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Kurzfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden dreidimensionale (3D) Zellgeriisttrager auf
Basis von Cryogelen aus unterschiedlichen Polymeren entwickelt und an-
schlieBend zur Kultivierung von Prostatakarzinomzellen verwendet. Auf
Grundlage des natiirlich vorkommenden Seidenstrukturproteins, Fibroin,
wurden auBlerdem verschieden zusammengesetzte Geriiststrukturen herge-
stellt, welche ebenfalls als Kultivierungsumgebung etablierter Prostatakrebs-
zellen dienten.

Grundlage eines 3D Modellsystems gegeniiber herkommlichen Kultivie-
rungsbedingungen ist eine Organismen-dhnliche Umgebung, in welcher die
Zellen ein in vivo-nahes Verhalten inklusive zelltypischer Merkmale aufwei-
sen. Dabei wird im Bereich der Krebsforschung zwischen Gertist-freien bzw.
Suspensions-basierten und Geriist-basierten Modellen unterschieden. In
beiden Fillen kommt es zur Bildung von multizelluldren Aggregaten, soge-
nannten Sphiroiden, welche beziiglich ihrer Eigenschaften und Aussehen
dem eines festen Tumors in vivo nahe kommen. Cryogele bestehen aus einer
hochpordsen Polymerstruktur und zéhlen aufgrund dessen zu den Geriist-
basierten Modellsystemen. Basierend auf ihrer Herstellungsweise ist es
moglich die charakteristischen Merkmale, wie Porengrofle und -form sowie
die daraus resultierenden mechanischen Eigenschaften individuell zu verédn-
dern. Auf diese Weise ist eine spezifische Anwendung und Anpassung des
Porensystems realisierbar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben der Etab-
lierung eines geeigneten Herstellungsprotokolls auch die Auswirkungen der
strukturtypischen Merkmale auf die kultivierten Prostatakrebszellen LNCaP
und PC3 untersucht.

Ausgangspunkt der Cryogelsynthese bildeten die natiirliche Polymere
Natriumalginat und Gelatine sowie das synthetische Polymer Hydroxyethyl-
methacrylat (HEMA), welche zunéchst in unterschiedlichen Konzentrationen
und anschlieBend zu verschiedenen Gefrierzeiten und -temperaturen
Cryogelproben formten. Die in diesem Zusammenhang verdnderten struktu-
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Kurzfassung

rellen Eigenschaften iibten einen besonderen Einfluss auf das Wachstums-
verhalten der Zellen, die Zellmorphologie sowie die Sphéroidbildung bzw.
-grofe aus. Auf diese Weise konnte ein geeignetes und sehr vielversprechen-
des 3D Zellgeriist zur Kultivierung epithelialer Prostatakrebszellen (LNCaP
und PC3) entwickelt und die Auswirkungen der umgebenden Matrix demons-
triert werden.

Weiterhin wurde auf Basis des extrahierten Strukturproteins (Fibroin) des
Seidenspinners B.mori und mit Hilfe der natiirlichen Komponenten Kollagen,
Gelatine, Chitosan, dem Seidenfibroin des Seidenspinners A.pernyi und dem
rekombinanten Protein Spidroin (Spinnenseide) unterschiedlich zusammen-
gesetzte Geriiststrukturen gebildet, welche sowohl die mechanischen Merk-
male beeinflussen als auch die zelladhdrenten Eigenschaften der reinen
Seidenfibroingeriiste verbessern sollten. Auf Grundlage der Cryogeltechnik
konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass allein die Kombination
verschiedener natiirlicher Materialien mit dem Seidenfibroin des Seidenspin-
ners B.mori eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung strukturspezifischer
Merkmale spielt. Die erzeugten Geriistvariationen dienten ebenfalls als
Kultivierungsumgebung fiir die Prostatakrebszelllinie LNCaP, welche gene-
rell ein positives Wachstumsverhalten aufzeigte.

Anhand der synthetisierten Geriiststrukturen ist es gelungen zum einen iliber
Parameterverdnderungen die Variabilitit des Porensystems und der Material-
elastizitit darzustellen und zum anderen die Wirkung der entsprechenden
Eigenschaften auf die kultivierten Zellen nachzuweisen.
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Abstract

In this work, three-dimensional (3D) cell scaffolds based on cryogels of
different polymers were developed and subsequently used for the cultivation
of prostate carcinoma cells. Moreover, different scaffolds on the basis of the
silk protein, fibroin, were synthesized and also served as cultivation
environment for established prostate cancer cells.

In contrast to conventional cultivation method the starting point of every 3D
model system is an organism-like surrounding where the cells exhibit an in
vivo-related behavior including cell specific properties. In the field of cancer
research a distinction is made between scaffold-free and scaffold-based
models. In both cases, the formation of multicellular aggregates, so-called
spheroids, occur which have a similar appearance and properties like solid
tumors in vivo. Cryogels consist of a highly porous polymer structure and
therefore belong to the scaffold-based model systems. With regard to the
production method, it is possible to individually change the characteristic
features such as pore size and shape as well as the mechanical properties
resulting therefrom. In this manner, a specific application and adaptation of
the pore system can be realized. Next to the establishment of a suitable
production protocol, the influence of the characteristic features on the cul-
tured prostate cancer cells LNCaP and PC3 was investigated.

The natural polymers sodium alginate and gelatin as well as the synthetic
polymer hydroxyethylmethacrylate (HEMA) were the initial point of the
cryogel synthesis. At first the cryogel samples were prepared at different
polymer concentrations and then at various freezing times and temperatures.
Consequently the structural characteristics changed and affected the cell
growth behavior, the cell morphology as well as the spheroid formation and
size. Hereby, a suitable and very promising 3D cell scaffold for the cultiva-
tion of epithelial prostate cancer cells (LNCaP and PC3) could be developed
and the effects of the surrounding matrix could be demonstrated.



Abstract

In addition, different scaffolds on the basis of the extracted structural protein
(fibroin) of the B.mori silk and the natural components collagen, gelatin,
chitosan, silk fibroin of A.pernyi as well as the recombinant protein spidroin
(from spider silk) were formed. The mechanical characteristics as well as the
cell-adherent properties of the pure silk fibrous scaffolds should be improved.
Based on the cryogelation technique, it was shown work that the combination
of different natural materials with the silk fibroin of B.mori plays a critical
role in the development of specific structural and mechanical properties. The
generated scaffold variations were also used as cultivation surrounding for
the prostate cancer cell line LNCaP, which generally revealed a positive
growth behavior.

Referred to the synthesized scaffolds, the variability of the pore system and

the material elasticity as well as the corresponding influence on the cultured
cells could be successfully demonstrated.
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1 Einleitung

1.1 Prinzipielle Unterschiede zwischen 2D
und 3D Zellkultivierung

Zellbiologische Forschungen hingen generell von herkdmmlichen Gewebe-
kulturen ab, welche Zellen dazu zwingen auf einer flachen und starren
Oberfldche aus Plastik oder Glas zu adhérieren und zu wachsen. Aufgrund
dieser verzerrten Kultivierungsbedingungen kommt es zur Ausbildung eines
einschichtigen Zellrasens (engl. Monolayer), welcher in keinerlei Relation
zur dreidimensionalen, dynamischen und komplexen Umgebung im Orga-
nismus steht. Auf Grundlage von adhérenten und in Suspension wachsenden
Zelllinien findet eine Vielzahl an in vitro-Studien statt, welche auf zahlreiche
etablierte Methoden zuriickgreifen kénnen. Dazu zdhlen Untersuchung des
Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie, Tests zum Nachweis von Apoptose
und Nekrose oder Zellmigrations- und Proliferationstests, wie zum Beispiel
der MTT-Test sind klassische Vorgehensweisen in der traditionellen Zellkul-
tur [Rav2012]. Dennoch resultiert das Fehlen der physischen Mikroumge-
bung, inklusive extrazelluldarer Matrix (EZM)-Komponenten in ein verénder-
tes Zellverhalten. Letzteres betrifft zum einen die abweichende
Zellmorphologie aufgrund der verdnderten Wachstumsoberfliche, die be-
schleunigte Proliferation durch ein Uberangebot an Nihrstoffen und zum
anderen eine zelluntypische Genexpression infolge fehlender Zell-Zell-
Kontakte und dem Verlust essentieller Signalwege (Tab. 1-1) [Bre2013].

