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Vorwort des Stiftungsratsvorsitzenden

caesar ist auf einem guten Weg. Fir das For-
schungszentrum war das Jahr 2007 gepragt
von wichtigen Weichenstellungen, die das In-
stitut auf seine wissenschaftliche Neuausrich-
tung vorbereitet haben. Mit der neuen Sat-
zung, die der Stiftungsrat caesar im November
2006 beschlossen hatte, waren hierfir die not-
wendigen Voraussetzungen geschaffen wor-
den.

Ein wesentlicher Schritt war zweifellos die Be-
stellung von Herrn Professor Dr. Ulrich Benja-
min Kaupp zum wissenschaftlichen Direktor
von caesar durch den Stiftungsrat am 16. Juli
2007. Einen Monat zuvor hatten die zustandi-
gen Gremien der Max-Planck-Gesellschaft Pro-
fessor Kaupp bereits zum Wissenschaftlichen
Mitglied berufen. Kurz darauf wurde Professor
Kaupp an die Medizinische Fakultat und an die
Mathematisch-Naturwissenschaftliche Fakultat
der Universitdt Bonn kooptiert. Damit ist die
Basis gelegt flir die gewiinschte enge Ver-
zahnung mit den Wissen-
schaftseinrichtungen in der Region.

Mit Herrn Professor Kaupp konnten wir einen
international renommierten Forscher gewin-
nen, der mit seinem Profil sowohl den Anforde-
rungen der wissenschaftlichen Neuausrichtung

von Caesar

Prof. Dr. Peter Gruss
Prasident der Max-Planck-Gesellschaft

als auch den Herausforderungen in hervorra-
gender Weise gerecht wird, denen sich ein
Griindungsdirektor stellen muss. Mit For-
schungsschwerpunkten in den Bereichen der
Sinnes— und Neurobiologie wird Professor
Kaupp das neue Konzept von caesar in die Tat
umsetzen.

Er hat zum 1. Januar 2008 seine Arbeit aufge-
nommen.

Somit konnte die kommissarische wissen-
schaftliche Leitung ihre Arbeit beenden. Der
Stiftungsrat und das Forschungszentrum sind
Professor Erwin Neher, Direktor am Max-
Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie in
Gottingen, und Professor Herbert Waldmann,
Direktor am Max-Planck-Institut fir molekulare
Physiologie in Dortmund, fiir ihre Tatigkeit als
kommissarische Direktoren im Jahr 2007 au-
Beide haben die
schwierige Aufgabe gemeistert, behutsam die
bestehende Forschung bei
zugestalten und gleichzeitig die Arbeit des ers-
ten Direktors fiir den Bereich der Neurowissen-
schaften vorzubereiten.

Berordentlich dankbar.

Caesar um-

Unterdessen sind die Gremien der Max-Planck-
Gesellschaft damit befasst, weitere hochran-
gige Berufungen an das Forschungszentrum
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caesar vorzubereiten. Fir die Neuausrichtung
von caesar sind aber nicht nur Berufungen
von Bedeutung - im Gesamtkonzept spielt
auch die Etablierung eines Life Science Inku-
bators eine wesentliche Rolle: Ausgewahlte
Grinderteams sollen mit umfassender Unter-
stiitzung des Life Science Inkubators ihre Pro-
jekte aus dem Bereich der Lebenswissen-
schaften so weit entwickeln, dass sie reif fir
eine anschlieBende Firmengriindung und Fi-
nanzierung werden. Wesentliche Voraus-
setzungen wurden in 2007 geschaffen, damit
jetzt die ersten Projekte geftrdert werden
kdnnen.

Es besteht aller Grund zu Optimismus, dass
sich das Forschungszentrum caesar hervorra-
gend entwickelt, sowohl in der Forschung als
auch im Hinblick auf die kinftige Anwendung.

A )

Prof. Dr. Peter Gruss
Vorsitzunger des Stiftungsrates caesar
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Vorwort des Vorstandes

Lt

Prof. Dr. Ulrich Benjamin Kaupp
Wissenschaftlicher Direktor

Das center of advanced european studies and
research (caesar) wurde in den vergangenen
Jahren sowohl organisatorisch als auch thema-
tisch umgestaltet. caesar, eine Stiftung des pri-
vaten Rechts, ist jetzt eng mit der Max-Planck-
Gesellschaft (MPG) assoziiert. Die Direktoren
der einzelnen Forschungsabteilungen werden
zu wissenschaftlichen Mitgliedern der MPG be-
rufen und die Nachwuchsgruppen werden nach
bewahrten Verfahren der MPG ausgesucht. Das
Motto ,AuBen caesar, innen Max-Planck" trifft
den Kern dieser Partnerschaft.

Die Forschung bei caesar wird sich zukiinftig
den Neurowissenschaften widmen; insbeson-
dere sollen biomedizinische Aspekte der Hirn-
forschung, z.B. die molekularen Ursachen neu-
rodegenerativer Erkrankungen, erforscht wer-
den. In den kommenden Jahren werden drei
neue Abteilungen aufgebaut und mehrere
Nachwuchsgruppen eingerichtet. Die erste Ab-
teilung ,Molekulare Neurosensorik™ hat ihre Ar-

\ fo@in,
Dr. Hartwig Bechte
Kaufmannischer Geschaftsfiihrer

beit schon aufgenommen. Sie beschaftigt sich
mit grundlegenden Fragen der zelluldren Sig-
nalwandlung: Wie werden Signale von Zellen
aufgenommen und in biochemische oder elekt-
rische Antworten umgewandelt? Die beiden an-
deren Abteilungen fiir ,Neurodegenerative Er-
krankungen™ und , Neurophotonik™ werden, so
ist zu hoffen, ihre Arbeit im Laufe des Jahres
2009 aufnehmen.

Der vorliegende Jahresbericht kann diese
jungste Entwicklung naturgemdaB nicht wider-
spiegeln. Stattdessen gibt er eine Rickschau
auf einzelne Forschungsprojekte der vergange-
nen 5 Jahre, die jetzt weitgehend abgeschlos-
sen worden sind. Die zurlickliegenden For-
schungsarbeiten bei caesar waren in verschie-
dener Hinsicht sehr erfolgreich. Mehrere Grup-
penleiter wurden auf Professorenstellen an die
Universitaten in Essen, Bochum, Kiel, Berlin
und Dresden berufen. Fir viele wissenschaft-
liche Mitarbeiter bildete die anwendungs-

Vorworte

Seite 7
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orientierte Forschung bei caesar eine gute Ba-
sis fur eine Tatigkeit in der Industrie. Ein jun-
ger Nachwuchswissenschaftlicher wurde auf
eine Heisenberg-Professur berufen. AuBerdem
mindeten die Forschungsarbeiten in mehrere
erfolgreiche Firmengriindungen. Die bisherigen
Forschungsarbeiten bei caesar umfassten
sowohl die Material- als auch die Lebens-
wissenschaften. Eine wichtige Rolle bei der
Verkniipfung so unterschiedlicher Forschungs-
themen spielten dabei der Reinraum und die
Elektronenmikroskopie. Diese beiden Techno-
logien sollen zukiinftig fiir neurowissenschaft-
liche Fragestellungen eingesetzt werden. Die
Beitrage in diesem Bericht veranschaulichen
das groBe Potential auch fiir die biomedizini-
sche Forschung dieser beiden Hochtechnolo-
gien. Jene Arbeitsgruppen, die sich den Mate-
rial- und Nanowissenschaften gewidmet haben,
verlieBen - mit einer Ausnahme - caesar schon
in den vergangenen Jahren. Der Schwerpunkt
des Jahresberichts 2007 liegt deshalb auf den
Lebenswissenschaften und der Medizintechnik.

Prof. Dr. UIricI‘4 Benjamin K/éuf)/p

Auch in diesen Bereichen hatte caesar sehr
unterschiedliche Spezialthemen, die jetzt an
verschiedenen Stellen weiter bearbeitet
werden.

So wird beispielsweise das Rapid Prototyping
fur patientenindividuellen Knochenersatz im
akademischen Umfeld der Universitdat Rostock
fortgesetzt, wahrend die Technik der Protein-
Interaktionsanalyse zur Wirkstoffidentifizierung
in einer Ausgriindung von caesar-Mitarbeitern,
der Nexigen GmbH, weiter entwickelt wird.
Damit wird die bei caesar erfolgte Forschung
und Entwicklung nicht abgebrochen. Viele
ehemalige Mitarbeiter setzen ihre Arbeiten
woanders fort. Dabei nutzen sie ihr Know-how,
die Patente und zum Teil auch die Infrastruktur
von caesar. caesar konnte damit in vielen
bisherigen
Forschungsthemen ({ber die Neuausrichtung
hinaus unterstitzen und so das bisher Erreich-

te sichern.

Fallen eine Kontinuitdt der

4 3q

Dr. Hartwig Bechte



caesar

center of advanced
european studies
and research

Therapie-Resistenz bei Krebserkrankungen

Dr. Hans-Dieter Royer
Arbeitsgruppenleiter Breast Cancer Research

Die Chemotherapie spielt eine wichtige Rolle bei der Behandlung von Krebserkrankungen. Es
zeigt sich jedoch, dass Krebszellen in der Lage sind, die toxischen Effekte von Zytostatika abzu-
wehren, was dazu fiihrt, dass die Krebszellen weiter wachsen. Die Entwicklung der Chemothe-
rapie-Resistenz ist ein Hauptproblem bei der Behandlung von Krebserkrankungen, da es fiir
solche Tumoren keine weiteren Behandlungsméglichkeiten gibt.

Bosartige Neubildungen sind auch weiterhin,
nach den Krankheiten des Kreislaufsystems,
die zweithaufigste Todesursache fiir beide Ge-
schlechter in Deutschland. Alleine in den USA
werden im Jahr 2008 1.437.100 neue Krebs-
erkrankungen erwartet [1]. In Deutschland
stirbt ungefahr jeder Dritte an einer Krankheit
des Kreislaufsystems und jeder Vierte an einer
Krebskrankheit [2]. Zur chemotherapeutischen
Behandlung von Krebserkrankungen steht eine
Vielzahl verschiedener Wirkstoffe mit anti-
neoplastischen Eigenschaften aus unterschied-
lichen Substanzklassen zur Verfiigung. Diese
unterscheiden sich betrachtlich hinsichtlich ih-
rer chemischen Zusammensetzung, ihrer Her-
kunft, ihres Wirkmechanismus und ihrer Ne-
benwirkungen. Klinische Beobachtungen zei-
gen, dass ungefahr 50% aller neoplastischen
Gewebe nicht oder nur geringfiigig auf eine
Chemotherapie ansprechen. In dieser Katego-
rie befinden sich Karzinome der Niere, der Ne-
benniere, dem Kolon, der Pankreas, der Leber,
der Gallenwege sowie maligne Melanome und
Hirntumoren wie z. B. das Glioblastom. Man
spricht hier von primdrer oder intrinsischer Re-
sistenz gegeniliber Zytostatika. Im Gegensatz
dazu sprechen z.B. Mammakarzinome, Ovarial-
karzinome oder akute myeloische Leukamien
zunachst gut auf eine Chemotherapie an. In
der Klinik wird die Chemotherapie in Zyklen
durchgefiihrt, die im Abstand von mehreren
Wochen verabreicht werden. Nach erfolg-

reicher Chemotherapie zeigt sich meist eine
vollstandige Riickbildung des Tumors, die auch
als Remission bezeichnet wird. Sehr hdufig je-
doch wird ein erneutes Auftreten des Tumors
beobachtet. Bei der Behandlung von Tumor-
Patienten erfolgen weitere Therapiezyklen, in
deren Verlauf die Therapie mehr und mehr ih-
re Wirkung verliert. Letztlich entwickeln sich
vollsténdig chemotherapie-resistente Tumore,
die zum Tod der Patienten fiihren. Die Ent-
wicklung der Chemotherapie-Resistenz kann
somit als ein zeitabhangiger biologischer Pro-
zess angesehen werden.

Mechanismen der Chemotherapie-Resistenz

Im Verlauf der letzten 40 Jahre wurde intensiv
daran gearbeitet, Mechanismen der Che-
motherapie-Resistenz aufzuklaren [3]. Es zeig-
te sich, dass Krebszellen in der Lage sind, ge-
netische, biochemische und zellbiologische
Prozesse zu aktivieren, die daflir verantwort-
lich sind, dass die toxischen Eigenschaften von
Zytostatika neutralisiert werden. So kénnen
Krebszellen die Aufnahme von Krebsmedika-
menten gezielt hemmen oder deren Ausschei-
dung durch die Aktivierung von sogenannten
Efflux-Pumpen ermdglichen (Abb. 1).

Die Familie der Efflux-Pumpen wird auch als
Familie der Multidrug-Transporter bezeichnet,
die eine wesentliche Rolle bei der Entstehung

der Chemotherapie-Resistenz spielen [4].
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Abb. 1: Mechanismen der Chemotherapie-Resistenz
von Krebszellen. Zytostatika werden von Krebszellen
durch passive Diffusion oder aktiven Transport auf-
genommen. Resistente Zellen erlangen die Fahigkeit
die Aufnahme von Zytostatika zu hemmen oder
diese durch Efflux-Pumpen wieder zu entfernen. Die
DNA ist ein Target vieler Wirkstoffe, die bei der
Krebstherapie eingesetzt werden. Therapieresistente
Krebszellen Zellen aktivieren Mechanismen mit de-
nen die toxischen Auswirkungen der Chemothera-
peutika abgewehrt werden. Dies beinhaltet zum
Beispiel eine Entgiftung durch Metabolisierung, er-
hohte Reparatur von DNA Schaden und Hemmung
der Apoptose. Die genauen Abldufe bei der Entwick-
lung der Chemotherapie-Resistenz von Krebszellen
sind weitgehend unbekannt.

Die Efflux-Pumpen werden auch als ABC-
Transporter bezeichnet, da sie eine intrazellu-
lare ATP-Bindungsstelle aufweisen, welche fiir
die Aktivitdt des Transporters wichtig ist.
P-Glycoprotein ist ein intensiv untersuchter
ABC-Transporter, der bei der Ausbildung der
Chemotherapie-Resistenz eine wichtige Rolle
spielt. Da man angenommen hatte, dass
P-Glycoprotein eine Schlisselrolle bei der Che-
motherapie-Resistenz spielt, haben sich eine
Vielzahl von Wissenschaftlern und die Pharma-
industrie sehr eingehend mit diesem Molekdl
beschaftigt [5]. Es ist bekannt, dass P-Glyco-
protein in verschiedenen Tumoren (ber-
exprimiert wird. Es gelang uns zu zeigen, dass
der Transkriptionsfaktor YB-1 die Expression
von P-Glycoprotein in Mammakarzinomen steu-
ert, und es wurde beobachtet, dass eine er-
hohte YB-1 Expression bei Brustkrebs-
Patienten mit einer Chemotherapie-Resistenz

assoziiert ist [6,7]. Interessanterweise flihrt
eine Expression von YB-1 in transgenen Mau-
sen zur Entwicklung von Mammakarzinomen
[8]. Dies bedeutet, dass Resistenzfaktoren ur-
sachlich mit der Tumorentstehung verknipft
sein koénnen. Urspriinglich wurde P-Glyco-
protein als ein erfolgversprechendes Target fiir
die Therapie angesehen und deshalb intensiv
erforscht.

Allerdings gelang es nicht, mit diesen Ansatzen
klinische Erfolge zu erzielen. Dies ist nicht
Uberraschend, da bekannt ist, dass viele ver-
schiedene Faktoren fiir die Ausbildung der
Chemotherapie-Resistenz eine Rolle spielen
(Abb. 1), wie z.B. Verdanderungen der Apopto-
se, Reparaturmechanismen, Verdanderungen
von Drug-Targets durch Mutation und Ande-
rung der ,copy number", Verdnderungen der
Zellzykluskontrolle und der Lipid-Zusammen-
setzung von Membranen und Entgiftung der
antineoplastischen Wirkstoffe durch Metabo-
lisierung [3]. Da die grundlegenden Mechanis-
men der Chemotherapie-Resistenz kaum ver-
standen sind, konnten bisher noch keine we-
sentlichen Durchbriiche bei der Therapie erzielt
werden. Dieser Umstand erklart, dass trotz
enormer Anstrengungen, den Krebs zu besie-
gen, die Mortalitatsraten bei den meisten
Krebserkrankungen seit fiinfzig Jahren unver-
andert sind.

Systembiologische Ansdtze zur Erforschung der
Chemotherapie-Resistenz

Krebszellen reagieren auf Chemotherapeutika
mit vielfaltigen Abwehrstrategien. Im National
Cancer Institute (NCI) in den USA wurde die
Genexpression von 60 verschiedenen Zelllinien
als Antwort auf eine Vielzahl von Zytostatika
gemessen (NCI-60 Studie). Diese Unter-
suchungen erforschten die zellulare Antwort
von Krebszellen auf eine kurzzeitige Behand-
lung mit Zytostatika [9]. Die Chemotherapie-
Resistenz Entwicklung dagegen ist ein lang-
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fristiger Prozess. Es gibt bis heute keine syste-
matischen Studien, die diesen Prozess zeitauf-
geldst untersucht haben. Es muss angestrebt
werden, die Mechanismen, die der Chemo-
therapie-Resistenz zugrunde liegen, durch eine
systembiologische Vorgehensweise aufzukla-
ren. Das Forschungsfeld der Systembiologie
wird durch gezielte Foérderprogramme des Bun-
desministeriums fiir Bildung und Forschung in
Deutschland aufgebaut [10]. Die Systembiolo-
gie ist darauf ausgerichtet, biologische Phano-
mene unter einem neuen Blickwinkel zu analy-
sieren und dadurch neues Wissen zu generie-
ren. Dies bedeutet, dass experimentelle Daten
in mathematischen Modellen analysiert werden
und es mdglich wird, Vorhersagen zu machen,
die dann experimentell Uberpriift werden kén-
nen. Diese iterative Vorgehensweise ist ein
zentrales Element fiir die Analyse komplexer
biologischer Systeme. Fiir die mathematische
Modellierung wurde eine Kooperation mit Prof.
ED Gilles vom Max-Planck-Institut fiir Dynamik
komplexer technischer Systeme (Magdeburg)
begonnen. Im experimentellen Bereich wurde
versucht, die Entwicklung der Chemotherapie-
Resistenz in der Gewebekultur nachzuvollzie-
hen. Fir die Etablierung dieses Forschungs-
ansatzes wurde Cisplatin und eine Brustkrebs-
zelllinie (MCF-7) gewahlt, da Cisplatin derzeit
verstarkt bei der Therapie des Mammakarzi-
noms eingesetzt wird [11]. In der Klinik wer-
den Zytostatika in Behandlungszyklen verab-
reicht. Um dies in der Gewebekultur nachzu-
vollziehen, wurden MCF-7 Zellen in wdchent-
lichen Absténden fiir einen Zeitraum von 8
Stunden mit einer Dosis von Cisplatin behan-
delt, die auch bei Patienten eingesetzt wird.
Die Cisplatin Behandlung wurde {iber einen
Zeitraum von 24 Wochen durchgefiihrt, und
die Entstehung der Cisplatin-Resistenz wurde
zeitaufgeldst durch einen Vitalitdtstest (MTS-
Assay) gemessen. Parallel dazu wurden Gen-

expressionsprofile erstellt und die Aktivitdten
verschiedener Signalwege mit Hilfe von An-
tikérper-Mikroarrays analysiert [12]. Die Unter-
suchungen zeigten, dass die Expression von
Amphiregulin nach dem 12. Behandlungszyklus
aktiviert wird und danach kontinuierlich an-
steigt (Abb. 2A).

