren, Platten in die ESTHER einbauen und abpumpen.

Nach dem Erreichen des Prozessdrucks (< 10~° mbar) mit dem Aufdampfprozess beginnen: 5 nm
Titan @ 1A /s, 50nm Gold @ 1A /s (Durch das Verdampfen von Titan kann der Prozessdruck

noch weiter reduziert werden.)
Lift-Off: 40 m1-Schale fiillen mit 15ml DMSO (D351) und iiber Nacht stehen lassen.

Chips aus Schale waagrecht herausnehmen, sodass weiterhin ein Fliissigkeitsfilm die Chips
bedeckt und in eine 40 ml-Schale mit frischem DMSO iiberfithren.

Entfernen des iiberschiissigen Metalls im US bei 40 % fiir ¢ = 2 min.

Chips waagrecht im DMSO und anschlieend in dest. Ho0 schwenken. In 40 ml-Schale mit
frischem H50 tiberfiihren.

Erneut im US-Bad bei 40 % fiir ¢ = 2min reinigen.
Chips mit ITPA abspiilen, verbleibende Metallreste mit Q-Tip entfernen und trocknen.

Optische Kontrolle und beseitigen eventueller Kurzschliisse durch Anlegen einer 12 V-DC-
Spannung.

Thermisches Aufdampfen einer Schutzschicht

1.

2.

160

SAW-Chips mit IPA im US-Bad bei 40 % fiir ¢ =2min reinigen und mit N5 trocknen.
Reinigen im LabAsh: P =800 W fiir ¢ =5 min.

Chips auf Probenhalter montieren. Kontaktstellen mit Niederhalter oder Alufolie abdecken.
Vorrat im Schiffchen iiberpriifen.

Proben in ESTHER einbauen und abpumpen lassen.

Thermisches Verdampfen des SiO und Erstellen einer 150 nm-SiO-Schicht.
Richtwerte: Rate: 1.2 A /s; T=50-60 A; ¢t = 30 min.

Proben ausbauen und abschlieSende Schichtdickenmessung und Funktionskontrolle.



D.7. PDMS-Master-Herstellung

D.7. PDMS-Master-Herstellung

Beschreibung der Herstellung der fiir die Soft-Lithographie benotigten Gussformen. Die zur Belichtung
benotigte Photomaske wird in der Software Autodesk® AutoCAD® gezeichnet und bei der Firma Cadlog
(Eching, Deutschland) bestellt. Die maximale Auflésung einer Folie betrédgt 7 um.

Materialien

— 3"-Silizium-(Si)-Wafer (MicroChemicals GmbH, Ulm, DE)

— Isopropanol und Aceton (jeweils MicroChemicals GmbH, Ulm, DE)

— Photolack SU-8 (Microchem, Newton, MA, USA)

— Entwickler mr-Dev 600 (micro resist technology GmbH, Berlin, DE)
Gerite

— Flowbox LOTUS Systems GmbH, Immendingen, DE)

— Heizplatte CB160

— Heizofen UM 100

— Lackschleuderplatte DELTA 10 BM
— Standard-Mask-Aligner MJB 3

— Ultraschallbad Sonorex Super 10 P

Methode

Stuart, Staffordshire, UK)

Memmert GmbH + Co.KG, Biichenbach, DE)

SUSS MicroTec Lithography GmbH, Garching, DE)
SUSS MicroTec Lithography GmbH, Garching, DE)
BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, DE)

e N e

Abhéngig von der gewiinschten Schichtdicke stehen mehrere verschiedene SU-8-Produkte zur Verfiigung.
Die notwendigen Prozessparameter konnen aus dem Herstellerprotokoll entnommen werden. Die nun
aufgefithrten Parameter werden fiir die Herstellung einer 40 ym-Schicht durch SU-8-50 benotigt.

1. Reinigung der Si-Wafer in Aceton und IPA fiir ¢ =5min im Ultraschallbad (100 %) und mit
Stickstoff (Ng) trocknen.

2. Si-Wafer auf der Lackschleuderplatte positionieren und Ausrichtung durch kurze Aktivierung
des Drehtellers kontrollieren.

3. AufgieBen des Photolacks auf den Si-Wafer (Faustregel: Je Zoll Durchmesser, 1 ml Photolack).
4. Lackschleuder aktivieren (¢ =10s: 500 rpm, Rampe 9; ¢ =30s: 3000 rpm, Rampe 9).