Bereits im Jahr 1972 untersuchten Elsdale und Bard [Els1972] das Verhalten
von humanen Fibroblasten auf einem faserigen Netzwerk aus Kollagen I und
konnten dabei Verdnderungen beziiglich des Wachstumsverhaltens feststel-
len. Die Nachahmung vieler komplexer Vorginge kann durch die Kultivie-
rung von Zellen in einer Organismus-fernen Umgebung nicht realisiert
werden. Ziel der 3D Zellkultivierung ist die Schaffung von in vivo-dhnlichen
Kultivierungsbedingungen, wobei der Fokus auf das Gewebe als funktionelle



1 Einleitung

Einheit gegeniiber der Einzelzelle liegt. Die Erschaffung einer ndherungswei-
sen realistischen Wachstumsumgebung, welche von Zelltyp zu Zelltyp
verschieden ist, kann zur Beantwortung vielerlei Fragestellungen hilfreich
herangezogen werden. Ausgehend vom zelluldren Verhalten, werden
3D Modellsysteme zur Untersuchung der Zellregeneration, Differentiation,
Gen- und Proteinexpression sowie im Bereich der Gewebeziichtung
(engl. Tissue Engineering, TE) und der Krebsforschung verwendet
[Loh2013]. Studien legen nahe, dass Zellen in einer 3D Umgebung eine
verlangsamte Proliferation, eine verringerte Sensitivitit gegeniiber
Zytostatika, verdnderte Stoffwechseleigenschaften sowie Genexpressionspro-
file aufweisen [Wan2014]. Insbesondere die verdnderte Zellmorphologie von
Krebszellen kann durch deren dreidimensionale Kultivierung beobachtet
werden. Aufgrund umfassender Zell-Zell-Kontakte treten multizelluldre
Aggregate (Sphéroide) auf, deren Erscheinung und Eigenschaften an feste
Tumore in vivo dhnelt.

Bis heute steht dem Anwender eine Vielzahl an Modellsystemen inklusive
Herstellungsverfahren zur Verfiigung. Mit Hilfe von natiirlichen bzw. synthe-
tischen Geriiststrukturen, Suspensionssystemen oder technisch hergestellten
Mikroapparaturen kdnnen ungeklarte Fragen zur komplexen Zellphysiologie
oder Migrationsverhalten untersucht werden. Im Folgenden Kapitel werden
einiger dieser Fertigungsverfahren, deren Vor- bzw. Nachteile beschrieben
und auf die zur Verfiigung stehenden Materialien eingegangen.



1.1 Prinzipielle Unterschiede zwischen 2D und 3D Zellkultivierung

Tab.1-1:  Ubersicht zum abweichenden Verhalten von Zellen in 2D und 3D Umgebung (nach
Yamada et al. [Yam2007]).
Merkmal 2D Zellkultivierung 3D Zellkultivierung

Zellmorphologie physiologisch abwei- in vivo-dhnliche Zell-
chende Zellmorpholo- morphologie (Multi-
giec  (Verlust von layer, vorhandene Zell-
Zellpolaritdt, verdn- polaritét)
derte  Epithel und
Fibroblasten Morpho-
logie)

Wachstumsverhalten  erh6hte Prolifera- verminderte Wachs-
tionsrate tums- ,Stoffwechsel-

Zell-Zell-Kontakte

Zell-Matrix-Kontakte

Genexpressionsprofil

Sensitivitét

Ko-Kultivierung

Langzeitkultivierung

einseitige Zell-Zell-
Kontakte

fehlende Zell-Matrix
Kontakte und Signal-
austausch

verandertes Gen- und
Proteinexpressions-
profil

verringerte Sensitivitéit
gegeniiber Zytostatika
keine Ko-Kultivierung
moglich

keine  Langzeitkulti-
vierung  (Einschrén-
kung durch Kontak-
tinhibition)

und Proliferationsaktivi-
tait

Ausbildung 3D Zell-
Zell-Kontakten
Zell-Matrix Kontakte
tiber Tragermatrix (z.B.
Kollagen I)

in vivo-ghnliches Gen-
und Proteinexpressions-
profil

erhohte Sensitivitét
gegeniiber Zytostatika
Kultivierung von mehr
als einer Zelllinie
moglich
Langzeitkultivierung
iiber mehrere Wochen
mdglich
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1.2 3D Modellsysteme

1.2.1 Konventionelle und erweiterte
Fertigungsprozesse

Bei der Herstellung eines 3D Modellsystems zur Kultivierung von Zellen
sollte an grundlegende Aspekte gedacht werden. Durch die Konstruktion
einer geeigneten Matrix oder Geriistsubstanz kann die gewebetypische
Morphologie und Funktion bestimmter Zelltypen in vifro nachgeahmt oder
erhalten werden. Dabei spielen sowohl mechanische als auch chemische
Eigenschaften eine besondere Rolle. Pordse Tragermaterialien sind erfolg-
reich eingesetzte Modellsysteme, welche die notwendigen Voraussetzungen
auf Basis ihres strukturellen Aufbaus erfiillen konnen. Neben der erforderli-
chen Biokompatibilitdt der verwendeten Materialien, bietet die pordse Struk-
tur den Zellen die ndtige Stabilitdit und Stiitze. Durch das offene und
vernetzte Porensystem konnen Nahrstoffe und Sauerstoff ungehindert diffun-
dieren und zu den Zellen gelangen. Auf diese Weise wird eine ausreichende
Versorgung der Zellen und damit einhergehend Wachstum und Proliferation
gewihrleistet. Weiterhin konnen Stoffwechselabbauprodukte miihelos ent-
fernt und freigesetzte Proteine oder andere Biofaktoren gewonnen werden
[Dut2009].

Im Allgemeinen kann zwischen zwei Formen der Geriistbildung unterschie-
den werden. Zum einen gibt es die Moglichkeit durch mechanische und/oder
chemische Einfliisse bzw. Reaktionen das Porensystem zu erzeugen. In
diesem Fall konnen sogenannte ,,Porogens® eingesetzt werden, welche die
Aufgabe der Porenbildung iibernehmen. Als Porenbildner konnen z.B. Salze,
wie Natriumchlorid (NaCl) oder aber auch Eiskristalle dienen.
Zum anderen stehen dem Anwender einige automatisierte Techniken zur
Verfiigung, welche mit Hilfe besonderen Equipments die Geriiststruktur
entwickeln. In Abhédngigkeit von der Herstellungsart erfolgt anschlieBend die
Zellaussaat, welche entweder nach Anfertigung der Geriiststruktur oder
wihrenddessen durchgefiihrt wird. Im Folgenden werden die einzelnen
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Fertigungsprozesse ndher betrachtet und sowohl deren Vorziige als auch die
Defizite bzw. Mangel aufgezeigt.