Amphiregulin bindet an den Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR) und flihrt zu einer Ak-
tivierung des EGFR Signalwegs [12]. Die Be-
deutung von Amphiregulin fir die Cisplatin-
Resistenz wurde durch eine gezielte Funk-
tionshemmung mittels neutralisierender Anti-

A
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Abb. 2: Amphiregulin ein Schllsselfaktor fir die
Ausbildung der Cisplatin-Resistenz beim Brustkrebs.
(A) Amphiregulin mRNA Expression im Ablauf der
Entwicklung der Cisplatin-Resistenz in MCF-7 Brust-
krebszellen. Das Ansteigen der mRNA Konzentratio-
nen korreliert direkt mit dem AusmaB der Cisplatin-
Resistenz [12]. (B) Die Amphiregulin Expressions-
starke korreliert mit der Cisplatin-Resistenz verschie-
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J. K., Reinhold W. O., Weinstein J. N., Mesirov

. . . . J. P., Lander E. S., and Golub T. R., Proc. Natl.
siRNA nachgewiesen. Es lasst sich also fest- Acad. Sci. USA 98 (2001), 10787-10792.

kdrper und einer Amphiregulin-spezifischen

stellen, dass die Cisplatin-Resistenz von MCF-7 10, Bundesministerium fiir Bildung und Forschung

Brustkrebszellen durch eine gesteigerte Ex- (BMBF), Referat Offentlichkeitsarbeit. Systeme
des Lebens. Systembiologie. www.bmbf.de/pub/

systembiologie.pdf
. http://clinicaltrials.gov
soziiert ist [12]. Dieses Ergebnis wird erhdrtet 12 Eckstein E., Servan K., Girard L., Cai D., von
durch die Beobachtung, dass die Menge der Jonquieres G., Jaehde U., Kassack M. U., Gaz-
dar A.F., Minna J., and Royer H.-D., J. Biol.
Chem. 283 (2008), 739-750.

pression von Amphiregulin vermittelt wird, die
mit einer Aktivierung des EGFR Signalwegs as-

Amphiregulin mRNA in verschiedenen Brust-
krebszelllinien mit dem AusmaB der Cisplatin-
Resistenz korreliert (Abb. 2B). Dies bedeutet,
dass die Modellierung der Cisplatin-Resistenz -
Bildung in der Gewebekultur als neue Strategie
angesehen werden kann, mit der grundlegende
Mechanismen der Chemotherapie-Resistenz
aufgeklart werden kénnen. In einer Kooperati-
on mit dem Max-Planck-Institut fir Dynamik
komplexer technischer Systeme werden neue
systembiologische Ansatze entwickelt, die fiir
das Versténdnis der Chemotherapie-Resistenz
nutzlich sind.
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Stammzellen aus Zéhnen — neue Méglichkeiten fiir den

Gewebeersatz aus dem Labor

PD Dr. Michael Thie
Arbeitsgruppenleiter Dentale Zellbiologie

Zdhne dienen gemeinhin dem Kauen und sorgen fiir den richtigen Biss. Strahlend wei und
gleichmaBig geformt gehéren sie zum Markenzeichen eines jeden Gesichts. Beschéftigt man
sich abseits von Asthetik und Zahnerhaltung mit der Entwicklung der Zihne, so kommt man zu
liberraschenden Einsichten mit weitreichenden Konsequenzen fiir die moderne Medizin.

Zéhne als Abkémmlinge der Neuralleiste

Schon weit vor der Geburt und dem sichtbaren
Durchbruch der Zahne beginnt ihre eigentliche
Entstehung. In der Zahnleiste der Ober- und
Unterkieferanlagen bilden sich in einem kom-
plizierten Wechselspiel zwischen wenigen Zel-
len Zahnkeime heraus, die als Ausgangspunkt
fir die Zahnentwicklung dienen. Die ersten
Zellen, die fiir die Entwicklung von entschei-
dender Bedeutung sind, entstammen dem Ek-
toderm der Mundbucht und der Neuralleiste
der Kopfanlage. Wahrend aber die ektoderma-
len Zellen mit der Ausbildung der Zahnkrone
wieder verschwinden, bleiben die Neural-
leistenzellen ein Leben lang erhalten und sor-
gen fir den Bestand von Zahnwurzel und
Zahnhalteapparat.

Weisheitszéhne erlauben das Herstellen neuer
Gewebe

Am Beispiel des menschlichen Weisheitszahnes
hat die Arbeitsgruppe Dentale Zellbiologie zei-
gen konnen, dass die urspriinglichen Neural-
leistenzellen in einem apikal gelegenen Gewe-
be der Zahne in Form adulter Stammzellen
Uberdauern. Mit einem speziellen Verfahren
kdnnen diese Zellen aus ihrer Nische isoliert
und in Kultur genommen werden. Die Stamm-
zellen, die aufgrund ihrer Herkunft als dentale
Stammzellen (dNC-PCs, dental neural crest-
derived progenitor cells) bezeichnet werden

und eine charakteristische molekulare Signatur
besitzen, haben ein sehr groBes Differenzie-
rungspotential [1,2].

dNC-PCs sind multipotent. Sie entfalten ihr Po-
tential, sobald man sie auBerhalb ihrer ange-
stammten Nische kultiviert und neuen Wachs-
tumsfaktoren aussetzt. So konnte gezeigt wer-
den, dass sich dNC-PCs im Einklang mit ihrer
Entwicklungskompetenz als Derivat der emb-
ryonalen kranialen Neuralleiste in Zellen mit ei-
nem chondrogenen, osteogenen oder neuro-
genen Phanotyp umwandeln lassen. Fir die
medizinische Anwendung der dentalen Stamm-
zellen ergeben sich somit zahlreiche Mdglich-
keiten. So ist neben den knéchernen Elemen-
ten des Kopfes und der Zéhne auch eine An-
wendung fiir Nervenzellen der Spinalganglien,
Schwannzellen und peripheren Glia sowie fir
Hirnhautersatz denkbar. Diese Anwendungs-
maoglichkeiten liegen in der Biologie der denta-
len Stammzelle selbst, d.h. in ihrem embryolo-
gisch vorgegebenen Entwicklungspotential zur
Ausbildung der Kopfregion (Viszerokranium).
Aus diesem Grund ist die Stammzelle ektome-
senchymalen Ursprungs, wie sie im Zahngewe-
be vorkommt, fiir die Therapie von Hart- und
Weichgewebedefekten im Kopfbereich auch
besser geeignet als die Stammzelle mesoder-
malen Ursprungs, wie sie aus dem Knochen-
mark des Beckenkamms isoliert werden kann.
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Mit dem Einsatz der dentalen Stammzellen hat
die Arbeitsgruppe einen neuen Behandlungs-
ansatz gewahlt, um funktionsgestortes Gewebe
der Kopfregion wiederherzustellen. Der Be-
handlungsansatz nutzt den durch die Natur ge-
gebenen Vorteil, dass die eingesetzten Stamm-
zellen aus dem zu regenerierenden Gewebetyp
selbst stammen und &rtlich und geweblich pas-
sen.

Ein innovatives Stammzell-Vorhaben

Die Arbeitsgruppe hat sich bei ihren Arbeiten
auf die Anwendung der dNC-PCs im Bereich
Knochenaufbau konzentriert und an der
Schnittstelle von Stammzellbiologie, Biomedizin
und Medizintechnik einen entsprechenden Pro-
jektplan konzipiert. Im Mittelpunkt des Pro-
jektplans steht ein spezielles biomedizinisches
Anwendungspotential dieser Stammzellen, das
auf den gemachten wissenschaftlichen Beo-
bachtungen aufbaut. Der Kerngedanke ist, eine
therapeutische Heilsubstanz herzustellen, die
aus osteogen stimulierten dentalen Stamm-
zellen — den hier etablierten dNC-PCs - hervor-
gegangen ist.
Das osteogene Potential dentalen
Stammzellen

Hinsichtlich der Zellkultivierung von dNC-PCs
werden spezialisierte Verfahren eingesetzt, die
zur Isolierung von multipotenten, undifferen-

von

zierten Stammzellen mit hoher Entwicklungs-
kapazitat flhren. Das isolierte Gewebe der §
Zahnkeime (Weisheitszéhnen; Abb. 1) wird in §

Form von adhédrent wachsenden Zellen in Kul-
tur genommen. Diese Zellen sind nach unseren
neu formulierten Kulturbedingungen hoch-

proliferativ, was eine gute Expandierbarkeit im &
spateren Herstellungsprozess erlaubt (Abb. 2). &

Die Giite der kultivierten Zellen wird Uber eine
qualitative und quantitative Bestimmung von
Markern erfasst. Die Bestimmung der Marker

M. Thie

Abb. 1: Weisheitszahn eines 15-jéhrigen Patienten,
nachdem der Zahn operativ gezogen und anschlie-
Bend der Lange nach aufgeschnitten wurde. Die
bevorzugte Nische von dNC-PCs ist mit ,pad" mar-
kiert.

auf RNA- und auf Proteinebene ermdglicht es,
die isolierten Zellen objektiv zu beurteilen und
den Therapieerfolg bei spaterer Anwendung
abzuschatzen und dies zu einem Zeitpunkt, zu
dem morphologische Anzeichen der Zelldiffe-
renzierung noch nicht sichtbar sind [2].

Abb. 2: Mikroskopische Aufnahmen von isolierten
dNC-PCs in der Zellkultur. Es sind Primarkulturen
(oben) und Vermehrungskulturen (unten) abgebil-
det.
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Ergebnisse aus Zellkulturversuchen mit neuen,
optimierten Aufarbeitungsprotokollen zeigen,
dass eine kontrollierte osteogene Differenzie-
rung der adhdrent wachsenden Zellen beson-
ders leicht gelingt. Nach Stimulation mit einem
entsprechenden Cocktail aus pharmakologisch
wirksamen Substanzen lasst sich die Minerali-
sation der Zellkulturen beobachten und ihr Kal-
ziumgehalt als MaB flir den Erfolg dieser Be-
handlung quantitativ bestimmen.

Das Potential von dNC-PCs zur Knochenbildung
wurde in einem Tiermodell (Nacktmaus) nach
ektoper Implantation der Zellen detailliert un-
tersucht. Die beobachteten Ergebnisse bes-
tatigen das Auftreten von Knochengewebe und
damit die Differenzierung der dentalen Stamm-
zellen zu Osteoblasten (Abb. 3). Untersuchun-
gen zur Natur der abgelagerten Knochenmatrix
und dem Prozess der Umwandlung der Stamm-
zellen zu von Knochen eingeschlossenen Oste-
ozyten schlieBen sich an. Damit werden die
notwendigen Grundlagen geschaffen, um die
dentalen Stammzellen zur Behandlung von
Knochendefekten, zur Knochenheilung oder

zum Knochenaufbau erstmals auch therapeu-
tisch einzusetzen [2].

$ A < . TN b RN

Abb. 3: Mikroskopische Aufnahme von Knochenge-
webe, dass in der Maus aus dNC-PCs gewachsen ist.
Im Experiment wurden die Zellen auf Granulat (Bio-
Oss) aufgetragen und unter die Haut verpflanzt.

Schritte auf dem Weg zur Heilsubstanz

Zur Herstellung der angestrebten Heilsubstanz
werden dentale Stammzellen in einem dreidi-
mensionalen Kultursystem extrakorporal ver-
mehrt und dazu angeregt, einen dem jungen
Knochen dhnlichen Gewebeverband zu entwi-

ckeln (Abb. 4). Damit wird die spezielle Eigen-
schaft dieses Systems genutzt, aufgrund ihrer
Zusammensetzung den komplexen Knochen-
aufbau physiologisch korrekt zu stimulieren.

Abb. 4: Elektronenmikroskopische Aufnahme von
einem kuinstlich gewachsenen Gewebeverband, der
aus dNC-PCs entstanden ist. Die Kerne der Zellen
sind mit ,,N* markiert, ihre extrazelluldre Matrix mit
LECM",

Die Zellen im Kultursystem werden nach des-
sen Differenzierung zur Herstellung einer Heil-

| substanz abgetétet und/oder zumindest teil-

weise entfernt, wobei eine fiir die therapeuti-
sche Verwendung geeignete Substanz ent-

| steht. Die Heilsubstanz, die aus stimulierten

Stamm- und/oder Vorlauferzellen hervor-
gegangen ist bzw. produziert wurde, wird di-
rekt in eine therapeutische Anwendungsform
gebracht, ohne sie erneut mit Stammzellen zu
besiedeln. Die Heilsubstanz kann also unab-
hangig von der Herkunft der Stamm- und/oder
Vorlauferzellen universell zur Therapie ein-
gesetzt werden und ihre natiirliche regenerati-

ve Potenz fiir den Gewebeersatz, beispiels-

M. Thie
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Gewebeersatz

Zell-

Zell-/Gewebe-
zlichtung

differenzierung

—

Ektomesenchymale
Stammzelle

Zellkultur

Abb. 5: Eine Schemazeichnung, die den Kreislauf der Stammzellen vom Spender (Zahn) (iber die Zellkul-

tur, die Zell-/Gewebeziichtung bis hin zum Empfanger

(Zahn) beschreibt. Zum Projektschutz gegeniber

Dritten ist ein Patentportfolio von 6 Patentanmeldungen erstellt.

weise einen geeigneten Knochenaufbau, hoch-
effizient nutzen. Die Heilsubstanz enthalt dabei
keine antigenen Zellbestandteile und kann so-
mit bei allen Patienten ohne das Risiko immu-
nogener Reaktionen angewandt werden. Dies
ermoglicht eine industrielle Produktion des Pra-
parats und sichert somit standige Verfigbar-
keit.

Ein Blick in die Zukunft

Im Projekt der Arbeitsgruppe wird die Etablie-
rung eines Verfahrens und die Entwicklung ei-
nes Praparats innerhalb der Zahnmedizin/
Kieferorthopadie/Kiefer- und Oralchirurgie zur
Behebung von Defiziten im Knochenaufbau bei
Patienten aufgezeigt, die derzeit nicht oder nur
unter Schwierigkeiten mit Zahn-Implan-taten
versorgt werden kénnen (Abb. 5). Dadurch soll
diesen Patienten ein neuartiges Praparat ange-
boten werden, das seine natiirliche regenerati-
ve Potenz fiir einen geeigneten Knochenaufbau
nutzt. Darliber hinaus ergeben sich nahelie-

gende Optionen der Anwendung der dNC-PCs
bzw. der Einsatz von Produkten daraus bei der
Wiederherstellung von Gaumen- und Schéadel-
defekten in der Mund-, Kiefer-, Gesichtschirur-
gie bzw. der Plastischen Chirurgie [3,4].
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Protein Interaktions-Analyse

Dr. Hanjo Hennemann
Arbeitsgruppenleiter Protein Interaction Analysis (PIA)

Proteine, die Arbeitsmaschinen der Zelle, kénnen ihre Arbeit nur in hoch geordneter Weise und
im Konzert mit anderen Proteinen erfiillen. Dies wird erst durch selektive Wechselwirkungen der
Proteine untereinander ermdglicht. Die Identifizierung und Modulation von Proteinnetzwerken
fir therapeutische Zwecke ist das Ziel der Gruppe Protein-Interaktionsanalyse. Dazu entwickelte
die Gruppe Screeningsysteme fiir Protein-Protein Interaktionen und fiir Peptide. In Kooperatio-
nen mit Pharma- und Biotechnologie-Unternehmen wurden die Grundlagen fiir marktfahige
Technologien und eine eigene Wirkstoffpipeline gelegt. Die erfolgreiche Entwicklung des Pro-
jekts miindete im August 2007 in die Griindung der Nexigen GmbH als Spin-off aus dem For-

schungszentrum caesar.

Die Zelle, ein ,Melting Pot" fiir Makromolekiile
Seit der Sequenzierung des menschlichen Ge-
noms ist klar, dass es zwischen 25.000 und
30.000 humane Gene gibt. Diese Gene dienen
als Blaupause fiir mehr als 100.000 verschie-
dene Proteine der menschlichen Zelle, die au-
Berdem noch durch vielfaltige chemische Modi-
fikationen verandert sein kénnen. Damit diese
Vielfalt der Proteine spezifische Aufgaben in
der menschlichen Zelle abdecken kann, muss
das Zusammenspiel der Proteine prazisen Re-
geln folgen. Tatsachlich sind die Wechsel-
wirkungen von Proteinen untereinander und
mit anderen Molekiilen sehr selektiv. Die prazi-
sen Erkennungsmechanismen, die sich Protei-
ne zu Nutzen machen, erlauben die Zusam-
menlagerung von Proteinen und anderen Mole-
kilen zu sog. molekularen Maschinen, die
mehrere Dutzend Proteine umfassen kénnen
[1].

Protein-Protein Interaktionen spielen nicht nur
bei molekularen Maschinen eine Rolle, sondern
auch bei mechanisch belasteten Protein-
komplexen, z.B. dem Cytoskelett der Zelle oder
auch voriibergehenden Proteinkomplexen, die
sich z.B. bei der Signalwandlung in der Zelle
bilden. Die Signalwandlung spielt eine zentrale

Rolle bei Wachstumsvorgangen und ist bei ei-
ner Reihe von Krankheiten, wie Krebs, gestort.
Um die Mechanismen wichtiger zellularer Vor-
gange und ihre Stérung bei Krankheiten besser
verstehen zu kdnnen, bendtigen Grundlagen-
und Pharmaforschung daher leistungsfahige
Detektionssysteme fiir Protein-Protein Inter-
aktionen.

Interaktions-Screeningsysteme

Uber die letzten Jahre wurde eine Reihe von
Detektionssystemen flir Protein-Protein Inter-
aktionen entwickelt. Dazu zahlen /n vitro Me-
thoden, die Proteine durch biophysikalische
Methoden testen (z.B. durch Plasmonresonanz)
oder die Aufreinigung von Proteinkomplexen
aus Zellen mit anschlieBender massenspektro-
metrischer Erkennung der Proteinbestandteile.
Es gibt aber auch /n vivo Systeme, die Inter-
aktionen in lebenden Zellen detektieren kon-
nen, wie genetische Screeningsysteme, von
denen das klassische Zweihybridsystem am ge-
brauchlichsten ist.