5. Wahrend des Schleuderprozesses der zweiten Geschwindigkeitsstufe kann durch Aufpipettieren
des Entwicklers am Rand des Si-Wafers die Bildung von Unebenheiten in der Lackschicht
verhindert werden.

6. Zweistufiger Aushérteprozess durch Soft-Bake: t =5min bei T = 65°C auf der Heizplatte
erwarmen und anschlieend fiir ¢ =15 min in den Ofen bei T = 95 °C geben und anschlieflend
abkiihlen lassen.

7. Photomaske auf Si-Wafer im Mask-Aligner ausrichten und Belichten (5x ¢ =23s mit jeweils
t =455 Wartezeit).

8. Post-Exposure-Bake: t =5min bei T = 65 °C auf der Heizplatte und ¢ =10min bei T" = 95°C
im Ofen und anschliefend erneut abkiihlen lassen.

9. Entwickeln der Strukturen fiir ¢ =5min in einem Entwickler: 1 min in eine mit Entwickler
gefiillte Petrischale geben und unter stetigem leichten Schiitteln entwickeln. Uberfiihren des
Si-Walfers in eine neue Petrischale mit frischem Entwickler fiir weitere 4 min.

10. Entfernen des Entwicklers durch ITPA und trocknen mittels Stickstoff.
11. Kontrolle der Strukturen unter dem Mikroskop.
12. Hard-Bake auf einer Heizplatte bei T = 150 °C fiir ¢ =45 min, abgedeckt mit Alufolie.
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D.8. Soft-Lithographie

Herstellung der PDMS-Kammern und Mikrokanéle mittels Soft-Lithographie. Die fiir die Soft-
Lithographie notwendigen Gussformen werden entweder durch den zuvor beschriebenen Prozess
der PDMS-Master-Herstellung (siehe Kap. D.7.) produziert oder durch Anfertigung einer Metallguss-
form auf einer CNC-Frise hergestellt.

Materialien

— Belichteter Si-Wafer (Mirkokanéle)
— bzw. Metallgussform (PDMS-Kammer)

— Alufolie

— PDMS Sylgard™ 18/ Silicone (DOW Europe GmbH, Wiesbaden, DE)
— Zentrifugenrohrchen 50 ml (525-0610, VW)

— Biopsiestanze (& 1ml, & 1.5ml) (PFM medical AG, Koéln, DE)

— Scotch-Tape

Gerate

— Waage
— Exsikkator
— Heizofen

Methode

1.
2.
3.

© »®» o

10.

11.
12.
13.
14.
15.
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Reinigung der Gussform mit IPA und mit Stickstoff trocknen.
Si-Wafer in Alufolie einbetten bzw. Metallgussform vorbereiten.

Ansetzen der PDMS-Mischung (10/1) (w/w) im 50 ml-Zentrifugenréhrchen
Gesamtvolumen: 30 ml fiir Mikrokanal, 5 ml fiir PDMS-Kammer.

Homogenisieren der Komponenten durch Vermengen (Stiirzen der Rohrchen).

Entgasen des PDMS im Exsikkator fir ca. eine Stunde.
Hierbei kann nach erstmaligem Aufschdumen die Blasenbildung durch erneutes Beliiften des
Exsikkator verringert werden.

Aufgieflen der PDMS-Mischung auf den Si-Wafer bzw. in die Metallgussform.
Erneutes Entgasen im Exsikkator fiir ca. eine Stunde.
Aushérten im Ofen bei T' = 70°C fiir vier Stunden.

Nach dem Abkiihlen, Fertigstellung der PDMS-Kammern durch herauspressen aus der Gussform
und Entfernen des iiberstehenden Materials.

Nach dem Abkiihlen entfernen der Alufolie und vorsichtiges abziehen der PDMS-Schicht von
dem Si-Wafer.

Zuschneiden des Mikrokanals mittels Skalpell.

Kontaktieren der Kanalstruktur durch eine Biopsiestanze.

Entfernen von PDMS-Resten durch Spiilung mittels destillierten Wassers.
Trocknen durch Stickstoff.

Abschlieflendes Reinigen der Mikrokanalstruktur durch ein Scotch-Tape.



D.9. PA-Gel-Anfertigung

D.9. PA-Gel-Anfertigung

Protokoll zur Bildung einer Poly-Acrylamid (PA) - Schicht zur Generierung physiologischer Randbe-

dingungen durch Anpassung der Substratsteifigkeit.