Salt Leaching

Zunichst wird Salz (z.B. NaCl) in kleinste Partikel gemahlen und in eine
gewiinschte Form gegeben. Ein Polymergemisch wird anschlieBend auf die
mit Salzpartikeln gefiillten Formen verteilt und erstarrt kurze Zeit spaiter.
Nachdem das Losungsmittel verdunstet ist, kann das Salz mit Hilfe von
Wasser oder Alkohol aufgeldst und entfernt werden [Ma2004]. Zuriick bleibt
eine porése Polymerstruktur, deren Gesamtporositdt durch das Mengenver-
haltnis von Salz zu Polymergemisch sowie deren PorengréBe durch GroBen-
variation der Salzpartikel beeinflusst werden kann. Aufgrund der geringen
Menge an Polymer und Abfallprodukten, z&hlt diese Methode zu einen der
unkomplizierten Verfahren. Allerdings ldsst sich sowohl die Poreninter-
konnektivitit als auch die Form bzw. Grofie der Poren schwer kontrollieren
[Loh2013].

Gas formen (engl. Gas forming)

Grundlage dieses Herstellungsverfahren besteht in der Verwendung von Gas,
z.B. CO, und Stickstoff, Wasser oder Chloroform, als Porogen. Zusammen
mit dem verwendeten Gas werden bioabbaubare Polymere, wie Polyglycol-
sdure (PGA) oder Polylactide (PLA), hohen Driicken ausgesetzt, bis eine
Sattigung erreicht ist. Die anschlieBende Druckverringerung fiihrt zur Keim-
bildung und zum Wachstum von Gasblasen mit einer Gréfe zwischen 100 bis
500 pm [Zhu2013]. Im Vergleich zur Salt leaching Methode ist das Entfer-
nern des Porogens nicht erforderlich und es kann auf die Verwendung orga-
nischer Losungsmittel verzichtet werden [Kes2009]. Dagegen liegen auch
hier eine erschwerte Kontrolle der Porengrofe sowie deren Interkonnektivitit
vor, was eine nicht-pordse Oberflache zur Folge haben kann [Loh2013].

Phasenseparation (engl. Phase separation)

Mit dem Begriff Phasenseparation wird die rdumliche Entmischung in
Gebiete mit unterschiedlicher Phase bezeichnet. Dabei wird zwischen ther-
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misch-induzierter, fest-fliissig und fliissig-fliissig auftretender Phasensepara-
tion unterschieden [Nam1999; Sch1996; Sch1996]. Im Allgemeinen fiihrt
eine thermische Instabilitit zur Auftrennung der Polymerldsung in eine
polymerreiche feste und in eine polymerarme fliissige Phase. AnschlieBend
wird das Losungsmittel, entspricht der Polymer-armen Phase, entfernt und es
verbleibt ein hochpordses Polymernetzwerk. Die Geriiststruktur kann durch
Variation verschiedener Prozessparameter, wie z.B. der Polymer-
konzentration, beeinflusst werden. Dennoch kénnen nur Poren mit einem
Durchmesser im unteren Mikrometerbereich (< 10 pm) erzeugt werden

Gefriertrocknung (engl. Freeze-drying)

Durch den Prozess der Gefriertrocknung kommt es zur Sublimation des
gefrorenen Losungsmittels, welches unmittelbar vom festen in den gasformi-
gen Aggregatszustand iibergeht. Vorab wurde die Polymerldsung bis zu einer
bestimmten Temperatur abgekiihlt, bei welcher sich alle Materialien im
gefrorenen Zustand befinden. Das Losungsmittel bildet Eiskristalle und
dringt die geldsten Partikel in einen Zwischenraum, wo es zur Aggregation
oder Polymerisation kommt. Ergebnis der Gefriertrocknung ist ein hochporo-
ses Polymergeriist, dessen strukturelle Eigenschaften durch Variation der
Polymerkonzentration und Gefriertemperatur verdndert werden kann
[Loh2013].

Zellverkapselung (engl. Cell encapsulation, Gel embedding)

Der Begriff Zellverkapselung beschreibt die physikalische Isolierung einer
Zellmasse von seiner Auflenumgebung, wihrend die zelluldre Physiologie
innerhalb des gewiinschten Permeabilititsbereiches aufrechterhalten wird.
Die Techniken werden im Allgemeinen als Mikro- und Makroverkapselung
klassifiziert [Ulu2000]. Grundsétzlich wird die Zellsuspension zusammen mit
der Polymerlésung vermischt, bevor die eigentliche Gelierung stattfindet.
Dabei kdnnen sowohl einzelne Zellen bzw. Zellaggregate oder auch Fasern
eingebunden werden [Loh2013]. Die entstehenden kugelformigen Matrices in
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Form von Hydrogelen' ermoglichen die Versorgung der Zellen mit Néhrstof-
fen und Sauerstoff und verhindern gleichzeitig das Austreten der Zellen aus
der Polymerkapsel. Aufgrund der gemeinsamen Ausgangslosung von Zellen
und Reaktionskomponenten, beschrinkt sich die Wahl auf wasserlosliche
Polymere. Letztere beeinflussen ebenfalls die Art und Weise des Mechanis-
mus, welcher sich auf die radikalische Polymerisation und chemische Ver-
netzung begrenzt. In beiden Fillen miissen die verwendete Initiatoren
und/oder Quervernetzer (engl. Cross-Linker) auf Zytokompatibilitit unter-
sucht und Synthesebedingungen (z.B. verdnderte Temperatur als Ausloser fiir
Polymerisation) mit schidigenden Auswirkungen ausgeschlossen werden
[Nic2008].

Elektrospinnen (engl. Electrospinning)

Elektrospinnen ist ein Herstellungsverfahren zur Erzeugung von Fasern bis in
den Nanometerbereich. Ein typischer Aufbau besteht aus einer Spritzen-
pumpe, welche die Polymerlosung beinhaltet und als Elektrode fungiert,
einer Stromquelle zur Erzeugung des elektrischen Feldes und einem Kollek-
tor um die gebildeten Fasern aufzufangen [Pha2006]. In Folge des Span-
nungsfeldes bewegt sich die Polymerlosung von der Spritze (Elektrode) zur
Gegenelektrode. Wéhrenddessen verdunstet das Losungsmittel und auf der
Fasermatte (Kollektor) treffen feste Fasern mit hoher Geschwindigkeit auf.
Zahlreiche Parameter bestimmen die Form und Abmessung der Fasern, z.B.
Viskositédt, Molekulargewicht und Leitfdhigkeit der Polymerlésung, Flussrate
und Stromstdrke sowie relative Luftfeuchte und Umgebungstemperatur
[Gre2007]. Auf diese Weise konnen Faserdicke und Porositét gezielt gesteu-
ert werden.

Rapid Prototyping Technik

Rapid Prototyping umfasst mehrere Fertigungsprozesse zur schnellen Her-
stellung von Bauteilen, d.h. vorhandene CAD-Dateien” sollen direkt und
zeitnah umgesetzt werden. Basierend auf verschiedenen Polymerbeschaffen-

' Hydrogel ist ein Wasser enthaltendes, aber wasserunlosliches Polymer.
2 CAD, Konstruktion eines Produktes mittels EDV.
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heiten wird zwischen Fliissig-, Fest- und Pulversystemen unterschieden.
Zu den grundlegenden Prozessen zdhlt Fused Deposition Modeling (FDM,
deutsch: Schmelzschichtung), Stereolitografie (STL), Selektives Lasersintern
(SLS) sowie 3D-Drucken [Zhu2013]. Grundlegend erfolgt bei allen Ferti-
gungsverfahren der schichtweise Aufbau des Werkstiickes beruhend auf der
zuvor erstellten Geometrie aus 3D-Daten (Tab. 1-2).