Genetische Screeningsysteme fir
Protein Interaktionen exprimieren interagie-
rende Proteine in einem Modellsystem, wie z.B.
eukaryontischen Hefezellen, und nutzen damit

Protein-
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Abb. 1: Selektionsmechanismus eines cytoplasmatischen Interaktions-Screeningsystems. Das Sos Recruit-
ment System ist ein Beispiel fiir ein cytoplasmatisches Screeningsystem. Linker Teil der Abbildung: a) Das
Hefe SOS-Protein (ySOS) ist Teil des RAS-Signalwegs und ist als aktives Protein membranstandig. B) Un-
terbleibt diese Membranstandigkeit von SOS, so kann das SOS-Protein an der Signalweiterleitung nicht
mehr teilnehmen und das Wachstumssignal wird unterbrochen. Rechter Teil der Abbildung: c) das SOS
Protein wird durch Protein-Protein Interaktion an die Membran gebracht. Dazu wird ein Interaktionspartner
(,Kdder") mit SOS fusioniert und der andere (,,Prot X*) Gber einen Lipidrest an der Membran verankert.
Eine ProtX-Kdder Interaktion bringt das fusionierte SOS Protein an die Membran, wo es das Wachstums-
signal ausloésen kann. Es wachsen Hefezellen, die ein interagierendes Proteinpaar enthalten. d) kénnen
Prot X und Kéder nicht interagieren unterbleibt die Membranlokalisierung von SOS und das Wachstumssig-
nal bleibt aus.

die natirlichen zelluldaren Bindungsbedin- Cytoplasmatische Screeningsysteme

gungen. Durch die kontrollierte, rekombinate
Expression der Proteine aufgrund ihrer Gen-
sequenzen kodnnen auch Proteine untersucht
werden, die in menschlichen Zellen in nur ge-
ringer Menge vorkommen.

Diese in vivo Screeningsysteme unterliegen je-
doch einer natiirlichen Variabilitdt und speziell
das urspriingliche Zweihybridsystem hat Ein-
schrankungen beziiglich der Relevanz der iden-
tifizierten Interaktionen (hohe Rate falsch-
positiver Signale) und weist Limitierungen bei
der Detektierbarkeit von Interaktionen auf. Aus
diesem Grund wurden alternative Scree-
ningsysteme fiir Protein-Protein Interaktionen
entwickelt, die diese Nachteile umgehen.

Das erste alternative Screeningsystem fiir Pro-
tein-Protein Interaktionen, das im Cytoplasma
von Hefezellen funktioniert, wurde von Ami
Aronheim zusammen mit dem Autor im Labor
von Michael Karin (University of California, San
Diego) entwickelt [2]. Dieses System, das sog.
SOS Recruitment System (SRS), nutzt als
Selektionsmechanismus die Aktivierung des
RAS-Signalwegs, der fiir das Hefewachstum
ist. Entscheidende Komponenten
dieses Signalwegs (z.B. SOS und RAS) missen
sich in der Nahe der Zellmembran befinden,
damit der Signalweg aktiviert werden kann.
Diese Tatsache macht sich das SRS zu Nutze.

essenziell

Bei einem Paar interagierender Proteine wird
ein Protein Uber einen Membrananker an die
Membran gebracht. Der andere Partner wird
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an eine Signalkomponente, in diesem Fall das
Protein SOS gekoppelt. Interagieren die beiden
zu testenden Proteine miteinander, so wird das
fusionierte  SOS-Protein Membranndhe
gebracht und aktiviert den Signalweg. Als
Folge wachsen diejenigen Hefezellen, die ein
interagierendes Proteinpaar enthalten.

Durch diese neuartigen Selektionsysteme ist es
moglich auch Proteininteraktionen zu unter-
suchen, die fiir das Zweihybridsystem nicht zu-
gangig sind, wie z.B. Transkriptionsfaktoren
oder Proteine, die selbst das Selektionssystem
dieses Screeningsystems aktivieren konnen. In
einer Reihe von Interaktionsscreenings ver-
schiedener Arbeitsgruppen sowie in Test-
Screenings unserer Forschungsgruppe zeigte
sich auBerdem, dass das SRS eine sehr geringe
Haufigkeit von falsch-positiven Signalen er-
zeugt und damit hoch signifikant Bindungs-
partner identifizieren kann. AuBerdem konnten
mit diesem System Interaktionspartner identi-
fiziert werden, die trotz vorangegangener in-
tensiver Analyse mit Zweihybrid Screening-
systemen nicht identifiziert worden waren. Dies
zeigt, dass genetische Interaktions-Screening-
systeme, die einen cytoplasmatischen Selek-
tionsmechanismus nutzen, eine Reihe von Vor-
teilen gegenlber klassischen Screening-
systemen besitzen. Dies flihrte zu einer Reihe
von Weiterentwicklungen, wie dem Ras-
Recruitment-System [3] und Variationen dieser
beiden Systeme [4].

in

Anwendung im Vordergrund

Die Gruppe Protein-Interaktionsanalyse hat die
Erfahrung mit genetischen Screeningsystemen
genutzt und eigene, neue Screeningverfahren
entwickelt. Dabei stand immer im Vordergrund,
dass die entwickelte Technologie einen hohen
Kundenutzen aufweist und ausgepragte Allein-
stellungsmerkmale aufweisen sollte. Es wurden
intensive Gesprache mit potenziellen Kunden

aus der Pharmaforschung gefiihrt und durch
frihe Kooperationsprojekte die Nahe zur An-
wendung im Pharmabereich gesucht. Mit die-
sem Feedback gertstet konnte die Forschungs-
gruppe Protein-Interaktionsanalyse zielgerich-
tete Technologieentwicklung betreiben, die un-
gedeckte Bediirfnisse in der Pharmaforschung
deckt. Diese Vorgehensweise begann anfangs
mit der Entwicklung von Screeningsystemen
zur Detektion von Protein-Protein Interaktionen
und wurde dann ausgedehnt auf das /in vivo
Peptid-Screening, mit dem es mdglich war
Wirkstoff-Vorstufen zu identifizieren. Diese ei-
gene Technologieplattform konnte dann in der
letzten Forschungsphase am Forschungszent-
rum caesar fir den Aufbau einer eigenen Drug
Discovery Pipeline im Bereich Anti-Infektiva ge-
nutzt werden.

Automatisierung

In vivo Screeningsysteme nutzen lebende Zel-
len, um das Bindungsverhalten von Proteinen
und Peptiden unter natirlichen Bedingungen
zu analysieren und relevante Bindungspartner
aus Millionen von Kandidaten herauszufinden.
Dieser Vorteil wird allerdings gemindert durch
die natirliche Variabilitat von Zellen, die unter-
schiedlich stark auf verschiedenartige Umwelt-
einfliisse reagieren. Wichtig fir zuverlassige
Screeningergebnisse sind daher kontrollierte
Bedingungen und die strikte Beachtung von
Methoden des Qualitdtsmanagements,
wahrend der verschiedenen Phasen eines

um

Screenings reproduzierbare Bedingungen auf-
recht zu erhalten. Um dieses Ziel zu erreichen,
wurden eine Reihe neuer experimenteller Pro-
tokolle entwickelt, standardisierte Ablauf-
prozeduren (Standard Operating Procedures,
SOPs) entworfen und eingehend getestet. In
den entwickelten Screeningverfahren werden
in jedem Einzel-Screening mehrere Millionen
Interaktionskandidaten gleichzeitig getestet,
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und Uber mehrere Stufen werden die Kandida-
ten ,ausgesiebt", die definierte Spezifitatskrite-
rien erflillen. Dazu ist es erforderlich, dass je-
derzeit die einzelnen Kandidaten und ihre Da-
tenprofile verfolgt, verwechselungssicher auf-
genommen, abgespeichert und elektronisch
verarbeitet werden. Fir diese Aufgabe wurde
ein eigenes Datenverarbeitungssystem ent-
wickelt, ein sogenanntes Laboratory Informati-
on Management System (LIMS). Dieses LIMS
erlaubt das Datenmanagement
gleichzeitig durchgefihrter Screenings und hat
Schnittstellen zu den menschlichen Bedienern
(Netzwerk-Client) und zu den robotischen Ge-
raten und Datenaufnehmern (z.B. Strichcode-
Scanner).

Um eine lickenlose Datenaufnahme vom Be-
ginn bis zum Ende eines jeden Screenings zu
erreichen und fehlerbehaftete menschliche In-

mehrerer

terventionen zu minimieren, wurden halb und
vollautomatische Schritte eingefiihrt, die von
spezialisierten Robotern durchgefiihrt werden.
Dabei war ebenfalls eine enge Zusammenar-
beit mit den jeweiligen Robotherstellern not-
wendig. Ergebnis ist ein Screeningsystem mit
ausgefeilten biologischen Protokollen, leis-

Abb. 2: Robotik fiir konsistente Ergebnisse. Um re-
produzierbar und Resourcen-schonend Interaktions-
Screenings durchfiihren zu kdnnen setzt die Gruppe
Protein-Interaktionsanalyse Robotik ein. Der gezeig-
te Picking- und Stempelroboter kann unter sterilen
Bedingungen Kulturen aufnehmen und mit hohem
Parallelisierungsgrad (bertragen. Dazu dient ihm ein
Arbeitskopf mit rasterférmig angeordneten Stiften
(Bildmitte).

tungsfahiger Datenverarbeitung und modularer
Robotik, die auch fir zukiinftige Bedurfnisse
gerustet ist.

Kundenprojekte

Der Bezug zur Anwendung wurde Uber die ge-
samte Laufzeit der Forschungsgruppe dadurch
aufrecht erhalten, dass Kooperationen mit gro-
Ben pharmazeutischen Unternehmen und einer
Reihe von Biotech-Firmen durchgefiihrt wur-
den. In der ersten Kooperation mit der Sche-
ring AG (Start 2004), wurde eine Proteinkinase
aus dem onkologischen Bereich untersucht. Die
Analyse dieser Proteinkinase ergab ein Netz-
werk aus Interaktionskandidaten, die ihrerseits
funktionell verknlpft waren. Mehrere Inter-
aktionspartner konnten mit bioinformatischen
Methoden funktionellen Gruppen zugeordnet
werden (funktionelles Clustering), die nahe-
legen, dass diese Proteine in gleichen oder na-
he verwandten Proteinkomplexen vorliegen.
Doch auch andere Projekte mit Top20 Phar-
maunternehmen, wie Johnson & Johnson Phar-
maceutical Research & Development (Beerse,
Belgien) konnten erfolgreich abgeschlossen
werden. Auch hier war die Analyse eines onko-
logischen Targetproteins erfolgreich. Die Ent-
wicklung des Peptid-Screeningsystems erfolgte
hingegen mit zwei innovativen Biotechnologie-
Unternehmen. Mit der Ligand Pharmaceuticals
(San Diego, USA) wurde ein /n vivo Peptid-
Assay entwickelt. Darauf folgte die Entwicklung
eines eigenen Peptid-Screening Systems, des-
sen Validierung ebenfalls in einer Kooperation
(mit Phylogica Ltd, Perth, Australien) stattfand.
In dieser Kooperation wurde mit einem Target
der Phylogica ein Peptidscreening durch-
gefihrt. Das Ergebnis der Kooperation mit der
Phylogica waren Peptid-Liganden, von denen
einer eine starke biologische Aktivitdt zeigte
(Neuroprotektion in einem zelluldren Apoptose-
Test). Das erfolgreiche Peptid-Screening soll
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jetzt in einer strategischen Allianz mit der Phy-
logica gemeinsam vermarktet werden.

Eigene Projekte

Der Entwicklung des /n vivo Screeningsystems
fir Peptide kommt deswegen besondere Be-
deutung zu, weil sich damit das Tor zu eigenen
Wirkstoffkandidaten auftut. Peptide unter-
scheiden sich von den haufig verwendeten
kleinen Verbindungen (,small molecules™) da-
durch, dass sie fiir die Bindung an ein krank-
heitsrelevantes Protein keine tiefen Taschen
benétigen. Dies ist besonders dann interes-
sant, wenn Proteine moduliert werden sollen,
die allgemein als ,undruggable® gelten, also
nicht durch kleine Verbindungen angreifbar
sind. Besonderer Bedarf an innovativen Wirk-
stoffen besteht bei der Therapie von viralen In-
fektionskrankheiten. Hier kommt es aufgrund
der groBen Wandlungsfahigkeit von Viren
schnell zur Ausbildung resistenter Stamme. Der
Grund liegt in der hohen Mutationsrate des
Virusgenoms und der Tatsache, dass Einzel-
mutationen am entsprechenden Targetprotein
Medikamentenwirksamkeit
in der HIV-
Kombination

zum Verlust der
fuhren konnen. Derzeit wird
Therapie  versucht,  durch
mehrerer Wirkstoffe dieses Problem in den
Griff zu bekommen [5].

Die eigene Wirkstoffforschung konzentriert sich
auf Wirkstoffe, die die Periode der Resis-
tenzfreiheit signifikant verlangern kénnen. Da
HIV nur 9 Proteine besitzt, nutzt das Virus eine
Reihe von Wirtsmechanismen, um sich zu ver-
mehren und die Wirtsabwehr zu unterlaufen.
Der Verlangerung der Resis-
tenzfreiheit zielt auf die Schnittstelle zwischen
viralen Proteinen und essenziellen Wirtsprotei-

Ansatz zur

nen, die mit den viralen Proteinen interagieren.
In eigenen Interaktionsscreenings wurden Uber
20 humane Wirtsproteine identifiziert, die mit
einem viralen HIV-Protein interagieren kdnnen.

Die Bindung der meisten Wirtsproteine an das
virale Protein konnte durch unabhangige bio-
chemische Interaktionstests bestdtigt werden.
Diese potenziellen humanen Targets zeichnen
sich dadurch aus, dass sie sich nicht veran-
dern, da das menschliche Genom sehr stabil
ist. Das weitere Vorgehen zielt nun auf funktio-
nelle Bestdtigung der neuen Wirtsfaktoren
durch HIV-Proliferationstests.

In einem zweiten Ansatz wurden mehrere Pep-
tide identifiziert, die das virale Target spe-
zifisch binden kénnen. Hierzu wurde das eige-
ne /n vivo Peptid-Screeningsystem verwendet.
Die identifizierten Peptide werden gegenwartig
auf ihr Hemmpotenzial fir die Virusvermeh-
rung getestet.

Ausgriindung und Finanzierung

Neben der Entwicklung der technologischen
Plattform und der Erreichung wissenschaftli-
cher Ziele war die Erarbeitung eines tragfahi-
gen Geschaftskonzeptes eine wesentliche Vor-
aussetzung fir die Griindung des Start-Up Un-
ternehmens Nexigen. Deshalb wurde im Mai
2007 mit der Erstellung eines Business-Planes
durch eine Gruppe von Wissenschaftlern be-
gonnen. Diese Arbeiten wurden durch einen
erfahrenen Business-Berater unterstitzt.
Ubereinstimmung mit den durchgefiihrten For-
schungsaktivitdten der Arbeitsgruppe wurde
ein Konzept erarbeitet, dass auf der Durch-
fihrung von eigenen Wirkstoffprojekten und
der Nutzung der patentgeschiitzten Technolo-
gie fiir Dienstleistungsprojekte beruht. Neben
der detaillierten Analyse des Marktes und
Wettbewerbes flir die Wirkstoff- und Dienst-
leistungsprodukte, sowie einer belastbaren Fi-
nanzplanung erfolgte im Rahmen dieser Pla-
nungsphase auch die kritische Diskussion von
Geschaftsrisiken des Projektes sowie die Suche
nach strategischen Ldsungen. Insgesamt kann
festgestellt werden, dass dieser Abschnitt ganz

In
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wesentlich dazu beigetragen hat, dem Team Literatur
an Wissenschaftlern grundlegende unterneh-
merische Voraussetzungen fir die Durchfiih-
rung eines Griindungsvorhabens zu vermitteln. )

1. Steitz T. A., Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 9 (2008),
242-53.

. B . Aronheim A., Zandi E., Hennemann H., Elledge
Im August 2007 erfolgte die Griindung der S.J., and Karin M., Molecular and Cellular

Nexigen GmbH durch ein Team von vier Wis- Biology 17 (1997), 3094-3102.

senschaftlern der Arbeitsgruppe Protein- 3. Broder Y. C., Katz S., and Aronheim A., Curr.

Interaktionsanalyse und dem Business-Angel. Biol. 8 (1998), 1121-1124.

Auf der Grundlage des Businessplanes wurde 4. Knuse G, H.anke S Vasiligv S. and Henne-
mann H., Signal Transduction 6 (2006), 198-

Investoren angesprochen, um die finanziellen 208.

Voraussetzungen fir die operative Geschafts- 5. Lagnese M., and Daar E.S., Expert. Opin.

tatigkeit der Firma fir die ersten zwei Jahre si- Pharmacother. 9 (2008), 687-700.

cherzustellen. Die Vorstellung des Projektes

und die Gesprache mit Investoren der Branche

fuhrten in wichtigen Punkten zur weiteren Ver-

besserung und Optimierung des Geschafts-

modells. Aufgrund des Finanzbedarfes wurden

verschiedene Mdglichkeiten gepriift, geeignete

Investorenkonsortien zusammenzustellen. Im

November 2007 gelang als Ergebnis intensiver

Bemiihungen der entscheidende Kontakt zur

Santo Holding Deutschland GmbH. Zusatzlich

konnte als wichtiger Meilenstein die 45C AG als

strategischer Partner fiir das Ausgrindungs-

projekt gewonnen werden. In der zukiinftigen

Zusammenarbeit liegen flir beide Firmen ent-

scheidende Vorteile in der Nutzung der kom-

plementaren Technologieplattformen. Darliber

hinaus stellt die Mdglichkeit der Kooperation

mit diesem erfolgreichen Biotech-Unternehmen

einen besonders groBen Gewinn fiir die Nexi-

gen GmbH dar. Die Anwerbung der genannten

Investoren konnten nach Vertragsverhand-

lungen mit der Unterzeichnung eines Invest-

ment- und Beteiligungsvertrages im April 2008

erfolgreich abgeschlossen werden. Damit wur-

den die wesentlichen Voraussetzungen fiir den

operativen Start der Firma als Ausgriindung

der Stiftung caesar geschaffen, und das Ziel

des im Jahr 2002 begonnenen Projektes konn-

te vollstandig erreicht werden.
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Individualisierung in der Medizintechnik am Beispiel des

patientenindividuellen Knochenersatzes

Prof. Dr. Hermann Seitz
Arbeitsgruppenleiter Rapid Prototyping
Lehrstuhl fir Fluidtechnik und Mikrofluidtechnik, Universitat Rostock

Moderne generative Fertigungsverfahren ermdglichen die Herstellung dreidimensionaler Model-
le, Komponenten und Produkte direkt aus CAD-Daten. Speziell im Bereich der Medizintechnik
bietet sich der Einsatz dieser Verfahren zur Herstellung von patientenspezifischen Hilfsmitteln
und Medizinprodukten wie Hérgerdten oder Bohrschablonen fiir die Implantat-Setzung an. Mit
Hilfe der 3D-Drucktechnologie lassen sich maBgeschneiderte Knochenimplantate herstellen, die
als StiitzgerUst fiir das Tissue Engineering von Knochen eingesetzt werden kdnnen.