Materialien

— Isopropanol (IPA)

— Analytischer Ethanol (EtOH)

— 40 %-Acrylamid-Stammldsung

— 2 %-Bis-Acrylamid-Losung

— TEMED (N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin)
— Trichloroctadecylsilan

— Chloroform

— APTES ((3-Aminopropyl)triethoxysilane)

— 10 %-APS (Ammonium persulfat)

— 50 mM-HEPES-Puffer, pH=8

— 0.4mM/1 Sulfo-SANPAH in 50 mM HEPES Puffer

— 0.5% Glutaraldehyde in PBS

— (D)PBS-Losung (w/o Ca?t, w/o Mg?T)

— 0.2mg/ml-Kollagen I (rat tail) oder

— 4yg/ml-Poly-L-Lysin (PLL) in HEPES-Puffer
— Reinstwasser dH,O

— SAW-Chips oder Glasplattchen

— Deckglaser 24 x 24 mm

— 35 mm-Petri-Schalen oder 6-well-Kulturschalen
— CleanTips® TX® 7144

— Safe-Lock-Tubes 1.5 ml

Geréate

— Plasmaétzer 300 Autoload-PC Plasma Processor
— Ultraschallbad Sonorex Super RK103H

— Laborabzug

Methode

Beschichtung der Proben mit Glutaraldehyd

(20922.364, VWR)
(1.00983, SA)

(808742, SA)
(104817, SA)
(C2432, SA)
(741442, SA)
(215589, SA)
(BS. L 1613, BS)
(803332, SA)
(G7526, SA)
(BS.L 1825, BS)
(122-20, SA)
(P1274, SA)
(EASYpure® II, TF)

(Menzel Glaser, VW)
(627102, VW)

(19-003-483, TF)
(EP0030120086-1PAK, SA)

(PVA TePla Feldkirchen, DE)
(BANDELIN electronic GmbH &
Co. KG, Berlin, DE)

(Prutscher Laboratory Systems
GmbH, Neudorfl, AU)

1. SAW-Chips bzw. Glaspldttchen in IPA einlegen und im Ultraschallbad-(US)-Bad (50 %) fiir

5 min reinigen.

2. Probenoberflache im Plasmaétzer fir ¢ =5 min bei P =800 W behandeln.

3. Proben in EtOH (= 250ml) einlegen und fiir ¢ =5 min im US-Bad (50 %) reinigen.

4. Uberfiithren in APTES-EtOH-Lésung (1:50) (=~ 250ml) und fiir weitere 15min im US-Bad

(50 %).

5. Zweimaliges griindliches Uberspiilen mit Ethanol und dH,O.
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6.
7.
8.

Proben in 0.5 %-Glutaraldheyde-Losung! geben und fiir ¢ =30 min inkubieren.
Erneutes Reinigen der Proben im US-Bad (50 %) in dH5O fiir ¢ =15 min.

Visuelle Kontrolle der Proben auf Schlieren.

Herstellung der hydrophober Deckglaser

1.
2.
3.

Deckgléser in TPA geben und im US-Bad (100 %) reinigen und mit Stickstoff (Ng) trocknen.
5 %-Silanisierungslosung in Chloroform herstellen.

250 ul der Losung jeweils auf die Deckgléser pipettieren und sorgfiltig verteilen, bis die komplette
Flache bedeckt ist.

Unter der Dunstabzugshaube eintrocknen lassen.

Mit IPA abspiilen und im US-Bad (100 %) fiir ¢ =5- 15 min reinigen. Hierbei hydrophobisierte
Seite merken.

Mit CleanTips reinigen und eingetrocknete Reste entfernen.

Trocknen und Hydrophobizitét testen.

Herstellung der PA-Gele

1.
2.

@

N v e

10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.

500 ul der vorgefertigten PA-Lésung in ein Mikroreaktionsgefdl iiberfiihren.
5ul APS? und 0.5yl TEMED hinzugeben und vermengen.

Abhéngig von der gewiinschten Schichtdicke des PA-Gels ca. =~ 20 — 40ul, PA-Losung auf die
mit Glutaraldehyd behandelten Proben aufbringen.

Verteilen der PA-Losung auf der Oberfliche durch Auflegen des hydrophoben Deckglases.
Proben auf ein befeuchtetes Tuch legen und fir ¢ =1-2h warten.
Deckglas vorsichtig durch Biegen abziehen.