Tab. 1-2:  Ubersicht zu Rapid Prototyping Technologien zur Herstellung von Werkstiicken
bzw. porésen Geriisten fiir biomedizinische Anwendungen [Kum2010].
Rapid Proto- Fertigungsprinzipien Besonderheiten
typing Technik
Fused Deposition  Schichtweise Herstellung Durch  Erhitzung  des
Modeling eines 3D Objektes aus Kunststoffes wird dessen
einem schmelzfahigen flissiger — Aggregatszu-
Kunststoff stand erreicht und kann
anschlieBend durch feine
Diisen gepresst werden.
Stereolitographie ~ Aushértung lichtempfind-  Stiitzstrukturen ermdogli-

licher Kunststoffe
(Photopolymere) mittels
Laser

chen die Laser induzierte
Aushértung des lichtemp-
findlichen Polymers in
einem Kunststoffbad aus
Nach
der Aushidrtung einer
Schicht wird diese in das
Kunststoffbad abgesenkt,
woraufthin die néchste
Schicht gedruckt wird.

Basismonomeren.
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Selektives Laser-
sintern

3D-Drucken

Herstellung von réumli-
chen  Strukturen
pulverformigen
gangsstoffen

aus
Aus-

Pulverformiges Augangs-
material wird schichtwei-
se aufgetragen und mit

Das  polymere  Aus-
gangsmaterial liegt in
Pulverschicht vor. Ent-
lang der Kontur des
gewiinschten ~ Werkstii-
ckes werden die Pulver-
partikel mit Hilfe eines
Lasers geschmolzen.
Durch Auftragung einer
neuen Pulverschicht, kann
sich diese mit den ge-
schmolzenen  Partikeln
verbinden.

Abwechselnd erfolgt der
Auftrag von Pulver und
Binder zur Vermischung

Hilfe
verbunden

Binders und Entstehung einer
Schicht.  Der

Binder vermischt sich mit

eines
neuen

dem Pulver und es kommt
zur Verhértung.

Eine sehr spezielle Form des 3D-Druckens stellt das sogenannte Bioprinting
dar. Ziel ist es computergesteuert und mit Hilfe von Techniken
TE-Strukturen aus zuvor geziichteten Zellen herzustellen. Auf Basis soge-
nannter Biotinte (engl. Biolnks), einer Prd-Gel-Losung aus Zellen und
biokompatiblen Materialien, welche auf eine Oberfliche gedruckt werden,
entstehen Gewebe- bis Organ-dhnliche Strukturen. Das entstehende Geriist
polymerisiert nach dem Druck mittels Cross-Linker oder Photoinduktion
[Sta2015]. Entsprechend der géngigen Zellverkapselung, spielen die zytoto-
xischen Eigenschaften der verwendeten Komponenten und die schiadigenden
Einfliisse der Prozessschritte eine vergleichbare Rolle. Die Materialien



1 Einleitung

werden entsprechend des Zielgewebes ausgewidhlt und sollten keinerlei
Gefahrdung auf die Zellviabilitét ausiiben.

1.2.2 Materialien und Anwendung von 3D pordésen
Festkorpergeriisten

Die in Kapitel 1.2.1 beschriebenen Methoden schildern eine Vielzahl an
moglichen Techniken zur Herstellung von hochpordsen Zellgeriisten. Ein
Grofiteil der Techniken beruht auf dem Einsatz der 3D Trigermatrices fiir das
breite Feld der kiinstlichen Gewebeziichtung. Ziel ist es, die Regeneration,
Erhaltung und Verbesserung von geschidigtem bzw. zerstortem Gewebe
durch Entwicklung biologischer Ersatzmaterialien zu unterstiitzen. Die
Geriiststruktur dient der Stabilisierung und Vorgabe des zu ersetzenden
Gewebes sowie der Forderung von Zellwachstum und Migration. Dariiber
hinaus konnen 3D Zellgeriiste die Grundlage fiir zellbasierte Testverfahren
zur Toxizititseinschitzung und Effizienz von Wirkstoffen bilden oder als
biologisch abbaubarer Ausgangstoff zur Wirkstofffreisetzung eingesetzt
werden. Des Weiteren kdnnen sie als zellbasierte Sensoren fiir chemische und
biologische Analyten (z.B. Krankheitserreger, Lebensmitteliiberwachung),
als Mikrocarrier zum unterstiitzenden Wachstum von adhérenten Zellen im
Bioreaktor oder im Bereich des Hochdurchsatzscreenings (engl. High-
Throughput-Screening, HTS) fiir pharmakologische Testreihen zum Einsatz
kommen, um nur einige Beispiele zu nennen [Bra2009].

Polymere zéhlen zu den primir verarbeiteten Materialien und je nach Ferti-
gungsprozess konnen unterschiedliche Stoffe, synthetischen und/oder natiirli-
chen Ursprungs, verwendet werden. Zum einen verfiigen natiirliche Aus-
gangsstoffe, wie Proteine bzw. Polysaccharide, {iiber die notige
Biokompatibilitiat und charakteristische Zelladhdsionsmerkmale. Zum ande-
ren finden synthetische Materialien aufgrund ihrer Verfiigbarkeit, einfachen
Verarbeitung und mechanischen Eigenschaften (z.B. Festigkeit) Gebrauch.
Im Folgenden wird auf die grundlegenden Charakteristiken und Anwen-
dungsgebiete von synthetischen und natiirlichen Polymeren eingegangen.

10
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Polymere

Polymere sind Makromolekiile bestehend aus aneinandergereihten gleichen
oder gleichartigen Struktureinheiten, den sogenannten Monomeren. Wahrend
der Polymerisation kommt es zum Kettenwachstum der Monomereinheiten.
Zu den géngigen Polyreaktionen zdhlen sowohl die radikalische Polymerisa-
tion als auch die Polykondensation und Polyaddition. Art, Anzahl und
Abfolge der Monomere sowie die Form der chemischen Verkniipfung als
auch die Kettenarchitektur bestimmen die Eigenschaften des entstehenden
Polymers. Oftmals unterscheiden sich dabei die Eigenschaften der Monomere
von denen des Polymers (z.B. Wasserloslichkeit, Losungsmittel/Wasser
Absorption) [Kol2013]. Die Polymere kdnnen in natiirliche (Biopolymere)
und synthetische Polymere, bezogen auf den Syntheseursprung oder gemif
der Anzahl an Monomeren in Homopolymere, Co-Polymere oder Polymer-
blends eingeteilt werden. Co-Polymere unterscheiden sich gegeniiber Poly-
merblends durch den Strukturaufbau aus verschiedenen Monomereinheiten,
was zugleich auf die meisten Biopolymere zutrifft, wohingegen Polymer-
blends durch das Mischen verschiedener Homopolymere/Co-Polymere
entstehen [Boa2009].