Vom Rapid Prototyping zum Rapid Manu-
facturing

Das so genannte Rapid Prototyping entwickelte
sich vor mehr als 15 Jahren. Dreidimensionale
Bauteile werden dabei direkt auf Basis von
CAD-Modellen aus formlosem Stoff schicht-
weise aufgebaut. Zu den bis heute entwickel-
ten und verwendeten hochtechnisierten RP-
Verfahren gehdren unter anderem das Stereo-
lithografische Verfahren (STL), das (selektive)
Lasersintern (SLS), das Laminated Object Ma-
nufacturing (LOM), das Fused Deposit Mode-
ling (FDM), das Solid Ground Curing (SGC),
das 3D-Printing sowie Multi Jet Modeling [1].
Samtlichen Verfahren ist der generelle Ansatz
des schichtweisen, d. h. generativen Aufbaus
von Bauteilen gemeinsam.

Die einzelnen Verfahren unterscheiden sich in
der Art der Schichtgenerierung, in dem Mate-
rial, aus dem das Bauteil gefertigt wird, in der
Art der Verbindung der aufeinander folgenden
Schichten und darin, wie komfortabel der ge-
samte Prozess per CAD und Steuerrechner be-
dient werden kann.

Das Einsatzgebiet der Rapid Prototyping Ver-
fahren hat sich in den letzten Jahren erheblich
erweitert. Wurden diese Verfahren urspriing-
lich zur Herstellung von Anschauungsmodellen

und Funktionsprototypen verwendet, so finden
sie heute zunehmend Einsatz bei der direkten
Herstellung von Einzelstiicken und Kleinserien.
Fir dieses Einsatzgebiet hat sich der Begriff
Rapid Manufacturing (RM) etabliert. Die Ge-
samtheit der Rapid Prototyping und Rapid Ma-
nufacturing-Verfahren wird heute unter dem
Begriff der Generativen Fertigungsverfahren
bzw. Rapid Technologien zusammengefasst.
Die Starken des Rapid Manufacturing kommen
insbesondere in der Medizintechnik zum Tra-
gen. Dort wird haufig ein individuelles, auf den
Kunden oder Patienten abgestimmtes Produkt
verlangt. Die Horgerateindustrie hat eine Vor-
reiterrolle beim Einsatz von Rapid Manufactu-
ring Verfahren zur Herstellung von Ohrpass-
stlicken fir Horgerate. Mittlerweile wird mehr
als 40% der Weltproduktion an Horgerate-
schalen mittels RM-Verfahren hergestellt. So
setzten die Firmen Siemens und Phonak das
Lasersintern (SLS) und die Firma Widex das
Stereolithografische Verfahren (STL) zur Pro-
duktion von Hoérgerategehausen ein.

Ein weiteres Beispiel flir die erfolgreiche Etab-
lierung der RM-Verfahren im Bereich der Medi-
zintechnik stellt die Fertigung von Bohrschablo-
nen flr die rechnergestiitzte Planung von Im-
plantaten dar. Die Firma Materialise stellt diese
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passgenauen Bohrschablonen auf Grundlage
von computertomografischen Aufnahmen des
Patienten mit Hilfe des Stereolithografischen
Verfahrens her.

Die Einsatzmdglichkeiten der RM-Verfahren zur
Einzel- und Kleinserienfertigung von Medi-
zinprodukten gehen (ber die besprochenen
Beispiele weit hinaus. So wird derzeit bei-
spielsweise intensiv an dem Einsatz der RM-
Verfahren zur Herstellung von patientenindi-
viduellen Knochenersatzimplantaten gearbeitet.

Rekonstruktion knécherner Defekte

Um Knochendefekte nach Unféllen oder Tu-
moroperationen zu Uberbriicken, gilt immer
noch die Verwendung von kérpereigenem Kno-
chen als Gold-Standard. Eine andere Mog-
lichkeit der Defektfiillung ist die Verwendung
von humanen Spenderknochen, Knochen tieri-
schen Ursprungs oder synthetischen Materia-
lien. Bei humanen oder tierischen Knochen
kann jedoch eine Krankheitstibertragung nicht
vollstandig ausgeschlossen werden. Die Ver-
wendung eigenen Knochengewebes zieht im-
mer die Risiken einer zweiten Operation nach
sich.

Daher werden von medizinischer Seite zuneh-
mend synthetische Knochenersatzmaterialien
gefordert. Diese sind jedoch bisher nur in
Standardformen und -gréBen erhdltlich. Bei
groBeren Defekten, speziell im Bereich der
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie, ist eine indivi-
duelle Formgebung der Implantate zur Rekon-
struktion der urspriinglichen Funktion und As-
thetik erforderlich.

Aus diesem Grund besteht ein hoher klinischer
Bedarf an neuartigen, stabilen, resorbierbaren
Scaffolds als Knochenersatz, die aus synthe-
tisch hergestellten Rohstoffen gefertigt werden
[8]. Um eine ideale Defektrekonstruktion zu er-
moglichen, sollten diese Scaffolds an die De-
fektstelle des Patienten angepasst sein. Diese

Scaffolds sollen mit kdrpereigenen Zellen be-
siedelt werden und nach Einbringung in einen
Knochendefekt als osteokonduktive Leitstruktur
dienen. Wahrend die Leitschiene langsam ab-
gebaut wird, soll sich an dieser Stelle gleichzei-
tig neuer Knochen ausbilden.

Knochenersatz aus dem 3D-Drucker

Im Bereich der Generativen Fertigungsverfah-
ren gewinnen in letzter Zeit in zunehmendem
MaBe 3D-Druck-Verfahren an Bedeutung, die
auf den bekannten Tintendrucktechniken ba-
sieren. Dies hat verschiedene Griinde: zum ei-
nen lassen sich im 3D-Druck-Verfahren ver-
schiedenste pulverformige Materialen verar-
beiten und somit neue 3D-Druck-Prozesse re-
lativ einfach gestalten, zum anderen sind Tin-
tenschreibwerke gegeniiber der bei RP-
Verfahren haufig eingesetzten Lasertechnik
sehr preiswert.

Beim 3D-Druck-Verfahren handelt es sich um
einen pulverbasierten Prozess zur Herstellung
von Modellen direkt aus Computerdaten [3].
Dabei werden diinne Schichten eines Pulvers
auf eine Grundplatte aufgebracht, die dann
durch gezielte Binderzugabe entsprechend des
aktuellen Bauteilquerschnitts verfestigt wer-
den. Der Binder wird tropfchenweise mittels ei-
nes Druckkopfs aufgetragen. Das Baumaterial
besteht aus dem gebundenen Pulver. Das lose
Pulver Gbernimmt die Stitzfunktion und wird
nach dem Prozessende entfernt. Bei dem bei
Stiftung caesar etablierten 3D-Druck-
prozess zur Herstellung keramischer Implanta-
te [2] resultiert aus dem 3D-Druckverfahren
ein Rohling (Grinteil), der in einem weiteren
Schritt bei einer Temperatur von ca. 1.250 °C
gesintert wird. Dadurch wird eine hohe Endfes-
tigkeit erreicht. Zudem werden bei diesem
Schritt die beim 3D-Drucken eingesetzten or-
ganischen Binderkomponenten vollsténdig aus-
gebrannt.

der
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Abb. 1: 3D-Druck-Prozessschema.

Materialien

Als Ausgangsmaterial im 3D-Druckprozess wird
derzeit Hydroxylapatit (HA) verwendet, das
sich bereits in der plastisch-rekonstruktiven
Chirurgie zum Ersatz von Knochenarealen be-
wahrt hat. Hydroxylapatit ist der mineralische
Hauptbestandteil des Knochens. Dieser Aus-
gangsstoff ist bekannt fiir seine gute Biokom-
patibilitat und besitzt eine hohe Osteokondukti-
vitat. HA-Werkstoffe werden aus boviner Spon-
giosa oder Korallen durch Pyrolyse und Sinter-
Prozesse gewonnen oder synthetisch herge-
stellt. Fir den Einsatz beim 3D-Drucken wird
synthetisches HA verwendet, das in Pulver-
oder Granulatform vorliegen muss. Um die flr
den Prozess bendtigte FlieBfahigkeit zu erhal-
ten, wird das Hydroxylapatit mittels Granulie-
rungsverfahren modifiziert [7]. Als Binderflis-
sigkeit fir das 3D-Drucken kommt eine Poly-
merlésung zum Einsatz.

Datenaufbereitung

Ein wichtiger Aspekt bei der Herstellung pa-
tientenindividueller Implantate fiir das Tissue
Engineering von Knochen ist die Generierung
des Datensatzes fiir das herzustellende Im-
plantat (siehe Abb. 2). Da speziell bei Schadel-
Rekonstruktionen komplexe Formen vorliegen,

konnen keine vordefinierten Standardgeomet-
rien verwendet werden. Deshalb muss hier auf
medizinische Patientendaten zurlickgegriffen
werden. Dazu wird der Schadel des Patienten
in einem Computertomographen gescannt. Der
resultierende zweidimensionale Datensatz wird
mit Hilfe einer speziellen Segmentierungssoft-
ware in ein dreidimensionales Oberflachenmo-
dell umgewandelt. Die einzelnen Objektregio-
nen konnen durch Auswahl des entsprechen-
den Schwellwertes fiir die Segmentierung un-
terschieden werden.

Nach der Segmentierung der kndchernen
Strukturen werden die Daten in ein weiteres
Software-Tool mit CAD-Funktionalitat eingela-
den. Dort kann z.B. durch Spiegelung eines ge-
sunden kndchernen Bereichs auf den entspre-
chenden Defektbereich und anschlieBender
Subtraktion der beiden Bereiche die zu ferti-
gende Leitschiene berechnet werden. Zudem
eignen sich diese Tools auch zur Konstruktion
von Kanalstrukturen in den Leitschienen. Auf
Basis des dreidimensionalen Datensatzes kann
die Leitschiene mit Hilfe der Rapid Prototyping-
Technik gefertigt werden.

Aktueller Stand beim 3D-Drucken
Knochenersatz

Anhand verschiedener Testbauteile lasst sich
das Potential des 3D-Druckens zur Herstellung
von Leitschienen charakterisieren. Massive, zy-
linderférmige Bauteile wurden zur Bestimmung
der Druckfestigkeit und des Sinterschrumpfs
gefertigt. Die Druckfestigkeit der gesinterten
Testgeometrie wurde mit 21,2 £ 2,2 MPa ge-
messen. Sie liegt damit zwischen den Druck-
festigkeitswerten von humaner Spongiosa und
kortikalem Knochen [4]. Durch die Einbringung
Kanalstrukturen sich die

von

von verringert
erreichbare Festigkeit der Leitschienen. Die
hergestellten Konstrukte weisen allerdings ge-

nidgend mechanische Stabilitét auf, um als
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Abb. 2: Datenkette zum Design patientenindividueller Implantate.

Leitschienen flir das Tissue Engineering von
Knochen und als Implantat fir Knochenersatz
zu dienen. Die Leitschienen sind jedoch nicht
ausreichend mechanisch stabil, um groBe
Krafte an stark beanspruchten Stellen des
menschlichen Skeletts aufzunehmen. Bei Ein-
satz der Leitschienen in stark belasteten Berei-
chen muss die Stabilitdt mittels Metallplatten

hergestellt werden.
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Abb. 3: Testbauteil mit interkonnektierender Kanal-
struktur. Die Kanalgeometrien liegen im Bereich von
450 pm.

Um das Einwachsen von Knochenzellen zu er-
leichtern und die Einheilungszeit der Leitschie-
nen zu verkiirzen, sollten die Leitschienen in-
terkonnektierende Kanalstrukturen und be-
stimmte Porositdten aufweisen. Abb. 5 zeigt
ein Testbauteil mit definierten inneren Kana-
len. Die mittels der 3D-Druck-Prozesskette er-
reichbaren minimalen Kanaldimensionen liegen
in einem Bereich von 450 um. Bei Kanadlen mit

einem Durchmesser von 565 pm wurde in ei-
ner friiheren Studie eine gute Knochenintegra-
tion festgestellt. Die erreichbare Kanalauflo-
sung beim 3D-Drucken liegt in diesem Bereich
und bietet somit die Voraussetzungen fiir eine
gute Knochenintegration [5].

In Abb. 4 ist ein Beispiel einer patientenindivi-
duellen Leitschiene fiir einen Defekt im Scha-
delbereich samt Kunststoff-Schadelmodell zu
sehen. Die AuBenkontur der Leitschiene wurde
auf Basis medizinischer Daten eines Patienten
entworfen. Dazu wurde ein Computertomo-
graphie-Datensatz entsprechend der beschrie-
benen Datenkette aufbereitet und die Leit-
schiene mittels 3D-Drucken gefertigt. Das dar-
gestellte Beispiel zeigt sehr gut die Mdglichkei-
ten zur Herstellung individueller, passgenauer
Leitschienen mittels 3D-Drucken auf. Voraus-
setzung fir den Einsatz solcher Leitschienen im
menschlichen Korper ist der Abschluss aller
derzeit laufenden und geplanten Voruntersu-
chungen im Labor und im Tier.

Biologische Untersuchungen

Flr den Einsatz der Leitschienen als Knochen-
ersatzimplantat im menschlichen Korper ist der
Nachweis der Biokompatibilitdit der Leitschie-
nen von entscheidender Bedeutung. Aus die-
sem Grund wurden entsprechende Versuche
(Zytotoxizitatsassay) durchgefiihrt [6]. Dabei
wurde auch das Wachstumsverhalten der Zel-
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Abb. 4: Beispiel einer patientenindividuellen Leitschiene fiir einen Defekt im Schadelbereich samt passen-
dem Kunststoff-Schadelmodell.

len auf den Leitschienen untersucht. Die Er-
gebnisse zeigen, dass die keramischen Leit-
schienen keine Toxizitat aufweisen, und es
konnte eine deutliche Zunahme der Zellen liber
den Kultivierungszeitraum festgestellt werden.
Laufende Untersuchungen beschaftigen sich
mit der Differenzierung von menschlichen me-
senchymalen Stammzellen in Richtung der
osteoblastaren Zelllinie. Ein weiterer wichtiger
Schritt ist die Etablierung eines geeigneten
Tiermodells zur Untersuchung der Knochenhei-
lung von groBen Defekten [9] und die entspre-
chende Untersuchung des Verhaltens der Leit-
schienen im autologen System.

Ausblick

Die Fertigung von Leitstrukturen fiir das Tissue
Engineering mittels Rapid Prototyping-
Verfahren bietet ein groBes Potential. Die Viel-
falt an bekannten Rapid Prototyping-Verfahren
und die breite Auswahl an einsetzbaren Materi-
alien aus dem Bereich Keramik und Polymer
bilden dabei die wesentlichen Merkmale. Dar-
Uber hinaus gibt es jedoch noch weitere Ansat-
ze zur Optimierung der Prozesskette zur Her-

stellung von Leitschienen. So kdnnen durch
Aufbringen von spezifischen Peptiden und
Wachstumsfaktoren auf die gefertigten Leit-
strukturen und durch biomimetische Oberfla-
chenverdanderungen das Differenzierungsver-
halten und die Syntheseleistung der aufge-
brachten Zellen verbessert werden. Somit kon-
nen einerseits die Gewebequalitdt verbessert
und andererseits die Kultivierungszeit verkirzt
werden.

Diese Bereiche wurden speziell im Zusammen-
hang mit Leitschienen, die mittels Rapid Proto-
typing-Verfahren gefertigt wurden, bislang nur
unzulanglich untersucht und bilden einen
Schwerpunkt zukinftiger Forschungsaktivi-
taten.
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Nanoparticle Technology
Prof. Dr. Michael Giersig
Arbeitsgruppenleiter Nanoparticle Technology
Helmholtz Center Berlin for Materials and Energy

One main goal of nanotechnology is the preparation of nhanometer-sized semiconductor, metal-
lic, magnetic, and organic particles followed by the creation of periodically-ordered nanostruc-
tures (1-D, 3-D) based on single nanoparticles. A small particle size implies high sensitivity and
selectivity. These new effects and possibilities are mainly due to the increasing ratio of surface
to volume atoms in low-dimensional systems. One important factor was and is the realization of
components, new functionalities and characteristics for the improvement of existing products or
the development of new products and application options in magnetics, electronics, and medi-

cine, based solely on the nanoscale.

Inorganic Colloids

Scaling down devices of technological interest
while preserving their full capacities is one of
the challenges nanotechnology faces. Colloid
chemistry allows for the production of sophisti-
cated nanoparticles that can be used as build-
ing blocks for the development of advanced
devices.

The preliminary requirement for the successful
development of sophisticated nanoparticles is
the control over size, shape, and crystalline
modification of the nanoparticles, as well as
their composition in the case of alloys. Many
transition metal particles tend to be highly sen-
sitive towards surface oxide formation. A
proper understanding of the electronic and
magnetic properties of nanoscale objects is im-
possible without adequately considering their

surface and, in particular, their surface chemi-
cal state.

Many colloid chemical routes have been deve-
loped in recent years. Syntheses of different
metallic particles have been successfully per-
formed by electrochemical reduction, chemical
reduction by Li, hydroborides, or polyols of
metal salts, and by thermal decomposition of
zero-valent metal-organic compounds in or-
ganic solvents. The following figure shows one
example of metal nanoparticles with a narrow
size distribution.

Monodisperse concentrated nanoparticle fluids
can easily be assembled into highly-ordered 2-
and 3-dimensional structures (Figure 2). The
assembling can be improved by the use of
external forces, e.g. magnetic forces in the
case of magnetic nanoparticles. The influence

Figure 1: TEM image of spherical monodisperse iron nanoparticles with sizes of 5, 8, 11 and 13 nm, re-
spectively, obtained by colloid chemistry. Scale bar is 100 nm.

M. Giersig
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image of a Co particle film dried in a rotating magnetic field. (C) SEM images of pillars obtained by drying
a Co colloid in an external magnetic field applied perpendicular to a substrate.

of external magnetic forces, applied rotating or
perpendicular to a substrate, on the assembled
structure is depicted in Figures 2B and 2C, re-
spectively [1].

Superstructures by Nanosphere Lithography
(NSL)

There are some applications that cannot be re-
alized by the assembly of inorganic colloids.