Proben mit polymerisiertem PA-Gel zweimal in mit 3 ml PBS gefiillte Petri-Schalen geben und
jeweils flir ¢ =5 min in Gefrierschrank stellen.

PBS entfernen und Proben dreimal mit HEPES-Puffer® spiilen.
Proben in 3 ml HEPES-Puffer einlegen und erneut fiir 5min in den Gefrierschrank stellen.

Proben entnehmen und vorsichtig an einer Ecke mit einem Tuch beriihren, um die Flissigkeit
zu entfernen.

Auf Geloberfliche 200 pl Sulfo-SANPAH-Lésung pipettieren und fiir ¢ =10- 15 min im UV-Licht
(365 nm) mit dem Gel reagieren lassen.

Sulfo-SANPAH-L6sung entfernen und mit HEPES-Puffer dreimal spiilen und Proben kiihlen
(T = 0°C).

PLL oder Kollagen I aufbringen und iiber Nacht im Kiihlschrank inkubieren.
Losung entfernen und mit PBS iiberspiilen.
Einlegen der Proben in PBS oder Nahrmedium, um ein Austrocknen der Gele zu verhindern.

Aussaen der Zellen auf der Geloberflache.

11 ml 50 %-Glutaraldehyde in 49 ml PBS
2100 mg APS-Pulver auf 1 ml PBS
3pH-Wert wird mit 1 M NaOH eingestellt
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2D
APS

BSA
bzw.

DcAMP

DMEM
DNA

equ.

EZM
FBS

FITC

GmbH

HEK
HF

IDT

1PA
MEM
NGF

PA
PDMS
PLL
PTFE
RhoB

ROS

RW

SA
SAW

Zweidimensional

Ammoniumpersulfat

Bovine Serum Albumin
beziehungsweise

Dibutyryl
Adenosin-3,5-Monophosphat
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Deoxyribonucleic acid,

(engl.): Desoxyribonukleinséure
contributed equally, (engl.):
gleichermaflen beigetragen
Extrazelluldre Matrix

Fetal Bovine Serum

Fluorescein-Isothiocyanate

Gesellschaft mit beschrankter
Haftung

Human Embryonic Kidney

High frequency, (engl.):
Hochfrequenz

Interdigital Transducer,

(engl.): Interdigitaler Schallwandler
Isopropanol

Minimum Essential Medium
Nervenwachstumsfaktoren

Polyacrylamid
Polydimethylsiloxane
Poly-L-Lysin
Polytetrafluoroethylen
Rhodamine B

Reaktive Sauerstoffspezies

Rayleigh-Welle

Sigma Aldrich

Surface Acoustic Waves,
(engl.): akustische
Oberflichenwellen

3D
BAW

bspw.
CI
DCNN

DMSO
DOX

exkl.

EZPK
FFT

fps

HeLa
Hz

IL

MDCK-II
min

NWA

PBS
PI

PS
PWM
RNA

rpm

SaOs
SH

Dreidimensional

Bulk Acoustic Wave, (engl.):
akustische Volumenwelle
beispielsweise

Culture Insert

Deep convolutional neural network

Dimethylsulfoxid
Doxycyclin

exklusive

Eine Zelle pro Knotenpunkt
Fast Fourier Transform,
(engl.) Schnelle Fouriertransformation
Frames per second,

(engl.): Bilder pro Sekunde
Stunden

Henrietta Lacks
Hertz

Insertion Loss,

(engl.): Einfiigeddmpfung
Madin-Darby Canine Kidney-II
Minuten

Vector Network Analyzer,

(engl.) Netzwerkanalysator
Phosphate Buffered Saline
Probidiumiodid Ready Probes™
Polystyrol

Pulsweitenmodulation
Ribonucleic acid,

(engl.): Ribonukleinsiure

rounds per minute,

(engl.): Umdrehungen pro Minute
Sekunden

Sarcoma Osteogenic

Scherwelle
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SIDT

SPPL3

TF
u. a.
VL

166

Standard Interdigital Transducer,
(engl.): Standard-Interdigitaler-
Schallwandler

Signal peptide peptidase like

Thermo Fisher
unter anderem
Verzoégerungsleitung

sPIV

SSAW

TGZ
Us
ZAM

scanning Particle Image Velocimetry

Standing Surface Acoustic Wave,
(engl.): stehende akustische
Oberflaichenwelle

Terg-a-zyme®

Ultraschall
Zelladhisions-Molekiile
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