Synthetische Polymere

Unter synthetischen Polymeren zéhlen industriell oder im Labormalstab
hergestellte Stoffe, welche zusitzlich in organische und anorganische
Polymere eingeteilt werden. Fiir den erfolgreichen Einsatz im Bereich des TE
zahlen Biokompatibilitit, Bioabbaubarkeit und ausreichend mechanische
Festigkeit zur Stabilisierung des neugebildeten Gewebes als wichtigste
Anforderungen an die verwendeten Polymere. Die biologische Abbaurate
sollte dabei mit der Regenerierung und Neubildung des Gewebes einherge-
hen. Zu den bekanntesten bioabbaubaren, synthetischen Polymeren gehoren
Polyglycolide (PGA) und Polylactide (PLA) sowie das Co-Polymer
Polylactid-co-Glycolid (PLGA), welche aufgrund ihrer charakteristischen
Merkmale auch als chirurgisches Nahtmaterial Verwendung finden. Triger-
matrices aus Polycaprolactone (PCL) und Polyhydroxybuttersdure (PHB)
zeichnen sich durch eine verlangsamte Abbaurate aus, sodass der Einsatz als

11
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Material fiir Langzeitimplantate geeigneter ist [Ma2004]. Ein weiterer Vorteil
ist die erleichterte Verarbeitung der synthetischen Polymere, wodurch sowohl
die Herstellung von gesponnenen Fasern (Elektrospinnen) als auch eine
Technik im Bereich Rapid Prototyping in Frage kommt. Eine Reihe von
hydrophilen Polymeren, wie z.B. Poly(hydroxyethylmethacrylat) (PHEMA),
Polyvinylalkohol (PVCI) und Polyethylenglycol (PEG), werden vielfach zur
Herstellung von Hydrogelen verwendet. Durch Quervernetzung entstehen
wasserunlosliche 3D Triagermatrices, die aufgrund der thermodynamischen
Kompatibilitdt zu Wasser sehr weich und elastisch sind. Hydrogele auf Basis
von synthetischen Homopolymeren oder Co-Polymeren finden neben der 3D
Kultivierung von Zellen auch Anwendung im biomedizinischen Bereich, als
Bestandteil von Kontaktlinsen (PHEMA), in der Mikrobiologie zur Enzy-
meinschlussimmobilisierung (PVCL) oder in der Pharmaindustrie zur Wirk-
stofffreisetzung (PEG). Aufgrund fehlender Peptidbindungsstellen kdnnen
die Polymere mit bioaktiven Molekiilen modifiziert werden oder mit Biopo-
lymeren einen Polymerblend eingehen. Beides dient der Verbesserung der
zelladhédsiven Eigenschaften [Bra2009]. Photopolymerisierte Hydrogele
bestehend aus PEG-Acrylat oder PEG-Methacrylat sowie Polyvinylalkohol-
Derivaten sind Beispiele fiir potentielle Wirkstofftriger zur lokalen Arznei-
mittelabgabe. Wahrend der Photopolymerisation erfolgt eine Interaktion
zwischen UV-Licht und licht-sensitiven Verbindungen, sogenannten Photoin-
itiatoren, woraufhin eine radikalische Polymerisation induziert wird. Infolge-
dessen hirten die fliissigen Monomere/Makromere zu einem Hydrogel aus
[Ngu2002]. Rahmenbedingungen dieser Herstellung ermoglichen eine
Hydrogelsynthese in situ, wodurch eine prédzise Anpassung an das
Zielgewebe zugelassen wird [Dec1987]. Vorziige dieses Verfahrens werden
schon seit langer Zeit zur Aushértung von Fiillungsmaterial in der Zahnmedi-
zin angewandt [Maf1994]. Anorganische Polymere, wie z.B. Calciumphos-
phat basierte Keramiken, inklusive PB-Tricalciumphosphat (B-TCP) oder
Hydroxylapatite (HAP), werden in der Knochenchirurgie als synthetische
Ersatzmaterialien zur Forderung des natiirlichen Knochenwachstums (osteo-
konduktiv) und der Knochenneubildung (osteoinduktiv) verwendet
[Rah2011].
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1.2 3D Modellsysteme

Natiirliche Polymere

Als natiirliche Polymere oder auch Biopolymere werden in Zellen eines
Lebewesens synthetisierte Polymere, wie z.B. Polysaccharide, Proteine,
Nukleinsduren etc., bezeichnet. Vorzugsweise werden dabei Bestandteile der
Extrazelluldren Matrix (EZM), wie Glykoproteine und Polysaccharide, aber
auch Polysaccharide aus Pflanzen (z.B. Alginat) und Tieren (z.B. Chitosan)
zur Herstellung von 3D Gertisttragern verwendet. In beiden Féllen wird vom
chemisch strukturellen Aufbau profitiert und gleichzeitig die Nachahmung
der natiirlichen Umgebung verstérkt. Einige der Materialien finden seit langer
Zeit in den unterschiedlichsten Bereichen, wie in der Lebensmittelindustrie
als Geliermittel, in der Kosmetikbranche als Zusatz von Pflegeprodukten
oder in der Pharmazie zur Freisetzung von Wirkstoffen, ihre Verwendung.
Dariiber hinaus kommt es auch zum Einsatz von Biopolymeren im Bereich
des TE, wobei von der biologischen Abbaubarkeit der natiirlichen Materia-
lien profitiert wird. Zum Beispiel wird Gelatine, als Derivat des Kollagens,
und Alginat zur Zellimmobilisierung und als Biolnk bei der Herstellung von
Tragermatrices durch Bioprinting (siehe Kapitel 1.2.1) hédufig verwendet
[Hwa2010]. Nicht selten dienen synthetische Polymere (z.B. Polycapro-
lactan) in Form von Hydrogelen als Stabilisator fiir das gedruckte und entste-
hende Konstrukt.

Abseits der Anwendung von pordsen natiirlichen und/oder synthetischen
Tragermatrices zur Erzeugung von Geweben oder Organen zielt die 3D
Zellkultivierung ebenfalls auf die Untersuchung grundlegender zelluldrer
Fragestellungen, welche von der rdumlichen Anordnung der Zellen und
dessen verdnderten Verhaltensweisen in 3D Gebrauch macht. Letzteres wird
unter anderem durch die Verwendung von EZM-Bestandteilen erreicht. Ein
sehr bekanntes Beispiel fiir die Verwendung extrahierter EZM aus lebenden
Zellen stellt die Basalmembranartige Matrix unter dem Markennamen
Matrigel dar. Matrigel ist ein Gemisch aus EZM-Proteinen, welches aus dem
Englebreth-Holm-Swarm Tumor in Méiusen extrahiert wurde und im Wesent-
lichen aus Laminin, Kollagen IV und Entaktin besteht [Ork1977; Kle1982].
Neben EZM-Bestandteilen zahlen auch Wachstumsfaktoren und Zytokine zu
den Komponenten und ermdglichen unter anderem die Kultivierung von
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1 Einleitung

embryonalen Stammzellen, welche aus bisher ungeklédrten Griinden in ihrem
undifferenzierten Zustand verbleiben. Ein entscheidender Einflussfaktor ist
jedoch die ungewisse Matrigel-Komposition, welche sich von Batch zu Batch
stark unterscheidet und zu variierenden Ergebnissen innerhalb eines Experi-
mentes fithren kann. Im Rahmen einer Studie von Hughes ef al. [Hug2010]
wurden insgesamt 1851 Proteine in einer umfassenden Proteomanalyse
detektiert. Innerhalb dieser komplexen Mischung aus Strukturproteinen und
Wachstumsfaktoren wurden unzdhlige Proteine mit ungewisser Funktion
wihrend der Zellkultivierung erfasst. Aufgrund der Batch zu Batch-Variation
und mangelnder Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wird vermehrt auf die
Kombination aus natiirlichen und synthetischen Polymeren zuriickgegriffen.
Eine Vielzahl der beschriebenen Materialien kann ebenfalls zur Synthese
sogenannter Cryogele verwendet werden. Als eine besondere Form der
polymeren Gele bietet diese Matrix eine hervorragende Grundlage zur 3D
Zellkultivierung. Eine detaillierte Ubersicht zu den Besonderheiten und
Eigenschaften sowie Anwendungsbereiche der Cryogele ist Bestandteil der
nachfolgenden Kapitel.