One reason is the limitation of perfectly or-
dered nanostructures to about one micron
squared. Another reason results from the
question: “How can we arrange highly-ordered
nanoparticles on substrates having a distance
larger than 100 nm?” To overcome those prob-
lems, a lithographical technique applying or-
ganic colloids — the so-called Nanosphere Li-
thography (NSL) — has been further optimized.
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Figure 3: Defect-rich (A) and defect-free (B) particle masks (left). Metal islands after evaporation and

mask removal (right).
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The formation of monolayers of self-assembled
colloidal particles (mainly polystyrene and silica
submicron-sized, monodisperse spheres) is
well-established and has been widely used in
various fields of research. Well-ordered latex

particle films were used, among others, as
masks that allow the production of regularly-
arranged triangular-shaped structures on al-
most any substrate. Through the evaporation
of different materials through the mask, it is
possible to prepare nanosized particles with di-
verse optical and/or magnetic properties.
There are many different monolayer fabrication
methods based on electrophoresis, electro-
static deposition, the Langmuir-Blodgett tech-
nique, spin-coating, the controlled evaporation
of solvents from a solution containing latex
particles on a hydrophilic substrate, or non-
photolithographic methods.

The main prerequisite for obtaining highly
symmetric nanostructured surfaces of large ar-
eas by use of NSL is the successful preparation
of ordered monolayers of submicron spheres
that are free of grain boundaries. To achieve
this, we have developed a modified prepara-
tion technique based on the deposition of latex
particles similar to an LB-film on water. This
method, involving surfactant-improved self-
assembly on a liquid-gas interface (instead of a

mechanical force-improved LB-assembly), al-
lowed us to obtain large monolayers (a few
cm?) that could be applied directly onto various
surfaces. Using this simple fabrication tech-
nique, it became possible to prepare monolay-
ers as large as a few cm? with grain sizes of
1 mm? and above (using latex particles with
diameters between 1000 nm and 500 nm) and
areas of even 50 um? without other structural
defects (such as point defects). Figure 3 (left)
shows one typical result of our modified
method (B) in comparison to typical results of
other methods (A). The AFM-images (right)
show nanostructured surfaces after evapora-
tion of Ni through different masks and further

removal of the latex particles by dissolution in

/A "
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Figure 5: SEM images showing a catheter prbﬁded
with an array of gold nano-structures (see insets)
for further biofunctionalization.
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Figure 6: One-step PEGylation of hydrophylic surfaces with triethoxyéilane-terminated anchor (according
to Blimmel et al., Biomaterials (2007) 28, 4739 doi: 10.1016/j.biomaterials 2007.07.038).

THF. The hexagonal symmetry of triangular- (e.g., human IgG) can be attached (see Fig-
shaped Ni-islands is clearly visible [2]. ure 6).

Those nanostructured substrates have been To prevent/minimize unspecific and unwanted
successfully used for the growth of hexagon- interactions between proteins and inorganic
ally ordered carbon nanotubes (Figure 4, left) surfaces, it is necessary to passivate the free
and ZnO rods (right) grown perpendicular on a space between the nanostructures. For our
1 cm? substrate. particular experiments, PEG (Polyethylene gly-
Another component of our studies is the de- col) is a suitable material because it is biologi-
velopment of new biosensors using nanostruc- cally inert. For adsorbtion on the surface, PEG
tured substrates. This research is mainly fo- has to be anchored with triethoxysilane.

cused on the detection of targets by means of
bioactive interfaces (nanosensors) designed at
the nanoscale. Our goal is to create minimal-
invasive interfaces that allow fast diagnosis of
organics and cells with a high specificity and
sensitivity. This includes the preparation and
bio-functionalization of noble metal nanoparti-
cles as detection devices.

Here, we describe a nanobiosensor device con-
ceived to detect the presence of a substance
on a metal surface by determining changes in
light absorption. When a target molecule binds
to a gold nano-island, the metal island changes

its optical properties and, thereby, it can act as Figure 7: Region of a fluorescence microscopy im-
age showing fetal cells immobilized onto the nanos-

a sensor. The nanobiosensor design essentially tryctured surface of the device depicted in Figure 1.
consists of a penod'C array of gold nano- The latter is pOSSible due to the use of antibodies
. . . . tethered to gold nanostructures via heterofunctional
islands” that are equipped with anchor mole- |inkers.

cules having a —SH tail that bonds to the gold

islands and a —COOH head pointing upwards To this end, an mPEG-urea solution was pre-
from the surface, to which a macromolecule pared as follows: A dry solution of mPEG-

amine2000 and 3-IPTS was stirred in DMF for
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Figure 8: SEM images of magnetic beads attached to the surface of the catheter: (A) Dynabeads Oligo
(dT),s on 5nm-thick Fe nanotriangles, very rare distribution of the magnetic beads, (B) Dynabeads Oligo
(dT)2s on a 25nm-thick Fe nanotriangles, very good distribution of the magnetic beads, (C) Anti-FITC Mic-

robeads — triangle thickness: 25 nm.

72 h under N,-atmosphere. After distillation,
the product was purified by recrystallization of
toluene/cyclohexane (1:4). The ready-to-use
solution was prepared by diluting mPEG2000-
urea powder in toluol containing triethylamine,
again under N,-atmosphere. Substrates were
placed in this solution and heated overnight,
allowing the mPEG-urea to self-assemble in a
monolayer.

Gold was chosen as the substrate material for
three reasons: (1) its stability in a physiological
environment, (2) its well-known surface plas-
mon resonance (SPR) activity and (3) our ex-
perience with gold thiol chemistry and nano-
sphere lithography (NSL). Depending on the
desired target, the application, and the type of
sensing technique to be used, the sensor can
take on any number of configurations - from
minimal-invasive devices (catheter/cannula) to
noninvasive chips (see Figure 5). Basically, this
novel nanobiosensor construction affords bio-
sensing, cell trapping and cell immobilization.
In the first phase of this project, the main fo-
cus was on the detection of markers for pre-
natal diagnosis (see Figure 7). After having
completed a successful prototype, a spin-off
company (GILUPI GmbH) was co-founded in
2006.

As we previously stated, our current research
focus is on nano-biotechnology with a major
emphasis on nano-biomedicine. Since a sig-
nificant part of tomorrow’s medicine will be

based on non-invasive and painless early de-
tection of diseases, priority will be placed on
the simplification of the current diagnosis
methods. Regarding our technology expertise,
we intend to expand into the area of early di-
agnosis of Alzheimer's disease and other de-
generative diseases of the nervous system.

Monitoring the presence of EpCAM (Epithelial
Cell Adhesion Molecule) in the bloodstream is
another example of an application for the
nanostructured catheter. The main idea of this
particular experiment is to exchange the is-
land-material (gold) against ferromagnetic iron
and to attach magnetic beads (previously
bonded with antibodies on their surfaces) to
the catheters. Three types of commercially-
available magnetic beads were used for this
experiment: Dynabeads Oligo (dT);s (2,8 um),

Anti-FITC Microbeads (50 nm), Bug Trap
(various sizes, up to 3 um).
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Figure 9: Graph presenting the number of the mag-
netic beads attached to the nanostructure as a func-
tion of the thickness of the nanotriangles.
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The dilution of the beads was prepared by re-
suspending the native bead solution in 2.5 ml
PBS (pH 7.4) with 2 mM EDTA and 0.5 % BSA.
Subsequently, catheters were incubated in the
bead suspension of the beads at room tem-
perature. The time of incubation was chosen
on the basis of the mobility of the particles in a
strong magnetic field. Afterwards, the cathe-
ters were dried and analyzed using a scanning
electron microscope. It was found that the
magnetic beads attach to the nanostructered
catheter, as shown in Figure 8.

It is obvious from Figure 8C that the magnetic
beads tend to attach to the surface of the Fe
nanotriangles. They do not stick to the surface
of the catheter, which is not covered with the
nanostructure. This emphasizes the role of the
passivation process and excludes interaction of
the beads with the structure by interactions
other than magnetic ones.

It has been measured that the number of the
attached particles strongly depends on the
thickness of the nanotriangles (see Figure 9).
This dependency was investigated for five dif-
ferent thicknesses of the deposited material
(5, 10, 15, 20, and 25 nm), from which the
nanostructure was made.

The Shadow Approach

The structures obtained by NSL can become
much more complex by varying the shadows
below the microspheres of masks during
evaporation. We first developed computer
simulations that predicted the structures re-
sulting from the variation of the angle between
the evaporation beam and the sample by tilting
and/or rotating the sample being processed.
Subsequently, a variety of predicted complex
morphologies, ranging from cup-like structures
to rods and wires, were successfully prepared
by using this technique. Figure 10 gives ex-
amples of simulation (left) and realization
(right) for one experimental setup, respectively

[3].

Fine Tuning of Interstices

The shadow approach was further improved by
changing the mask morphology, i.e. by de-
creasing the size and by changing the form of
the interstices between the spheres through
temperature processing. Figure 11 (left) dem-
onstrates the changes in size and form of in-
terstices and the change of the interferometric
color of a 540-nm PS-latex mask annealed in

25 mL water/ethanol/acetone mixture by (A) 1,

Figure 10: Simulation results for evaporation through a mask of ordered spheres, with evaporation angles
varying from 0° to 30° (left); SEM image of a bimetallic structure that was obtained by a two-step evapo-

ration process (right).
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Figure 11: Change of interstices and interferometric color of a mask by annealing (left). Simulation of
theoretically-possible structures (right).

(B) 2, (C) 4, (D) 6, (E) 7, and (F) 10 micro-
wave pulses [4].
Applying temperature-treated masks in the

shadow approach allowed for the preparation
of particles with morphologies such as rings
and rods. The combination of both processes
affords an outstanding control of the size and
morphology of the particles deposited on sub-
strates. This efficient way was shown to scale
down the size of metallic nanoparticles from
200 nm to 30 nm, while preserving the original
nanosphere spacing and order. Computer
simulations that showed the possibility of cre-
ating periodic arrays of various other geo-
metrical shapes are given in Figure 11 (right).

Reactive ion etching (RIE) is a method to in-
crease the size of interstices (Figure 12, left).
If combined with plasma etching of the masks,
the NSL shadow approach can be extended to
produce arrays of holes or nanowires hundreds

of micrometers long and less than 50 nm thick
(right).

In another study we prepared goldlines
(width ~ 400 nm, height ~ 50 nm, distance
~ 800 nm) on sapphire by means of Nano-
sphere Lithography. The space between the
gold islands was passivated with methoxy-
polyethyleneglycol to prevent unspecific at-
tachment (see Figure 6). On these subtrates
SH-SY5Y neuroblastoma cells were cultured for
2 days, followed by a 2-day cell differentiation
period.

We were able to successfully demonstrate that
gold nanowires arranged in a parallel array
provide both a permissive and directive sub-
stratum for neuron growth /n vitro. Scanning
electron microcopy (SEM) studies revealed cell
spreading initiated by the growth of cell elon-
gations guided by the underlying gold
nanowires. This indicates a strong interaction

300 NM e

Figure 12: SEM images of etched masks (left) and of Au lines on Al,O5 (right).
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between cell and gold support surfaces at the
nanoscale. The functional groups attached to
the nanowires play an important role in assist-
ing cells to sense changes in their environ-
ment. Thus, the gold nanowires are considered
to act as anchoring sites that enhance the
adhesion of neurons as well as the deve-
lopment of cell elongation, thus promoting
neuron outgrowth.

In a subsequent step, the experiments will be
repeated using broader distances in-between
goldwires, preventing cells from overgrowing
the passivated space and forcing their growth
into a specific direction eventually resulting in
the formation of pre-defined neuronal net-
works.

Combining NSL with Carbon Nanotubes (CNTs)

The unique mechanical, electrical and optical [&
carbon nanotubes §

properties of multiwall

osteoblast-like cells (CAL-72) to a tactile en-
vironment intentionally modified by nanoscaled
patterns (see Figure 15) [5].

The obtained results show enhanced cell
growth on nanoscaled surfaces (Figure 15A)
and growth guidance by the spatial periodicity
of a particular nano-pattern (see Figure 16)[6].
These results demonstrate that osteosarcoma
cells do sense and respond to physical micro-
and nanofeatures (topographic and mechani-
cal) in their environment. They favor the
nanostructured surface which allows efficient
cell attachment, growth and spreading as the
substrate offers a high number of cell contacts.

(MWNTs) make them very promising for the &%

fabrication of new advanced materials, par-

ticularly polymer composites with improved

performance, or with new properties.

CNTs have been combined with Nanosphere Li-
tography to prepare synthetic architectures
having a well-defined topography (geometry
and surface roughness), as well as suitable
biocompatibility. In the Nanoparticle Techno-
logy Group research has been done to engi-

neer cell surface interaction on CNT-based ar- |
chitectures and to investigate the response of

i
i

Figure 13: Enhanced growth and extensive differen-
tiation of SH-SY5Y neuroblastoma cells.

M. Giersig

Figure 14: (Top) Scanning electron microscopy
(SEM) image revealing a directional coalescence of
axons/dendrites of two adjacent neuroblastoma

| cells converging in a synapse, (Bottom) SH-SY5Y

cells show a high affinity to gold - nanostructured
areas on the substrate while avoiding mPEG-urea-
passivated areas in between.
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Figure 15: SEM Image depicting a micro/nano periodi

0

¢ pattern of a CNT-based free-standing film.

Ty

(A) The

film is characterized by cavities having an average diameter of about 2 pm, scale bar 1 pm. (B) CAL-72
cells attaching and spreading onto the free-standing film.

Physical spreading of cells on a substrate
strongly influences intracellular events and has
stimulating effects.

The cell adhesion to the surface belongs to the
first phase of cell-substrate interaction and the
quality of this phase plays an important role in
the modulation of cell functions, such as mor-
phology, proliferation, protein production and

l-(" LIS |

differentiation. Our previous results have con-
firmed that surface chemistry and topography
of the substrate are undoubtedly responsible
for the variation in cell morphology, cytoskele-
ton organization, and proliferation. Since the
cytoskeleton is believed to be responsible for
the mechanical properties of the cell, the al-
teration in its architecture upon adhesion to di-

‘) C
oA /i.* aﬁ&\': - ‘; ‘

Figure 16: SEM image of a platform containing a periodic array of aligned CNTs. (A) This platform was

tested as a physical support for studying the biomechanical interaction of osteoblast-like cells (CAL-72)
with nanofeatured components (CNTs). (B) The cells develop elongations that anchor to the tips of individ-
ual CNTs, thereby adopting a typical arborized shape. (C) Lightmicroscopic image of CAL-72 osteoblast-like
cells following aligned CNTs.
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verse substrates may lead to changes in the 30

mechanical stiffness of the cell. This fact as- — experimental force curve 15
sumes that a high value of Young’s modulus is E soil — ‘“e°’?'§al_§"ﬂ2‘§; -
directly correlated with good cell adhesion [1]. g 41 §
8 5
We have used atomic force microscopy (AFM) % ‘g.
as a tool to study the biocompatibility of vari- g b | -0~5§
ous substrates by investigating the adhesion € =
behavior of osteoblast cells /n vitro. This tech- © of 10

nique allowed the examination of cyto- TR T R T T

mechanical properties of living cells on a sub- Piezo height [nm]
micrometer scale.

Figure 18: The Hertz model applied to one experi-
mental force- curve taken on the living cell in the
area of its nucleus (osteoblast cultured on glass).
Calculated Young’s modulus: 4.2 kPa.

We have found that Young's modulus of os-
teoblast cells is substrate dependent. The stiff-
ness of the cells is altered by adhesion to dif-

: ferent substrates (Table 1). In general, CNT-
0 &mphy 3 pm based substrates exhibit good biocompatibility

deflection 200 nm to osteoblast cells reflected by the strong cell
Figure 17: Representative height (A) and deflection zdhesion to these substrates.
(B) image of a living osteoblast cell on a gold trian-
gular honeycomb structure. The star-shaped mark

shows a typical area of elastic measurements. SUBSTRATE TYPE F [N] E [kPa]
. . . GLASS 3.90(68)
Osteoblast cell adhesion has been investigated
_ o CNT MATRIX 1.2 5.45(93)
on CNT-based matrices and quasi-triangular CNT LbL FILM 4.73(50)

gold clusters. The elastic properties of cells ad- | HonNEYCOMB STRUCTURE 7.10(1.47)
hered to these substrates have been compared
to those of osteoblasts cultured on glass. The
Young modulus of the osteoblasts has been
extracted from the force-curves recorded in
the nucleus region of the cell (Figure 17).

Table 1: Mean elastic modulus of living osteoblast-
like cells seeded on various substrates.

Figure 18 shows a representative force-curve
recorded on a living cell. The obtained force-
curves were fitted with the Hertz (theoretical)
model, which describes the indentation of an
elastic sample using a stiff conical indenter.
The fitted theoretical force-curve is super-
imposed on top of the experimental one and,
as can be seen, fits the experimental curve
over the whole range of analysis.
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Neue Mdglichkeiten der analytischen Elektronenmikroskopie

Dr. Stephan Irsen
Leiter Electron Microscopy and Analytics Labs (EMA)

Die analytische Elektronenmikroskopie korreliert Bilder und chemische Informationen der un-
tersuchten Proben. Der Einsatz moderner Mikroskope mit korrigierter Elektronenoptik und mo-

nochromatisiertem Elektronenstrahl ermdglicht

Die fortschreitende Miniaturisierung in nahezu
allen Zweigen der Natur- und Ingenieurs-
wissenschaften machen den Einsatz bildgeben-
der Untersuchungsmethoden fiir den sub-
Nanometerbereich immer wichtiger. So kom-
men z.B. in der Halbleiterindustrie routine-
maBig Strukturen zum Einsatz, die nur noch
aus wenigen Atomlagen bestehen. Aber auch
in den Lebenswissenschaften wachst der Be-
darf an entsprechender Nanoanalytik stetig
[1].

Das Elektronenmikroskop ist schon seit lange-
rem kein reines Abbildungsinstrument mehr. Es
gibt eine Vielzahl von Signalen, die bei der
Wechselwirkung des Elektronenstrahls mit der
untersuchten Materie erzeugt werden und die
wertvolle strukturelle und chemische Informati-
onen Uber das untersuchte Material enthalten
[2]. Das Labor fiir Elektronenmikroskopie und
Analytik der Stiftung caesar (EMA@caesar)

diese Untersuchungen mit atomarer Aufldésung.

verfiigt Uber ein breites Spektrum von analyti-
schen und hochauflésenden Elektronenmikro-
skopen, die in Tabelle 1 zusammengefasst
sind. An zwei Beispielen sollen einige der Un-
tersuchungsmethoden, die mit diesen Geraten
moglich sind, etwas genauer erlautert werden.

Atome direkt abbilden und chemisch
identifizieren
Moderne hochaufldsende  Transmissions-

elektronenmikroskope erreichen heute im Rou-
tinebetrieb eine Auflésung von ca. 0.1 nm.
Dies reicht aus, um in den meisten kristallinen
Materialien die einzelnen, den Kristall bilden-
den Atomsaulen, abzubilden. Ein Nachteil der
Hochauflésungsmikroskopie (HRTEM) besteht
darin, dass die erzeugten Bilder schwierig zu
interpretieren sind und in der Regel ein Ver-
gleich Modellrechnungen nétig ist.

Ausstattung bei EMA@caesar.de*

ZEISS LIBRA200
CRISP

Transmissions-
elektronenmikroskop

Transmissions-

elektronenmikroskop ZEISS LEO922A

Rasterelektronenmikroskop ZEISS Supra55

FIB-Rasterelektronen-

. ZEISS XB1540
mikroskop
Auger-Rasterelektronen-
mikroskop Hileeld
Réntgenbeugung Bruker D8

*Eine vollstandige Liste der Gerate ist unter www. caesar.de zu finden.

Hochauflésendes (S)TEM mit FEG, Monochromator,
abbildendem Energiefilter und CS-Korrektur

Analytisches TEM
Hochauflésendes FEG REM mit groBer Probenkam-

mer

Fokussiertes Ionenstrahl Mikroskop zum Bearbeiten
von Proben im Nanometerbereich

Hochauflésendes Rasterelektronenmikroskop mit
Augerelektronen Spektrometer und Ar-Ionenkanone

Roéntgendiffraktometer mit Flachendetektor

Tabelle 1: Uberblick der wichtigsten Geréte bei EMA

@caesar.
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Aberrationskorrektur in der Elektronenmikroskopie

Um mit einem Raster-Transmissionselektronenmikroskop (STEM) eine Auflésung
zu erreichen, die eine direkte Abbildung einzelner Atomsaulen erlaubt, muss der
konvergente Elektronenstrahl am Probenort auf einen Durchmesser von ungefahr
0.1 nm fokussiert werden. Auflésungslimitierend wirken im STEM hauptsachlich
Aberrationen der magnetischen Linsen des Beleuchtungssystems. Der Offnungs-
fehler (CS) bewirkt, dass axnahe und axferne Stahlen nicht in einem Punkt fokus-
siert werden und so den Elektronenstrahl verbreitern. Im Gegensatz zur Lichtop-
tik, wo der Offnungsfehler durch asphérische Linsen einfach eliminiert werden
kann, existieren in der Elektronenoptik ausschlieBlich Rundlinsen. Bei konventio-
nellen TEMs hat das zur Folge, dass mit sehr kleinen Offnungswinkeln gearbeitet
wird, Ublicherweise im Bereich von 10 mrad im Rasterbetrieb oder 2 mrad bei
paralleler Beleuchtung. Die Moglichkeit der Auflésungssteigerung mittels elektro-
nenoptischer Elemente zur Aberrationskorrektur wurde schon 1947 von Scherzer
postuliert [3], es dauerte jedoch bis in die 1990er Jahre, dass solche Korrektoren
technisch realisiert werden konnten. Der Elektronenstrahl wird beim Durchlaufen
des symmetrisch aufgebauten CS-Korrektors zunachst entfaltet, mit einer Kombi-
nation aus Hexapol- und Quadrupollinsen korrigiert und anschlieBend wieder zu
einem Spot zurlick transformiert. Die Linsenstrome fiir diese Prozedur lassen sich
durch die Auswertung sog. Zemlin-Tableaus bestimmen (siehe Inset) [4]. Dabei
wird der Strahl um die optische Achse verkippt und die Frequenzspektren der bei
unterschiedlichen Foki und Kippwinkeln gemessenen Bilder ausgewertet. Mit einer
computerunterstiitzen Routine lassen sich so Linsenfehler bis zur 3. Ordnung
korrigieren und bis zur 5. Ordnung optimieren. Nach erfolgreicher CS-Korrektur
erhdlt man aberrationsfreie Bereiche bis zu 40 mrad, so dass Untersuchungen mit
einem bis zu 4fach gréBeren Offnungswinkel durchgefiihrt werden kénnen. Alle
hier beschriebenen Untersuchungen wurden bei 200 kV an einem ZEISS Libra200
(CRISP) (S)TEM mit Monochromator, CS-Korrektor im Beleuchtungssystem und
90° incolumn Energiefilter durchgefihrt

.;
‘o

.-
g

Abb. 1: Funktionsweise eines CS-Korrektors im Raster-Transmissionselektronenmikroskop.

Eine elegante und einfacher zu interpre- ab (Z-Kontrast). Besitzt der Elektronenstrahl

tierende Methode, Bilder mit atomarer Auf-
I6sung zu erzeugen, ist die hochaufgeldste
Raster-Transmissionselektronenmikroskopie

(HRSTEM). Dabei durchstrahlt man die Probe
nicht wie im konventionellen TEM mit einem
parallelen Strahlenbiindel, sondern rastert ei-
nen konvergenten Elektronenstrahl (Sonde)
Uber die Probe. An der jeweiligen Strahlpositi-
on wird die Sonde durch Wechselwirkung mit
der Probe gestreut und die entstehenden
Streukegel koénnen mit einem Ringdetektor
aufgezeichnet und abgebildet werden. Verwen-
det man dabei ausschlieBlich mit hohen Win-
keln (> 50 mrad) gestreute Elektronen fiir die
Bildgebung — man spricht dann von einem sog.
High-Angle Annular Dark-Field (HAADF) Detek-
tor — hangt der Bildkontrast nur noch von der
Ordnungszahl Z der wechselwirkenden Atome

bei der Untersuchung zusatzlich einen Durch-
messer im Bereich von 0.1 nm, lassen sich
auch im STEM die Atomsaulen der untersuch-
ten Probe auflésen. Da der Kontrast solcher
HRSTEM Bilder in erster Linie von der Ord-
nungszahl der wechselwirkenden Atome ab-
hangt, lassen sich HRSTEM Bilder in der Regel
wesentlich einfacher interpretieren als entspre-
chende HRTEM Aufnahmen.

Ein weiterer Vorteil der Raster-Transmissions-
elektronenmikroskopie liegt darin, dass sich la-
terale und chemische Information mit hoher
Auflésung korrelieren lassen. Chemische oder
spektroskopische Informationen Uber die Probe
erhalt man dabei aus der Wechselwirkung des
Elektronenstrahls mit den Elektronenhiillen der
durchdrungenen Atome. Die
Rontgen- (EDX) oder Elektronen-Energie-

resultierenden
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Abb. 2: STEM Untersuchung an einem Hochtemperatursupraleiter (YBa,Cus;0;.x = YBCO). (A) Z-Kontrast-
Abbildung mit atomarer Aufldsung entlang der c-Achse des Kristalls. Bei den Daten handelt es sich um
Rohdaten. Die hellen Kreise reprasentieren die Ba/Y Atomsdulen. Die Auflésung betragt ca. 0.2 nm. (B)
Kristallstruktur von YBCO entlang der c-Achse. Die einzelnen Atomsorten sind farblich gekennzeichnet. Rot
= Ba, griin =Y, gelb = Cu, blau = O. (C) Fourier-gefilterte Darstellung von A. Zur besseren Veranschauli-
chung sind die sichtbaren Atomlagen farblich markiert. Rot = Ba/Y, gelb = Cu/O. Die Atomsaulen, die
ausschlieBlich aus O-Atomen bestehen, wurden aufgrund der besseren Ubersicht nicht dargestellt. (D)
Linienprofil des in A blau markierten Bereichs: Die unterschiedliche Intensitdt der beiden Atomsorten Ba/Y
und Cu/O aufgrund der unterschiedlichen Atommassen ist gut zu erkennen.

verlustpektren (EELS) geben u.a. Auskunft
Uber die chemische Zusammensetzung aber
auch Uber die Koordination der untersuchten
Bei Verwendung monochroma-
tisierter Elektronenquellen lassen sich leicht
spektroskopische  Auflésungen ca.
150 meV erreichen, ausreichend, um auch op-
tische Eigenschaften von Materialien zu un-
tersuchen. Um sinnvoll solche spektroskopi-
schen Methoden mit atomarer Aufldsung nut-
zen zu konnen, benétigt man einen atomar
auflésenden Elektronenstrahl mit einem Strahl-
strom im Bereich von 5—20 pA. Dies ist in
konventionellen Elektronenmikroskopen nicht
realisierbar. Durch den Einsatz
CS-Korrektors und die dadurch mdgliche Kor-
rektur der Linsenfehler bis zur 3. Ordnung las-
sen sich Elektronenstrahlen mit den geforder-
ten Eigenschaften erzeugen. Die Funktions-
weise eines solchen Korrektors ist in Abb. 1
kurz beschrieben.

Abb. 2 zeigt eine Untersuchungsserie an einem
YBCO Hochtemperatursupraleiter (YBa,Cus05.x)
[5]. Der untersuchte Kristall wurde entlang der
kristallographischen c-Achse ausgerichtet. Die
Kristallstruktur von YBCO besteht aus drei
verschiedenen Atomsdulen. Die Flachenmitte
der Einheitszelle wird von einer gemischten Ba/

Atomsorte.

von

eines

Y Atomsadule geschnitten. In Abb. 2b ist diese
Saule rot/griin dargestellt. Die Ecken der Ein-
heitszelle bilden gemischte Cu/O Saulen (gelb/
blau), wahrend die Kantenmitten von reinen
O-Saulen besetzt sind (blau). Die Abstdande
zwischen zwei Ba/Y Saulen entlang der kristal-
lographischen a- und b-Achse betragen 0.38
und 0.39 nm. Entlang der Diagonalen betragt
der Abstand zwischen zwei Ba/Y-Atomsaulen
0.55 nm. Der nachste Abstand entlang dieser
Diagonalen liegt allerdings zwischen einer Ba/Y
und einer Cu/O Saule und betragt 0.27 nm.
Das Linienprofil in Abb. 2D zeigt einen Scan
entlang der eben beschriebenen Diagonalen.
Die Position des Scans ist in Abb. 2A als blaue
Linie dargestellt. Die hellen Bildpunkte repra-
sentieren die Ba/Y Atomsaulen. Die Informatio-
nen der Cu/O Saulen lassen sich dagegen mit
bloBem Auge nicht eindeutig identifizieren. Das
Linienprofil bringt diese Informationen aller-
dings zweifelsfrei zutage. Abb. 2C zeigt eine
Fourier-gefilterte Darstellung der Rohdaten in
Abb. 2A. Zum besseren Verstandnis ist das
Strukturmotiv der Ba/Y und der Cu/O Atom-
saulen in die Struktur eingezeichnet. Die reinen
O-Atomlagen lassen sich in den Bildern nicht
eindeutig nachweisen.
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Abb. 3: Elektronen-Energieverlustspektrum von YBCO. (A) Ausgewahltes Spektrum, das beide untersuch-
ten Signale — O und Ba — zeigt. Das Sauerstoffsignal ist nur sehr schwach ausgepragt, da das Spektrum im
Bereich einer Ba-Atomsaule aufgezeichnet wurde. (B) Linienprofil entlang der in Abb. 2A gezeigten Linie.
Dargestellt ist der Verlauf des und des Ba Signals. Die chemischen Signale der beiden Elemente verlaufen

antiphasisch.

Als Beispiel fiir eine spektroskopische Untersu-
chung mit atomarer Auflésung zeigt Abb. 3 ein
Spektren-Linienprofil, das im STEM-Spektros-
kopiemodus mit atomarer Auflésung gemessen
wurde. Abb. 3A zeigt ein ausgewahltes EEL-
Spektrum aus dem untersuchten Bereich.
Durch inelastische Wechselwirkung zwischen
dem Primarelektronenstrahl und der Probe,
kommt es zu elementcharakteristischen Ab-
sorptionskanten. In Abb. 3A sind die Absorp-
tionskanten des Sauerstoffs sowie des Bariums
gezeigt. Aus dem Intensitatsverhaltnis der bei-
den Signale lassen sich Riickschliisse Uber die
Stochiometrie des Materials ziehen, aus der
Form der Signale kdnnen Informationen Uber
die Koordination der einzelnen Atome abgelei-
tet werden. Die Korrelation der lateralen und
chemischen Information ist in Abb. 3B darge-
stellt. Die griine Kurve ist ein MaB fiir die Kon-
zentration des Elements Ba, wohingegen die
rote Kurve den Anteil von O reprasentiert. Der
untersuchte Bereich ist in Abb. 2A mit einer
blauen Linie markiert. Der Graph zeigt ein-
drucksvoll, dass die beiden Elementsignale an-
tiphasisch verlaufen. Somit lassen sich die
Atomlagen aus Abb. 2A eindeutig zuordnen
und spektroskopische Informationen mit ato-
marer Auflosung messen.

Elektronentomographie einmal anders

Die Elektronentomographie zur 3-dimensiona-
len Untersuchung von Proben im Nanometer-
bereich ist seit einigen Jahren als Standard-
methode etabliert. Ublicherweise werden dazu
im Transmissionselektronenmikroskop Aufnah-
men der Probe unter unterschiedlichen Kipp-
winkeln angefertigt. Diese Kippserien umfassen
in der Regel einen Winkelbereich von ca.
+ 70°. Im Anschluss an die Untersuchung wer-
den die einzelnen Durchstrahlbilder aufein-
ander abgeglichen mit dem Ziel, die Proben-
drift, die im Verlauf der Untersuchung stattge-
funden hat, zu korrigieren. AnschlieBend wird
der Datensatz analog zur Computertomogra-
phie im Computer zu einem 3-dimensionalen
Datensatz rekonstruiert.

Ein interessanter neuer Ansatz, 3-dimensionale
Datensatze mit Hilfe der Elektronenmikroskopie
zu generieren, kann mit einem FIB-Mikroskop
durchgefihrt werden. Eine kurze Erlduterung
der zugrunde liegenden Technologie wird in
Abb. 4 gegeben. Im FIB-Mikroskop lasst sich
mittels eines fokussierten Ionenstrahls die Pro-
be selektiv schichtweise abtragen und gleich-
zeitig mit dem Elektronenstrahl beobachten.
Auf diese Art lassen sich sehr einfach Schicht-
datensatze erzeugen, die anschlieBend im
Computer zu einem 3-dimensionalen Modell re-
konstruiert werden kénnen. Da bei dieser Me-
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Fokussiertes Ionenstrahl Mikroskop (FIB)

In einem FIB- (Zweistrahl-) Mikroskop werden
zusdtzlich zum Elektronenstrahl Ga*-Ionen ver-
dampft, auf maximal 30 kV beschleunigt und als
fokussierter Ionenstrahl Uber die Probenoberfla-
che gerastert. Aufgrund der verglichen mit Elekt-
ronen groBeren Masse der Ga*-Ionen werden bei
diesem Vorgang Oberfldchenatome aus der Probe
heraus geschossen (siehe nebenstehende Abb.).
In modernen FIB-Mikroskopen konnen beide
Strahlenquellen gleichzeitig betrieben werden und
der Ionendtzvorgang mit dem Elektronenstrahl
beobachtet werden. Mit dieser Technik kénnen so
sehr einfach Querschnittsanalysen angefertigt
werden, indem die Probe schichtweise abgetragen
und nach jeder Schicht eine Aufnahme abgepei-
chert wird. Aus den resultierenden Bildserien las-
sen sich anschlieBend im Computer 3-dimen-
sionale Datensatze rekonstruieren. Dariiber hin-
aus gibt es fiir ein FIB Mikroskop eine Vielzahl
weiterer Einsatzmdglichkeiten, u.a. die schnelle
Herstellung von Diinnschnitten fur die TEM Analy-
se.

struiert.

Die hier vorgestellten Untersuchungen wurden mit einer ZEISS 1540XB Workstation durchgefihrt. Die
einzelnen Schritte wurden mit einem Ionenstrahlstrom von 5 nA angefertigt. Die Bilder wurden bei 5
kV Beschleunigungsspannung mit dem in der Elektronensdule eingebauten inlens Sekundarelektronen-
detektor aufgezeichnet. Fir die Rekonstruktion wurden die Daten zunachst geometrisch korrigiert und
anschlieBend mit Hilfe des Computerprogramms VG-Studio zu 3-dimensionalen Datensdtzen rekon-

Elektronenstrahl

lonenstrahl

Abb. 4: Funktionsweise eines FIB Mikroskops.

thode die Probe wahrend der Untersuchung
nicht verkippt werden muss, ist die Anfalligkeit
fir Probendrift deutlich geringer als im Trans-
missionselektronenmikroskop. Aufgrund der
hohen Auflésung moderner FIB-Gerate lassen
sich die rekonstruierten Daten auch fiir quanti-
tative 3-dimensionale Untersuchungen, wie
z.B. die Bestimmung der Porositat, verwenden.
Eine solche Untersuchung soll am folgenden
Beispiel demonstriert werden. Bei der Herstel-
lung resorbierbarer Implantate ist die Porositat
der Materialien von entscheidender Bedeutung
flr das spatere biokompatible Verhalten [6]. In
dem hier beschriebenen Beispiel einer Bioke-
ramik, spielen Porositaten auf einer GréBen-
skala von Millimeter - durch in das Implantat
eingebrachte Kandle - bis hin zu Nanometer
groBen Poren
mikgranalien eine Rolle [7]. Eine leistungsfahi-

im Inneren einzelner Kera-

ge Methode, quantitative Aussagen uber die
Porositat in einem weiten GréBenbereich zu
treffen, liegt in der Bildanalyse 3-dimensio-
naler Bildstapel. Durch die Berechnung von
Distanzkarten, die den Voxelabstand zum Ma-
terial anzeigen, lassen sich Abschatzungen von
Porenvolumina und —verteilungen treffen.
Wahrend die Porositdten im Milli- und Mikro-
meterbereich gut mittels Synchrotron-Mikro-
Computertomographie zuganglich sind, reicht
die Auflosung dieser Methoden (VoxelgroBe ca.
3 um) fiir die quantitative Untersuchung der
Nanoporositdt der einzelnen Keramikgranalien
nicht mehr aus [8]. Fir die hier vorgestellte
Untersuchung wurden von ausgewahlten Kera-
mikkugeln mittels fokussiertem Ionenstrahl-
atzen Querschnitte angefertigt und diese an-
schlieBend im Computer zu 3-dimensionalen
Datensdtzen rekonstruiert.
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Abb. 5: Anwendung der FIB-Tomographie zur Porositatsuntersuchung keramischer Granulate. (A) Sekun-
darelektronenbild einer pordsen Biokeramik fir den Knochenersatz. (B) 3-dimensionale Abstandskarte
(Synchrotron-pComputertomographie). Dargestellt ist der Abstand jedes Voxels zum Material (schwarz).
(C) FIB-Querschnitt durch eine einzelne Keramikkugel an der Oberflaiche des Implantats. Der Rahmen
markiert den Bereich, der fiir die Abstandskartenberechnung verwendet wurde. (D) 3-dimensionale Ab-
standskarte einer ausgewahlten Schicht der in C beschriebenen FIB-Untersuchung. Die Falschfarbendar-
stellung zeigt den Abstand jedes Voxels zum Material (schwarz). (E) 3-dimensionale Rekonstruktion der in
C gezeigten Granalie. Zur besseren Darstellung der inneren Struktur wurde das Objekt angschnitten.