1.3 Cryogele als makroporose
Polymergeriiste

1.3.1 Cryogelsynthese und Einflussfaktoren

Polymere Gele werden in vielen Bereichen der Biotechnologie, z.B. als
Material in der Chromatographie, zur Immobilisierung von Molekiilen und
Zellen, Matrices fiir die Elektrophorese und Immunodiffusion verwendet.
Sogenannte Cryogele, welche den Hydrogelen zugeordnet werden, weisen
aufgrund eines besonderen Syntheseablaufes aulergewohnliche Eigenschaf-
ten auf. Aus diesem Grund wurde ihr Potential flir biomedizinische und
biotechnologische Anwendungsbereiche schnell erkannt. Die Bezeichnung
Cryogel setzt sich aus dem griechischen Wort ,kryos’, mit der Bedeutung
Frost oder Eis und dem bekannten Wort Gel, als Ausdruck fiir ein disperses
System, zusammen [L0z2003]. Ein disperses System besteht aus mindestens
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zwei Komponenten, wobei die feste Einheit ein schwammartiges, dreidimen-
sionales Netzwerk formt, dessen Poren durch eine Fliissigkeit (Lyogel) oder
Gas (Xerogel) ausgefiillt sind. Auf diese Weise ist die fliissige Einheit in dem
Netzwerk immobilisiert, woraus folgt, dass diese Gele einerseits sehr leicht
und deformierbar sind, aber dennoch formstabile Eigenschaften besitzen
[Sep2008].

Die Morphologie des 3D Netzwerkes wird primir durch die chemischen
Bindungen und durch die Art und Weise der Synthese bestimmt. Die am
haufigsten verwendete Methode ist die Gelsynthese in einem fliissigen
System. Innerhalb dessen besteht die Losung entweder aus Monomeren,
deren Gelierung ein Ergebnis verzweigter Polymerisation ist, oder Polyme-
ren, welche durch chemisches Vernetzen, Selbstgelierung oder Phaseniiber-
gang ein Gel bilden. Das verwendete Losungsmittel wird wiahrend der Syn-
these innerhalb des Polymernetzwerkes eingeschlossen und dient sogleich der
Stabilisierung. Weiterhin erlaubt es die Diffusion von geldsten Stoffen in und
aus dem Gel [Loz2002]. Unter Beriicksichtigung der intermolekularen
Bindungen innerhalb des gebildeten Netzwerkes kann zwischen chemischen
und physikalischen Gelen unterschieden werden. Grundlage von Cryogelen
konnen sowohl ionische als auch kovalente oder nicht-kovalente Bindungsar-
ten sein, wodurch eine deutliche Abgrenzung zu den anderen Gelarten ent-
steht. Aufgrund der sanften und druckreduzierten Entfernung des Ldsungs-
mittels (LM) ldsst sich prinzipiell jede Form (z.B. Scheiben, Rohren, Blocke
und Zylinder) mittels Cryogelierungsprozess herstellen, welcher im folgen-
den Abschnitt nochmals detaillierter beschrieben wird.

Cryogelsynthese

Die Bildung von Eiskristallen ist das ausschlaggebende Merkmal der Cryo-
gelsynthese, wodurch sich diese von der Kalte-induzierten Gelbildung
abgrenzt. Letzteres erfolgt bei verminderter Temperatur ohne Phaseniiber-
gang des LM, z.B. Gelierung von Gelatine oder Agar-Agar. Grundsétzlich
gilt, dass das charakteristische Porensystem in Folge der Losungsmittelerstar-
rung, der daraus resultierenden Kristallbildung und anschlieBender Entfer-
nung des LM durch Auftauen erzeugt wird (Abb. 1-1). Vorwiegend wird
Wasser als LM verwendet, wodurch die Entfernung mittels organischer
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Substanzen entfallt und negative Auswirkungen auf die kultivierten Zellen
ausbleiben [P1i2011].

Der natiirliche Gefrierprozess von Meereswasser als wéssrige Salzlosung
entspricht im Grunde der Synthese von Cryogelen. Im Zuge der Eiskristall-
bildung kommt es zur Verdrangung jegliche Art von gelosten Substanzen
oder Verunreinigungen, was die Ausbildung eines heterogenen Zweiphasen-
systems zur Folge hat. Das gefrorene Wasser bzw. die reinen Eiskristalle
bilden die feste Phase, wohingegen die konzentrierte Salzlosung der nicht-
gefrorenen Phase entspricht [Kir2011]. Dieser Prozess wird wéhrend der
Cryogelherstellung nachgeahmt, indem geloste Monomere und/oder
Polymere den gelosten Stoffen entsprechen, welche sich in der nicht-
gefrorenen Phase konzentrieren. Studien lieBen vermuten, dass in maBig
gefrorenen Losungen ein Teil des LM noch ungefroren ist, innerhalb dessen
durch Konzentrierung der geldsten Substanzen der Ablauf von chemischen
Reaktionen (Polymerisation) ermdglicht wird [Brul964; Pin1969]. Die
nicht-gefrorene Phase nimmt nur einen Bruchteil des Gesamtvolumens ein,
wodurch die Konzentration der geldsten Stoffe proportional steigt und
gleichzeitig zu einer Beschleunigung der chemischen Reaktionen fiihrt. Im
Vergleich zu gewdhnlichen Gelen konnen Cryogele trotz Temperaturen
unterhalb des Gefrierpunktes bei einer signifikant geringeren Konzentration
an Monomeren/Polymeren und Cross-Linker gebildet werden. Mit anderen
Worten, die Verringerung der kritischen Konzentration, bei welcher es noch
zu einer Gelbildung kommt, ist ein typisches Merkmal der Cryogelsynthese
[Loz2002]. In einer Studie von Lozinsky et al. [Loz1982] wurde die Gelbil-
dung von Chitosan vernetzt mit Glutarladehyd anhand unterschiedlicher
Konzentrationsverhiltnisse bei 25 °C und -8 °C (Cryogel) verglichen. Bereits
bei einer geringeren Chitosankonzentration erfolgte die Bildung von Cryoge-
len, wohingegen eine doppelte Menge zur Bildung der gleichen Gele bei
Raumtemperatur notwendig war (entspricht Hydrogele).
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RT 21°C RT RT

Abb. 1-1:

Schematische Darstellung der Cryogelsynthese. A) Ausgangsreaktionsgemisch. Das
Reaktionsgemisch mit allen in Wasser (1) gelosten Komponenten, Monome-
re/Polymere und Initiatoren (2,3), wird in eine 3 ml Einwegspritze gefiillt.
B) Gefrorenes System. Unmittelbar im Anschluss werden die Proben bei
-21 °C tiefgefroren. Wihrenddessen kommt es zur Ausbildung eines
2-Phasensystems, welches einerseits aus den sich bildenden Eiskristallen (4) und
andererseits aus einer nicht-gefrorener Phase (5) besteht. Letzteres entsteht durch
die Verdringung der geldsten Stoffe, welche sich in der nicht-gefrorenen Phase
konzentrieren und dort chemisch reagieren. C) Aufgetautes System. Lagerung bei
RT lasst die Eiskristalle schmelzen und die entstehenden Poren sind mit LM gefiillt
(6). Die Oberflichenspannung zwischen LM und dem umgebenden Polymer (7)
verursacht die runde Form der Poren inklusive glatter Oberfliche. D) Gebrauchsfer-
tige Cryogele. Aus dem zylinderformigen Cryogelstiick der Spritze werden gleich
grof3e Proben geschnitten (d = 8 mm, h =3 mm). Alle Proben verfiigen iiber ein zu-
sammenhéngendes Porennetzwerk, welches durch die wachsenden und verzweigten
Eiskristalle geformt wurde.