Abb. 5 zeigt eine REM Aufnahme eines Bei-
spielimplantats aus synthetischem Hydroxyl-
apatit. Die Kanalstruktur mit einem Durch-
messer im Bereich von einem Millimeter ist gut
zu erkennen. Ferner sind auch die einzelnen
Granalien des verwendeten Keramikmaterials
abgebildet. Die granulare Struktur der Biokera-
mik erzeugt im Implantat eine zusatzliche Mik-
roporositat, die auf der einen Seite den Materi-
al-Zell-Kontakt verbessert, andererseits aber
die mechanische Stabilitat der Implantate ver-
schlechtert. Die Granalien selbst besitzen eine
eigene Porositat im Bereich unter 1 pm, wie in
Abb. 5C zu erkennen ist. Dieses Bild zeigt ex-
emplarisch einen FIB-Querschnitt durch die un-
tersuchte Keramikkugel. 320 dieser Schnitte
wurden fiir die Rekonstruktion der Granalie
verwendet. Abb. 5E zeigt das Ergebnis der Re-
konstruktion. Zur besseren Visualisierung der
Innenstruktur wurde die rekonstruierte Kugel
aufgeschnitten. Bemerkenswert und ein Beweis
fur das Funktionieren dieser Methode ist die
Darstellung der Kornstruktur an der Kugelober-
flache. Die durch den Sinterprozess entstande-
nen Hydroxylapatitkbrner lassen sich im re-
konstruierten Datensatz eindeutig identifizie-
ren. Die Bilder B und D in Abb. 5 zeigen Dis-
tanzkarten, die aus den Bildstapeln berechnet

wurden [8]. Ausgehend von diesen Daten-
sdtzen lassen sich in einem weiteren Schritt
durch numerische Anpassung eines Kugelmo-
dells an die Abstandskarten Aussagen Uber die
Porositat der untersuchten Materialien treffen
[9]. Die beiden hier gezeigten Untersuchungen
reprasentieren eindrucksvoll die analytischen
Mdglichkeiten moderner Elektronenmikroskope,
die weit Uber die reine Bildgebung hinaus-
gehen. Dank moderner Computersteuerung
und besseren Elektronenoptiken sind heute
Untersuchungen im Routinebetrieb mdglich,
die in der Vergangenheit spezialisierten Gera-
ten vorbehalten waren. Mit den Mdglichkeiten
wachst gleichzeitig allerdings auch der An-
spruch an den Operateur, der ein immer um-
fangreicheres Repertoire an Untersuchungs-
methoden beherrschen muss. Denn trotz aller
Computerunterstiitzung hangt die Qualitat der
Ergebnisse nach wie vor von der Qualitat der
gemessenen Daten und deren Interpretation
ab.
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Technologie im Reinraum der Stiftung caesar

Manfred Lacher
Leiter Reinraum

Mikrosysteme sind aus der Forschung, der Entwicklung und dem Alltag nicht mehr wegzuden-
ken. Bekannte Beispiele sind der Airbag Sensor, das KFZ-Sta-bilisierungssystem, die CCD-
Kamera und aus der Medizintechnik das Cochleaimplantat und der Herzschritt-macher. Im F&E-
Bereich wird aktuell z.B. an Bio-Sensoren, bionischen IR-Sensoren, Mikroschaltern fiir die Tele-
kommunikation und mikrofluidischen Bioprozessoren gearbeitet.

caesar hat einen Reinraum mit einer hochwertigen Mikroprozesstechnologie und ein Team mit
dem notwendigen Know-how, um neue, wissenschaftliche Ideen umzusetzen.

Der Reinraum der Stiftung caesar bietet eine
hochwertige, technologische Infrastruktur fir
die Entwicklung und Herstellung von mikro-
und nanotechnologischen Sensor- und Aktor-
systemen. Prozesstechnologisch werden die
Gebiete Mikrosystemtechnologie (MST), Dlnn-
schichttechnologie (DST), UV-LIGA-Techno-
logie, Integrierte Optik auf Silizium, Micro-
Electro-Mechanical Systems (MEMS) und
Surface Micromachining abgedeckt.

Die potentiellen Anwendungsfelder reichen von
Mikroreaktionstechnik Uber Kfz- und Kommu-
nikationstechnik, Biotechnologie und minima-
linvasiver Chirurgie bis hin zum Bau eines In-
terfaces fiir Mensch-Maschine Interaktionen.
Von der ersten Idee eines Mikrosystems bis hin
zur technologischen Umsetzung steht den For-
schern und Entwicklern bei caesar ein er-
fahrenes Reinraumteam mit breitem Technolo-
gie-Know-how und speziellem, anlagenspezifi-
schem Prozess-Know-how zur Verfligung. Er-
fahrungen liegen auf nahezu allen der oben
genannten Gebiete vor. Das Reinraumteam ist
entweder als Partner in die Projekte direkt ein-
gebunden oder bearbeitet selbststéndig tech-
nologische Service-Auftrage flir externe und in-
terne Arbeitsgruppen. Zudem akquiriert und
bearbeitet das Team eigene, o6ffentlich gefor-
derte wissenschaftlich-technologische Projekte

und meist bilaterale, anwendungsorientierte
Kooperationsprojekte mit der Industrie.

In den letzten Jahren wurde insbesondere in
den Bereichen Biologische Sensoren nach dem
Akustischen Oberflachenwellen-Prinzip (SAW),
fluidische Mikrostrukturen fiir Bioreaktoren,
Mikroheizplatten, Magnetische Sensoren und
Aktoren nach Funktionsprinzipien der Formge-
dachtnismaterialien (Mikrogreifer, taktiles Dis-
play fir die Blindenschrift) und der Thermo-
mechanik (bistabiler Mikroschalter) gearbeitet.
Die breit gefacherte Technologie des Reinrau-
mes in Verbindung mit den weiteren wissen-
schaftlich-technischen Mdglichkeiten des Hau-
ses (Feinmechanische und Elektronische Werk-
statt, Zentrale Analytik) lasst eine effiziente
Entwicklung von Mikro- und Nanosystemen mit
unterschiedlichsten Prozesskombinationen zu.
Durch diese Synergie besteht die Mdglichkeit,
bereits in der Forschungs- und Entwicklungs-
phase sowohl die Funktion als auch die Her-
stellungstechnologie zu optimieren. Dies ist
insbesondere bei einer spateren Uberfiihrung
der Mikrosysteme in die wissenschaftliche An-
wendung sehr wichtig.
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Prozessbereiche des Reinraums

Der Reinraum ist je nach Funktion in unter-
schiedliche Reinheits-Klassen eingeteilt. Diese
erstrecken sich von der Klasse 10 (Fotolitho-
graphie), Uber die Klasse 100 (nasschemische
Strukturierung, Galvanik, Beschichtung, Diffusi-
on und trockenchemisches Atzen) bis hin zur
Klasse 1000 (Schicht- und Oberflachen-
charakterisierung). Klasse 10 bedeutet z.B.,
dass maximal 10 Partikel gréBer oder gleich
0,5 Mikrometer pro KubikfuB erlaubt sind. Zum
Vergleich sind z.B. in einem normalen Wohn-
zimmer etwa 200.000 Partikel pro KubikfuB
enthalten.

Die GroBe des caesar-Reinraumes betragt ins-
gesamt 460 m2 (WeiB- und Graubereich). Als
WeiBbereich bezeichnet man den saubersten
Bereich, in dem die Substrate bearbeitet wer-
den, als Graubereich die Peripherie der Ar-
beitsbereiche, in dem auch die Prozess-Gerate
untergebracht sind. Bei caesar hat der Grau-
bereich die Reinraumklasse 10.000.
Mikroprodukte werden analog der Halbleiter-
industrie in sogenannter  Planartechnologie
hergestellt. Das bedeutet, dass dreidimensional
aufgebaute Funktionsstrukturen durch die Ab-
folge der Prozesse Erzeugung einer Schicht
(Isolator, Metall etc.), Strukturierung dieser
Schicht mittels Fotolithographie und Atz-
verfahren und wiederum Erzeugung / Struktu-
rierung der nachsten Schicht usw. erzeugt wer-
den.

Die Kunst der Mikrotechnologen besteht darin,
die Idee eines Wissenschaftlers oder Ingeni-
eurs so in eine Prozessabfolge umzusetzen,
dass das gewiinschte Mikroprodukt, z.B. ein
mikrotechnologischer Sensor oder Aktor, mit
den entsprechenden Funktionen entsteht.

Der Reinraum bei caesar ist in die folgenden
Prozessbereiche eingeteilt:

Fotoraum (,Gelbraum®, RR-Klasse 10)

Im Fotoraum werden die Strukturen mit Foto-
masken im Schattenwurfverfahren mittels
Maskalignern (Abb. 1) und UV-Licht auf die mit
Fotolack beschichteten Substrate (Wafer) aus
Silizium, Glas oder Keramik Uibertragen. Wir ar-
beiten liberwiegend mit Standard Positiv- und
Negativ-Fotolacken (typische Schichtdicken
von 0,3 bis 5 Mikrometer), SU 8 (Schichtdicken
bis ca. 2 Millimeter mdglich), Polyimid und
elektronenstrahlsensitive Lacken.

Abb. 1: Fotolithographie: Mask-/Bondaligner (Mitte),
Bonder (rechts).

Die gewilinschten Strukturen werden von uns
per CAD entworfen und an einen externen
Maskenhersteller gegeben.

Atzen (RR-Klasse 100)

Im nasschemischen Atzbereich sind Arbeits-
banke zum Atzen von z.B. Silizium, Siliziumoxid
(Abb. 2), Siliziumnitrid, Metallen und Metalloxi-
den, Ultraschallbecken fiir die Substratreini-
gung und Mikrogalvanikbanke zur elektroche-
mischen Herstellung von z.B. Kupfer-, Nickel-,
Nickel/Eisen- und Gold-Strukturen (UV-LIGA-
Technik) aufgebaut.

Weiterhin sind in diesem Bereich die Wafer-
sdage zur Vereinzelung der Bauelemente und
Rinser-Dryer zur riickstandsfreien Trocknung
der Substrate installiert.
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Beschichtung, Plasmadtzen (RR-Klasse 100)

In dem Bereich Beschichtung (Abb. 3) werden
Funktionsschichten zum einen mit physikali-
schen (Aufdampfen, Sputtern) und chemischen
(PECVD, LPCVD, thermische Oxidation) Metho-
den hergestellt. Funktionsschichten kdnnen

z.B. Isolationsschichten (Siliziumoxid, Sili-

ziumnitrid, Siliziumcarbit, Titanoxid etc.), Op-
ferschichten (hochdotierte Oxide), metallische
Schichten (Aluminium, Gold, Platin, Nickel,
Chrom etc.) oder Polysilizium sein.

Abb. 2: Nasschemisches Atzen:
Rinser/Dryer (Mitte, oben).

Flusssaurebank,

Im Bereich Plasma-Atzen werden die Standard
Atzverfahren wie z.B. Reaktives Ionendtzen
(RIE), Tiefenatzen von Silizium (ICP-ASE) und
Ionenstrahlatzen (IBE) eingesetzt.

Abb. 3: Beschichtungsbereich: Diffusionsofen (ther-
mische Oxidation, LPCVD; rechts), Aufdampfanlage
(links).

Technische Infrastruktur des Reinraumes
(Untergeschof3)

Die technische Infrastruktur des Reinraumes
mit Klimaanlagen, Vakuumvorpumpen, Abgas-
brenner, DI-Wasseraufbereitung, Prozessgase,
Prozesskiihlwasser etc. ist ortsnah zu den Pro-
zessanlagen, direkt unter dem Reinraum, un-
tergebracht (Abb. 4). Dadurch erreicht man
kurze Ver- und Entsorgungswege, kurze Va-
kuum-Pumpwege sowie eine deutlich geringere
Partikel- und Larmbelastung im Graubereich

des Reinraumes.

Mikrosystemprodukte

Anhand von konkreten Beispielen mikrosystem-
technologischer Entwicklungen mit internen
und externen Kooperationspartnern soll das

wissenschaftlich-technologische Potential der

Technologie im caesar-Reinraum aufgezeigt
werden.

Abb. 4: Vakuumvorpumpen.

Biosensor S-sens: Vom innovativen For-
schungsprojekt zur erfolgreichen Unterneh-
mensgriindung

Als typisches caesar Projekt vereinte das For-
schungsprojekt ,S-sens" ingenieur- und natur-
wissenschaftliche Arbeitsgruppen in einem in-
terdisziplindren Ansatz. Ziel war es, verschie-
dene, bei caesar entwickelte Technologien zur
Herstellung eines innovativen Produktes - ei-

M. Lacher
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nen sog. Biosensor — zu verwenden und dieses
im Rahmen einer Unternehmensgriindung
auch zu vermarkten.

Biosensoren umfassen ein breites Feld wissen-
schaftlich interessanter und kommerziell att-
raktiver Anwendungen, wie z.B. Untersuchun-
gen in der Medizin- und Pharmaforschung, me-
dizinische Diagnostik, Qualitatskontrolle von
Lebensmitteln sowie Detektion von Gift- und
Gefahrstoffen im Bereich der offentlichen Si-
cherheit.

Im Mittelpunkt der technischen Entwicklung
stand die Kopplung hochsensitiver physikali-
scher Messtechnologien mit modernsten bio-
chemischen Analyseverfahren. In Dinn-
schichttechnologie gefertigte, mikrostruktu-
rierte Sensorchips wurden mit biomolekularen
Analyseassays kombiniert. So wurde ein Gerat
entwickelt, das unter Anwendung eines Hoch-
frequenzmessverfahrens geringste Mengen
biologisch aktiver Molekile (z.B. Proteine,
DNA) oder mikrobiologischer Objekte (z.B. Vi-
ren, Bakterien) detektieren und Aussagen Uber
deren Eigenschaften (z.B. Menge, GréBe und
Struktur, Wechselwirkung untereinander oder
mit der Umgebung) gewinnen kann.

Die Detektionstechnik nutzt dabei das Prinzip
akustischer Oberflachenwellen (SAW). Fiir eine
Messung wird die lateral oszillierende Ober-
flache des Sensorchips mit der zu untersu-
chenden Probe in Kontakt gebracht. Die inte-

ressierenden Objekte binden spezifisch an die |

Chipoberflache und andern so deren Schwin-
gungsverhalten. Um die Bindungsspezifitat zu
gewahrleisten, sind an der Sensoroberflache
biomolekulare Rezeptoren fixiert, an welche,
nach dem Schliissel-Schloss-Prinzip, aus-
schlieBlich die gesuchten Objekte/Analyte bin-
den kénnen. Die patentgeschiitzte Technik er-
mdoglicht die Integration multipler, miniaturi-
sierter Einzelsensoren auf einem einzelnen
Sensorchip. Dieser hochsensible Sensorchip

M. Lacher

(Abb. 5 und 6) wurde im Reinraum von caesar
entwickelt und wird inzwischen flr die neuge-
grindete Firma produziert.

Nach einer mehr als zweijdhrigen Phase von
Tests wurde im Friihjahr 2006 das Biosensor-
system ,S-sens K5 (Abb. 7) offiziell vorge-
stellt. Das Gerat stellt ein kompaktes Labor-

system dar, das sich vorrangig an Interessen-
ten in Forschung und Entwicklung wendet.
Das Gerat wurde an mehrere Universitaten und
Fachhochschulen im In- und Ausland, bei-
spielsweise das Zentrum fiir Medizin und Bio-
wissenschaften Borstel, verkauft. Zur Optimie-
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rung der Vermarktung wurde das gesamte
Spektrum potenzieller Markte analysiert. Er-
folgspotenziale wurden identifiziert und syste-
matisch eingegrenzt. Ausgehend von den Er-
gebnissen wurde ein optimal ausgerichtetes
Unternehmenskonzept ausgearbeitet, das die
gezielte Ansprache von Investoren ermdglich-
te. Mit dem Gewinn des ersten Preises beim
bundesweiten Businessplan-Wettbewerb
Lstart2grow" Ende 2006 ging die Suche nach
zusatzlichen Partnern in die entscheidende
Phase. Im Friihjahr 2007 wurde die schwedi-
sche Aktiengesellschaft Biosensor Applications
AB als Investor gewonnen.

.I.l
oses .
— *®98e Biosensor GmbH
L s

Abb. 7: Biosensor-System S-sens K5.

Im Juli 2007 wurde schlieBlich das neue Un-
ternehmen Biosensor GmbH gegriindet, das
seit November 2007 als Joint Venture zwischen
caesar, Biosensor Applications AB und mehre-
ren ehemaligen caesar Mitarbeitern tatig ist.
Den Schwerpunkt der Unternehmensaktivitaten
bildet der stark wachsende Markt ,Nachweis
von Drogen und Sprengstoffen™.

Im Sinne des ehemaligen caesar-Konzepts
steht S-sens damit beispielgebend fiir ein mul-
tidisziplinares Forschungsprojekt, das durch
den konsequenten Einsatz der einzigartigen
caesar-Infrastruktur und einer Verzahnung der
darauf aufbauenden Teilprojekte erfolgreich in
die Unternehmensgriindung geflihrt wurde.

Mikrofluidischer Bioprozessor: Entwicklung pro-
grammierbarer, mikrofluidischer Systeme zur
gezielten digitalen Manipulation und Optimie-
rung von komplexen Biomolekiilsystemen

Hybride, elektrisch aktive Mikrofluidik-Chips mit
programmierbaren Mikroelektrodenarrays er-
offnen neue Mdoglichkeiten zur Manipulation
und Detektion von Molekiilen fiir Anwendun-
gen sowohl in der Biotechnologie und Mikrore-
aktionstechnik als auch in der neurobiologi-
schen und biomolekularen Informationsverar-
beitung. Inzwischen ist es in Diagnostik, Ge-
netik und Pharmaentwicklung unabdingbar ge-
worden, winzige Volumina von Probeldsungen
auf Biochips gezielt bewegen, aufkonzentrieren

- oder ortsaufgeldst detektieren zu kdnnen.

Hierfir werden u.a. programmierbare chemi-
sche Bioprozessoren (Abb. 8, links) bei der von
Professor John McCaskill geleiteten For-

| schergruppe Biomolekulare Informationsverar-
' beitung (BioMIP) an der Ruhr-Universitit Bo-
~ chum entwickelt und die hochkomplexen elekt-

rischen Chipkomponenten per Auftrag im Rein-
raum von caesar hergestellt. Diese sog. akti-
ven Biochips bestehen aus einer Vielzahl elekt-
ronisch ansteuerbarer Mikroelektroden sowie
einem komplexen Netzwerk aus Mikrokanalen
und winzigen Reaktionskammern im Bereich
von wenigen Mikrometern. Damit lassen sich
geladene Molekiile, supramolekulare Systeme
wie Liposomen und Vesikel aber auch Mikro-
und Nanopartikel mit Hilfe von digital gepuls-
ten, elektrischen Feldern gezielt mischen, auf-
konzentrieren und zu geeigneten Reaktions-
partnern an vorgesehene Areale auf dem Mik-
roanalysesystem bewegen.

Die Abb. 9 zeigt den experimentellen, konfoka-
len Mikroskopaufbau zur Fluoreszenz-detektion
von Molekiilen in diesem einzigartigen ,Lab-on-
a-chip® System. Die Technologie er6ffnet ein
breites Portfolio an Anwendungsméglichkeiten
in der Prozessoptimierung biochemischer Reak-
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Abb. 8: Links: Chemischer Mikroprozessorchip: Hybride ,Lab-on-a-chip"-Plattform mit einer elektrischen
Ebene aus Siliziumbasis, der mirkrofluidischen Ebene aus einem softlithographisch erzeugtem PDMS-
Substrat und einem integrierten Field Programmable Gate Array (FPGA) zur Adressierung der Elektroden.
Im Hintergrund ist der bei caesar prozessierte 6"-Siliziumwafer mit den integrierten Mikroelektroden-
strukturen dargestellt. Rechts: Neues Multilayermaskendesign. Auf der grau unterlegten Chipflache von

Seite 54

1,5 cm? sind 5.338 Mikroelektroden konzipiert, welche sich online-digital ansteuern lassen.

tionen auf der Mikroskala. Beispiele daftir sind
die rdumlich und zeitlich aufgeléste Verfolgung
enzymkatalysierter Reaktionen oder die
Erzeugung lokaler Konzentrationsgradienten in
der miniaturisierten Analyseumgebung. Unter
anderem lassen sich damit chemische
Reaktionen sowohl gezielt starten, beenden
oder hinsichtlich der gewiinschten Reak-
tionsprodukte optimieren. Diese neuartigen,
programmierbaren Bioprozessoren verkdrpern
durch ihre integrierte, rekonfigurierbare Digi-

! Konfokales Mikrosko

talelektroniksteuerung eine neue Qualitat der
Steuerung biochemischer Prozesse.

Ein weiteres Anwendungspotential bieten die
hybriden Mikrofluidiksystemsysteme bei der
Entwicklung lebensnaher selbstorganisierender
und programmierbarer Systeme im Mikro- und
Nanobereich, z.B. nichtbiologischer, lebender
Zellen. BioMIP ist Koordinator des EU-Projekts
"PACE" (Programmable Atrtificial Cell Evolution;
www.istpace.org), welches mit einem Konsor-
tium aus 13 Partnern und kooperierenden

PCB interface

Mikroskopadapter

Abb. 9: Experimentelle Plattform: Konfokaler Mikroskopaufbau mit einem elektronisch steuerbaren
Mikrofluidikchip zur Fluoreszenzdetektion von Biomolekilen mittels PC-Steuerung.

M. Lacher
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Abb. 10: Elektronische Molekilbarrieren: Gezeigt ist hier das programmierbare Befiillen und Entleeren
eines mikrofluidischen Zellkompartiments durch elektro-osmotischen Volumentransport am Beispiel der
Fluoreszenzdetektion einer mit Rhodamine-6G markierter ssDNA (22 bp).

Gruppen aus Europa und Los Alamos (USA) ei-
nen entscheidenden Beitrag fiir die zukilnftige
Entwicklung kiinstlicher Zellen liefert. So kon-
nen die elektrischen Felder neben der gezielten
Bildung von Kompartimenten auch andere Zell-
funktionen, wie z.B. die Molekiilsortierung und
die Bildung von Konzentrations-gradienten, be-
wirken. Daraus folgt wiederum eine Vielzahl
von Anwendungen, wie z.B. Reaktionskontrolle
in chemischen Replikationssystemen, Bildung
von elektronischen Barrieren bzw. Membranen
zur Kontrolle der Diffusion (Abb. 10), kontrol-
lierte Dosierung katalytisch aktiver Substanzen
und Optimierung von stark konzentrationsab-
hdngigen Systemen, wie z.B. die Bildung von
Mizellen.

Derzeit arbeiten Ingenieure und Wissenschaft-
lern von BioMIP und caesar in enger Koopera-
tion an der Entwicklung eines neuen Multi-
elektrodenlayerdesigns des dynamisch pro-
grammierbaren Biochips, um die Integrations-
dichte um ein Vielfaches zu erhdhen. Auf einer
Flache von etwa 1,5 Quadratzentimetern wer-
den dann weit Uber 5000 einzelne Mikroelek-
troden untergebracht sein, welche in einem
gleichmaBigen Raster angeordnet sind (Abb. 8,
rechts). Damit lassen sich zukiinftig kombi-
natorische Untersuchungen und die Optimie-

rung komplexer biochemischer Reaktionen on-
chip effizient verfolgen.

Bistabiler Mikroschalter: UV-LIGA-Technik fir
MEMS—Mikroschalter auf Basis von Mikrogalva-
niktechnologie

UV-LIGA-Technik und Mikrogalvanik bieten ei-
ne hohe Flexibilitat und eine groBe Material-
vielfalt fir die Herstellung von MEMS-
Produkten - beispielsweise fiir die Realisierung
von Mikroschaltern. Elektrische Kontaktmateri-
alien, Funktionsschichten flir Aktoren wie auch
Opferschichten zur Freisetzung der bewegli-
chen Elemente kénnen geeignet mittels struk-
turierbarer galvanischer Metallabscheidung
hergestellt werden.

NB Technologies hat in Zusammenarbeit mit
Instituten und der Industrie einen thermisch
aktivierbaren, bistabilen MEMS-Schalter entwi-
ckelt, der in der Telekommunikation vorteilhaft
fur flexibel konfigurierbare Punkt-zu-Punkt-
Verbindungen eingesetzt werden kann. Der
Schalter muss Lastanforderungen von einigen
100mA erfiillen und fir Spannungen von bis zu
400V ausgelegt sein. Stabile thermomecha-
nische Funktionselemente werden aus Nickel/
Mangan (NiMn)-Legierungen und Kontakt-

materialen aus Gold/Paladium (Au/Pd) herge-
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stellt. Das hermetische Verkapseln erfolgt mit-
tels eutektischem Bonden mit ebenfalls galva-
nisch abgeschiedenen, metallischen Bondpart-

nern.

N\
EHT =20.00 kV

Date 21 0ct 2004 Time 11:1044
Signal A = SE1 Phota No. = 250

WD= 19mm

Mag= 308X Spot Size = 350

caesar BONN

Au/Pd-

Abb.
Schalterkontakte).

11: Mikroschalterarray (Bildmitte:

In der Kooperation NB Technologies und cae-
sar wurde zuerst das ,alte" Herstellungskon-
zept verifiziert und Mikroschalterarrays fiir wei-
tergehende Tests unter Einsatzbedingungen
realisiert (Abb. 11). Aus diesen Ergebnissen er-
gab sich technologischer  Optimie-
rungsbedarf, der insbesondere durch die Kom-

ein

bination der galvanischen Funktionsschichten
(Schalterbalken) mit Bulk-Silizium-Elementen
erreicht wurde. Zu diesem neuen und sehr in-
novativen Technologiekonzept gehdren wei-
terhin die Entwicklung einer metallischen
Waferdurchkontaktierung und - auf der Riick-

Abb. 12:
Rechts (oben): Schichtaufbau der Membran.

M. Lacher

seite des Wafers - die galvanische Herstellung
einer mehrlagigen elektrischen Verdrahtung
mit  Isolationszwischenschichten Po-

lymeren.

aus

Das Forschungsinstitut caesar hat mit den
Mustern des optimierten MEMS-Schalter-Arrays

| einen langzeitstabilen Funktionsnachweis er-

bracht und wesentliche Meilensteine bei der
Umsetzung der Wafer-Durchkontaktierung und
Riickseiten-Verdrahtung erreicht.

Mikroheizplatte

Von der caesar-Arbeitsgruppe ,Kombinato-
rische Materialwissenschaften® wurde mit Un-
terstiitzung des Reinraumteams eine Mikro-
heizplatte in Dinnschichttechnologie fiir An-
wendungen im ,High Throughput Screening"
entwickelt. Die Mikroheizplatten bestehen in
erster Linie aus einer Siliziumoxid/Siliziumnitrid
(Si0,/SizN4)-Membrane in die eine Platin (Pt)-
Heizmaander und Pt-Elektroden zur Wider-
standsmessung der zu charakterisierenden
Schichten als diinne Filme eingebettet sind
(Abb. 12). Die Platinmdander der Heizung
funktioniert gleichzeitig als Temperaturfiihler
und erlaubt damit die Regelung der Heizung.
Die Heizplatte erreicht sehr schnell und exakt
kontrolliert Temperaturen von bis zu 1.200 °C.

Aufheizzeiten liegen im Bereich von
10.000 °C/s.
TEOS SiO; Shls

Ti+ Pt
SizN4

thermisches SiO,

Schematischer Aufbau der Mikroheizplatte: Links: Membran und elektrische Kontaktierung,
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Die Mikroheizplatte hat folgenden Abmessun- Quellen

gen (typischerweise): 1. Perpeet M., Biosensor GmbH, Bonn (2007).
Membran 3000 x 3000 pm? 2. Wagler P., BioMIP Ruhr-Universitit Bochum,
Heizflache 1000 x 1000 pm? Dortmund (2007).

Membrandicke 1,13 pm 3. Becker M., NB Technologies GmbH, Bremen /
! Bonn (2007).

Mit der Mikroheizplatte kann ein gut kontrol- ) o
4, Ludwig A., Ehmann M., Ruhr-Universitat

lierter Ausheilprozess (Annealing) des abge- Bochum / caesar Bonn (2007).

schiedenen Materials vorgenommen und die

Temperatur wahrend der Abscheidung

(Aufdampfen, Sputtern) gezielt variiert werden.

Mit dieser in-situ Temperatur-Steuerung und -

Messung konnen wissenschaftlich-technolo-

gische Riickschliisse auf Morphologie, Phasen-

Ubergange und weitere physikalische Eigen-

schaften der neu hergestellten Materialkombi-

nationen gezogen werden. Damit steht fiir die

Materialwissenschaft ein extrem schnelles und

hochst prazises Instrument fiir die Material-

Charakterisierung und die -Modifizierung zur

Verfugung.

Abb. 13: Mikroheizplatten-Array auf einem 4°-Si-
Wafer.

Die Anordnung eines Mikroheizplatten-Arrays
auf einem 4"-Si-Wafer zeigt Abb. 13. Die elekt-
rische Kontaktierung wird (iber die Pads am
Waferrand per Federkontakte oder gebondeten
Drahten gemacht.

M. Lacher
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Personal -

Mitarbeiterstruktur

Bei der Stiftung caesar waren bis Ende 2007
insgesamt 177 Mitarbeiter angestellt, davon
143 im wissenschaftlich-technischen Bereich
und 25 in der Verwaltung.

B Arbeitsgruppenleiter

B Mitarbeiter in Arbeitsgruppen

B wiss.-techn. Dienste

O wiss. Dienste einschlieBlich IT/Netze

m Verwaltung (Finanzen, Personal, Ein-
kauf, Facility Management, etc.)

Personalentwicklung

Die Personalentwicklung bei caesar ist durch
die Neuausrichtung des Forschungszentrums
gepragt. 32 Mitarbeiter aus dem wissenschaft-
lich-technischen Bereich, die in auslaufenden
Arbeitsgruppen arbeiteten, haben caesar 2007
verlassen. Diese Tendenz wird sich 2008 fort-
setzen. Gleichzeitig werden in 2008 Wissen-
schaftler fir den Bereich Neurowissenschaften
eingestellt, sodass eine starke Fluktuation herr-
schen wird.

Personal / Finanzen

Finanzen

Vermdgen der Stiftung

Die Bundesrepublik Deutschlang und das Land
Nordrhein-Westfalen haben caesar mit einem
Stiftungskapital in Hohe von 383.400 T€ aus-
gestattet. Von der Stadt Bonn hat die Stiftung
weitere 6.681 T€ im Zuge des Grundstlicks-
erwerbes erhalten.

GemaB Stiftungsgeschadft hat caesar aus dem
Kapital das Gebaude und die Erstausstattung
des Forschungszentrums finanziert.

Die Stiftung hat 286.323 T€ des Stiftungs-
kapitals langfristig am Kapitalmarkt angelegt.
Dieses Kapital ist in 3 Spezialfonds angelegt,
die vom Stifterverband fiir die Deutsche Wis-
senschaft verwaltet werden. Die Ertrédge aus
der Kapitalanlage werden als Grundfinanzie-
rung der Forschungstatigkeit verwendet.

Das Vermdgen der Stiftung caesar gliedert sich
wie folgt:

O Sachanlagen

B Finanzanlagen
O Sonstige

Sachanlagen 90.500.051
Finanzanlagen 288.525.332
Sonstige 16.463.350
Bilanzsumme 395.488.733
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Einnahmen Ausgaben
Insgesamt lassen sich die Einnahmen der Fir 2007 ergibt sich folgende Ausgaben-
Stiftung wie folgt gliedern: struktur:

O Umsatzerlose O Personalaufwand

B Ertrége aus Forderprojekten B Sachaufwand

O Ertrége aus Wertpapieren und Zinsen O Abschreibungen
Umsatzerldse 1.536.387
Ertrage aus Forderprojekten 885.639 Personalaufwand 8.628.618
Ertrage aus Wertpapieren Sachaufwand 5.819.273
und Zinsen 14.836.137  apschreibungen 3.119.390
Gesamteinnahmen 17.258.163 Gesamtausgaben 17.567.282

Personal / Finanzen
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Abschluss zum 31. Dezember 2007 (Angaben in €)

. u Umglie- = Abschrei-
Aktiva 01.01.07| Zugénge derungen Abgange bungen 31.12.07 31.12.06
A. Anlagevermdgen
L. Immaterielle Ver- 123.230|  34.841 1269|  88.678 68.124 123.230
mdogensgegenstdnde
II. Sachanlagen
Griindstiicke & Bauten *) 71.327.848 10.139 0 71.337.987 71.327.848
Andere Anlagen 21.984.709 343.181 16.634| 278.424| 3.030.713 19.035.388 21.984.709
Geleistete Anzahlungen & 74.507 679| -16.634 0 58.552 74.507
Anlagen im Bau
Summe aus II. 93.387.064 353.999 0 278.424| 3.030.713 90.431.927 93.387.064
III. Finanzanlagen
Beteiligungen 61.110 16.032 77.142 61.110
Wertpapiere des Anlage-
vermdgens zur Anlage 287.698.307 287.698.307 287.698.307
des Stiftungsvermogens
Wertpapiere des Anlage-
vermdgens zur Gebaude- 749.884 749.884 0
wiederbeschaffung
Summe aus IIL 287.759.417 765.916 0 0 0 288.525.332 287.759.417
Summe fiir A. 381.269.711( 1.154.755 0| 279.693| 3.119.390 379.025.383 381.269.711
B. Umlaufvermdgen
1. Vorréte 497.225 388.577 497.225
II. Forderungen und
sonstige Vermdgensge-
genstdande
Forderungen aus Liefe- 772.941 752.543 772.941
rungen und Leistungen
Sonstige Vermogens- 1.176.684 1.121.984 1.176.684
gegenstdnde
Summe aus II. 1.949.624 1.874.527 1.949.624
III. Wertpapiere 6.487.750 8.973.750 6.487.750
1IV. Sonstige Wert-papiere 5.479.711 4.999.294 5.479.711
Summe fiir B. 14.414.310 16.236.148 14.414.310
C. Rechnungs- 227.202 216.227
abgrenzungsposten
Eelilees 305.488.733| 395.900.247
Vermégen

*) § 253 Abs. 2 HGB wird nicht angewendet. Stattdessen wird eine Instandhaltungsriicklage gebildet.



caesar

center of advanced
european studies
and research

Passiva 31.12.07 31.12.06
A. Eigenkapital
I. Stiftungsvermdgen

Finanzierungskapital 286.323.453 286.323.453
Investitionskapital 97.145.457 97.145.457
Zustiftung Stadt Bonn 6.681.051 6.681.051
Zufiihrung Riicklage 1.283.956 1.283.956
Summe aus I. 391.433.918 391.433.918
II. Riicklagen

Freie Ricklage gemaB § 58 Nr. 7a AO 1.963.179 929.277
III. Ergebnis
Jahresfehlbetrag /-liberschuss -309.119 1.033.902
Summe fiir A. 393.087.978 393.397.097
B. Riickstellungen

Instandhaltungsriicklage *) 949.800 500.000
Sonstige Riickstellungen 160.018 224.739
Summe fiir B. 1.109.818 724.739
C. Verbindlichkeiten
Verbindlichkeiten aus Lieferungen und Leistungen 961.443 1.449.826
Sonstige Verbindlichkeiten 306.423 262.948
Summe fiir C. 1.267.866 1.712.775
D. Rechnungsabgrenzungsposten 23.072 65.637
Gesamtes Vermdgen 395.488.733 395.900.247
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Organe der Stiftung

Stiftungsrat
Zum 31.12.2007 war der Stiftungsrat wie folgt zusammengesetzt:

Prof. Dr. Peter Gruss, Prasident der Max-Planck-Gesellschaft (MPG)
Vorsitzender

Prof. Dr. Herbert Jackle, Vizeprasident der Max-Planck-Gesellschaft (MPG)
stellvertretender Vorsitzender

Prof. Dr. Ulrich Hartl, Max-Planck-Institut fiir Biochemie

Prof. Dr. Florian Holsboer, Max-Planck-Institut fiir Psychiatrie

Prof. Dr. Wieland B. Huttner, Max-Planck-Institut fir molekulare Zellbiologie und Genetik
Prof. Dr. Martin Stratmann, Max-Planck-Institut fiir Eisenforschung GmbH

Prof. Dr. Joachim Spatz, Max-Planck-Institut fiir Metallforschung

Prof. Dr. Heinz Wassle, Max-Planck-Institut fir Hirnforschung

Staatssekretar Prof. Dr. Frieder Meyer-Krahmer, Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung

MinDir Dr. Christian D. Uhlhorn, Bundesministerium fir Bildung und Forschung
Uwe Schummer, Mitglied des Deutschen Bundestages

Staatssekretdr Dr. Michael Stiickradt, Ministerium fiir Innovation, Wissenschaft, For-
schung und Technologie des Landes Nordrhein-Westfalen

Helmut Stahl, Mitglied des Landtages von Nordrhein-Westfalen
Dr. Andreas Barner, Boehringer Ingelheim GmbH

Barbel Dieckmann, Oberbiirgermeisterin der Stadt Bonn

Prof. Dr. Matthias Winiger, Rektor der Universitat Bonn

Vorstand
Bis zum 31.12.2007 war der Vorstand wie folgt zusammengesetzt:

Prof. Dr. Herbert Waldmann, Geschaftsfliihrender Direktor
Prof. Dr. Erwin Neher, Wissenschaftlicher Direktor
Dr. Hartwig Bechte, Kaufmannischer Geschaftsfiihrer

Seit 01.01.2008 ist der Vorstand wie folgt zusammengesetzt:

Prof. Dr. Ulrich Benjamin Kaupp, Wissenschaftlicher Direktor
Dr. Hartwig Bechte, Kaufmannischer Geschaftsfihrer
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