Einfluss des Gefrierschrittes und der Gefriertemperatur

Fiir eine erfolgreiche Cryogelsynthese ist es dringend erforderlich, dass der
Gefrierprozess und die damit verbundene Entstehung der Eiskristalle vor der
eigentlichen Gelbildung stattfinden. Fehlt der Verbund wachsender Eiskris-
talle zu einem Netzwerk, verursacht dies den Verlust des charakteristischen
Porensystems. Am Beispiel von Polyacrylamid (PAAm) Cryogelen wurde
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der Einfluss der Temperatur auf die Polymerisationsrate, d.h. Erreichen bis
zum Gelierpunkt, untersucht. Im Vergleich zu gewdhnlichen Gelen, deren
Polymerisationsrate mit zunehmender Temperatur (zwischen 10 und 30 °C)
anstieg, kam es bei der Synthese von CryoPAAm zu einer beschleunigten
Polymerisation zwischen -10 und -20 °C. Bei einer Temperatur von -20 °C
erfolgte die Gelierung innerhalb von 15 Minuten, sechs Mal schneller als die
Gelierung bei 20 °C [Loz1989a]. In Abhingigkeit von der Gefriertemperatur
kommt es zu einem Wettbewerb zwischen der Polymerisation innerhalb der
nicht-gefrorenen Phase und Faktoren, die diesen Prozess verzdgern. Je
geringer die Gefriertemperatur desto schneller verlduft der Gefrierprozess,
d.h., eine beschleunigte Eis-Nukleation fiihrt zu vielen kleinen Eiskristallen
und resultiert in einer verminderten Konzentration an geldsten Ausgangsstof-
fen in der nicht-gefrorenen Phase. Infolgedessen entstehen Cryogele mit
kleineren Poren und diinneren Porenwinden, was einen merklichen Einfluss
auf die Stabilitdt und mechanische Festigkeit der Geriiste ausiibt. Eine weiter
abfallende Gefriertemperatur entschleunigt die Polymerisationsrate und
hemmt die Gelierung des Cryogels [Kir2009]. Die Grof3e der Eiskristalle und
somit der Poren ist abhéngig von der Gefriertemperatur und kann zu Poren-
groBen im Bereich von 1 bis 300 pum fiithren. Beziiglich der Porenklassifikati-
on zdhlen Cryogele zu den mikro- und makropordsen Materialien, deren
Poren im Bereich von 0.1 bis 100 pm und groBer liegen [Grel1982]. Neben
der Gefriertemperatur beeinflussen Syntheseparameter, wie z.B. Wassermen-
ge, lonenstiarke, pH-Wert sowie Konzentration und Zusammensetzung des
Reaktionsgemisches, die strukturellen Eigenschaften der Cryogele
[Gun2012].

Einfluss der Monomer/Polymer Ausgangskonzentration

Kirsebom et al. [Kir2009] untersuchte am Beispiel von Dimethylacrylamid
(DMAAm) vernetzt mit Polyethylenglycoldiacrylat (PEGda) den Einfluss
unterschiedlicher Ausgangskonzentrationen bei gleichbleibenden Mono-
mer/Cross-Linker Verhiltnis. Ziel war es, bei ansteigender Konzentration die
Zeit bis zur Polymerisation und die anschlielende Reaktionszeit sowie die
Porengrofie und Elastizitit zu erfassen. Wihrend des Experimentes wurde mit
einer konstanten Gefriertemperatur von -10 °C gearbeitet. Fazit der Untersu-
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chung: Mit ansteigender Konzentration der geldsten Substanzen verringerte
sich die Zeit bis zur Polymerisation und gleichzeitig erfolgte eine beschleu-
nigte Polymerisationsrate. Infolgedessen verringerte sich die durchschnittli-
che Porengrofle um mehr als die Hélfte bei einer vervierfachten Stoffmen-
genkonzentration, worauthin die mechanische Festigkeit der Cryogele
zunahm. Entgegengesetzt dazu wurden bei einer geringeren Ausgangskon-
zentration groflere Poren in einem entsprechend instabileren Cryogel gemes-
sen. Parallel verlangerte sich der Zeitraum bis zur Reaktion, welche ebenfalls
sehr verlangsamt stattfand. Eine erhohte Konzentration an geldsten Stoffen
im Reaktionsgemisch iibertrdgt sich gemélB der Cryogelherstellung auf die
nicht-gefrorene Phase, woraufhin die Polymerisationsrate steigt und eine
kompaktere Porenstruktur entsteht. In Gegenwart einer sehr geringen Menge
an Reaktionskomponenten kann es trotz charakteristischer Cryokonzentration
zu einer stark verzogerten Polymerisation kommen. Auf Basis dieser Ergeb-
nisse konnte bestitigt werden, dass die Konzentration der geldsten Stoffe
ebenfalls einen entscheidenden Einfluss auf die Cryogeleigenschaften
nehmen.

1.3.2 Anwendungsgebiete und
Forschungsschwerpunkte

Cryogele als chromatographische Materialien

Im Bereich Downstream Processing, das im Allgemeinen die Abtrennung
und Aufreinigung von Produkten umfasst, zdhlen chromatographische Ver-
fahren zu den vorherrschenden Technologien. Generell steht der Begriff
Chromatographie fiir die Trennung von Gemischen mit Hilfe einer festen
(stationdren) und einer fliissigen (mobilen) Phase, wobei die einzelnen
Verfahren nach Art des Tréigers, der mobilen Phase oder dem zu Grunde
liegenden physikalischen Prozess klassifiziert werden. Die einzelnen Trenn-
verfahren werden sowohl in der Laboranalytik als auch im préiparativen
MaBstab eingesetzt. Nichtsdestotrotz stellen Verfahren zur Trennung und
Reinigung von biologischen Partikeln (z.B. Plasmide, Viren, Zeltorganellen
und intakte Zellen) eine Herausforderung dar. Die Auftrennung von
partikelhaltigen Losungen, insbesondere Zellsuspensionen, wird durch zu
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kleine Poren (Nano- und unterer Mikrometerbereich) in bisher verfiigbaren
Matrices erschwert. PartikelgroBen zwischen 20 - 300 nm, geringe Diffusi-
onsraten und komplexe molekulare Oberflichen unterscheiden solche Objek-
te von gewdohnlichen Makromolekiilen (< 10 nm). Makropordse Cryogele
verfligen tliber variable und anpassbare Porengréfen im Mikrometerbereich,
sind zudem mechanisch stabil und weisen geringe Stromungswiderstinde
auf. Folglich wiren Flussraten im Bereich Hochleistungsfliissigkeitschroma-
tographie (HPLC) moglich [Loz2003]. Dartiber hinaus kénnen Rohextrakte
ohne vorangegangene Filtration oder Zentrifugation aufgetragen werden,
ohne eine Blockierung der Siule zu riskieren. Arvidsson et al. stellte eine auf
Cryopolymerisation basierende Trennsdule direkt in der spéter verwendeten
Apparatur her. Die Matrix wurde durch radikalische Polymerisation in einer
wissrigen Losung und Zugabe einer Kryofliissigkeit (z.B. fliissiger Stick-
stoff) erzeugt. Nach Erhitzen der Sdule wird die Fliissigkeit {iber die Poren
ausgewaschen. Die kovalente Kopplung eines Liganden ermdglichte an-
schlieBend die Aufreinigung eines von Escherichia coli (E.coli) expremierten
rekombinanten Proteins [Arv2003]. Die spezifische Wechselwirkung eines
Rezeptors mit einem Liganden bildet die Grundlage der Affinitdtschromato-
graphie, welche neben der Aufreinigung von rekombinanten Proteinen auch
bei Nukleinsduren oder Antikdrper aus Blutseren angewandt wird. Jedoch
besteht nach der chromatographischen Trennung von Zellen das Problem der
erfolgreichen Desorption von der Affinitatsfliche. Aufgrund der schwammar-
tigen und elastischen Morphologie der Cryogele konnen die gebundenen
Zellen durch mechanische Kompression effizient herausgeldst werden. Diese
sanfte Methode ermdglicht die hochste Produktausbeute bei gleichzeitiger
Zellviabilitit [Dai2007].

Cryogele zur Immobilisierung von Zellen und Biopolymeren

Grundlage der Affinitdtschromatographie, aber auch zahlreicher Immunotests
sind Trager mit reaktiven funktionellen Gruppen zur Immobilisierung kleiner
Molekiile oder Biopolymere bis zu groflen Biomaterialien, wie Zellorganel-
len oder ganzen Zellen. Innerhalb dessen kann zwischen kovalenter Kopp-
lung und physikalischem Einschluss des Zielmaterials unterschieden werden.
Die kovalente Kopplung gilt als problemlosere Methode und kann auf zwei
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Wegen realisiert werden. Zum einen kann das hergestellte Cryogel nachfol-
gend mit einer Losung modifiziert werden, wodurch die spezifische Bindung
des Zielmolekiils zugelassen wird und zum anderen konnen Liganden bereits
wihrend der Gelherstellung zugefiigt werden. Letzteres flihrt zu einer kova-
lenten Bindung des Liganden zum Cryogel [L0z2002]. Im speziellen Fall der
Zellimmobilisierung stellt die Kopplung iiber reaktive funktionelle Gruppen
die mildere Methode dar. Dariiber hinaus kdnnen immobilisierte Zellen in
makropordsen Gelen in Bioreaktoren eingesetzt werden. Dank struktureller
Stabilitdt kann eine erneute Verwendung auch nach Trocknung und Lagerung
gewihrleistet werden, wobei es nur zu geringfiigigen Einbuflen der Zellviabi-
litédt kommt [P1i2008].

Cryogele als 3D Zellgeriisttriger

In den vorangegangenen Kapiteln wurde bereits mehrfach tiber die Verwen-
dung von Hydrogelen im Zusammenhang mit TE und anderen biomedizini-
schen Anwendungsbereichen berichtet. Grundlage der Hydrogelsynthese
bilden hydrophile Polymere, welche ein verzweigtes 3D Netzwerk bilden und
auf diese Weise das Anschwellen in wissriger Umgebung unter starker
Volumenzunahme zulassen. Gleichzeitig verhindert die Quervernetzung der
Polymerketten die Gelauflosung in Wasser [Ahm2015]. Im Allgemeinen
konnen Cryogele und Hydrogele zur gleichen Gruppierung gezdhlt werden,
jedoch unterscheiden sie sich in einem wesentlichen Rektionsschritt, welcher
die Verwendung des einzelnen Gels entscheidend beeinflusst. Im Bereich der
3D Zellkultivierung auf Basis eines Gerlisttragers wurden im Laufe der Zeit
die Vorteile von Cryogelen gegeniiber Hydrogelen erkannt und Unterschiede
in verschiedenen Studien erfasst [Sri2007; Hwa2010]. Angesichts der Tatsa-
che, dass die zu Grunde liegenden Polyreaktionen identisch sind, basieren
eine Vielzahl an Cryogelen auf den gleichen Materialien. Synthetische und
natiirliche Polymere, wie PAAm, PHEMA, PVA oder PVCI sowie Gelatine,
Agarose, Alginat und Chitosan, und die Kombinationen aus beiden Polymer-
gruppen zdhlen zu den gingigen Materialien fiir die Cryogelherstellung
[Bha2011; Sin2013; Web2013]. Ausschlaggebend fiir die spezifischen
Merkmale der Cryogele und die visuellen Unterschiede zu Hydrogelen ist die
Synthese unterhalb des Gefrierpunktes. Die Ausbildung eines Zweiphasen-
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systems infolge der Eiskristallbildung fiihrt zur Konzentration der Reaktions-
komponenten in einer nicht-gefrorene Phase, wohingegen bei RT eine homo-
gene Verteilung der Komponenten stattfindet. Als Ergebnis liegt eine kom-
pakte Porenstruktur vor, welche sich auffallend von dem hochpordsen
System des Cryogels unterscheidet (Abb. 2-2).

Abb. 1-2:  Rasterelektronenmikroskop ~ (REM)-Aufnahmen  zweier polymeren  Gele
synthetisiert bei unterschiedlichen Temperaturen. Hydrogel, synthetisiert bei RT in
150fachen (A) Mafstabsbalken 100 pm und 5.000fachen Vergroferung (B) Mal-
stabsbalken 5 pm. (C) Cryogel, synthetisiert bei -21 °C in 150fachen VergroBe-
rung, Mafstabsbalken 100 um. Ausgehend von den gleichen Ausgangsstoffen wur-
den im Fall des Hydrogels keine eindeutig sichtbare Porenstruktur ausgebildet. Bei
gleicher VergroBerung (A, C) kann im Fall der Cryogelstruktur eindeutig zwischen
Poren und Porenwianden unterschieden werden.

Ausgehend von dem makropordsen Netzwerk der Cryogele ergeben sich
zahlreiche Eigenschaften, welche im Kontrast zu herkémmlichen Hydrogelen
stehen. Charakteristisch grole Poren umgeben von dichten Porenwénden
resultieren in einer schwammartigen Morphologie mit einer auergewohnli-
chen mechanischen Festigkeit. Auf diese Weise kdnnen Cryogele, verglichen
zu gewohnlichen Gelen, starken Kompressionen ausgesetzt, ohne mechanisch
zerstort zu werden. Auftretende Deformationen rufen eine elastische Stau-
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chung der Porenwénde hervor, welche zum Austreten von Porenfliissigkeit
fithrt. Erst bei vollstindigem Verlust der Fliissigkeit kommt es bei einer
weiteren Materialverdichtung zur Anndherung der Porenwinde und zur
plastischen Verformung [Wel2012]. Die Stabilitdt und Festigkeit der Cryo-
gelstruktur steigt mit zunehmender Konzentration der Reaktionskomponenten
durch verstérkte Porenwénde und kleinere Poren. Wesentlich intensiver wirkt
sich solch eine Konzentrationserhohung auf die Polymervernetzung und
zugleich Festigkeit der Hydrogelstruktur aus [Sav2007]. Dank der erhéhten
Porositit und makropordsen Struktur quellen Cryogele in wéssriger Losung
sehr schnell. Dabei werden Wassermolekiile iiber Wasserstoffbriickenbin-
dungen (H-Bindung) an polare Gruppen gebunden und der Abstand zwischen
den Polymerketten nimmt zu. Dies hat zur Folge, dass Cryogele binnen
kiirzester Zeit ein Vielfaches ihres Eigengewichtes an Fliissigkeit aufnehmen
konnen, ohne an stofflichem Zusammenhalt zu verlieren. Des Weiteren
verweist diese Reaktion auf eine ungehinderte Diffusion der geldsten Stoffe
durch die Poren [Cey2006]. Letzteres ist ein entscheidendes Kriterium und
spielt wéahrend der Zellkultivierung eine besondere Rolle. Der reibungslose
Transport von essentiellen Néhrstoffen und Sauerstoff durch das vernetzte
Porensystem sichern das Uberleben der Zellen und gewihrleisten dariiber
hinaus auch in tieferen Bereichen eine ausreichende Versorgung. Im Ver-
gleich zu gewdhnlichen Hydrogelen, ermoglicht die makropordse Struktur
ebenfalls eine homogene Verteilung der Zellen, ohne Blockierung einzelner
Poren und einem damit verbundenen Versorgungsengpass. Tabelle 1-3 fasst
noch einmal die primdren Eigenschaften und Vorteile von Cryogelen als
Zellgeriisttrager gegeniiber Hydrogelen zusammen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben der Verwendung von Cryogelen, als
3D Zellgeriisttriger, auch eine rein natiirliche Matrix eingesetzt, welche aus
dem Strukturprotein (Fibroin) des Seidenspinners B.mori aufgebaut ist und
ebenfalls die notigen Voraussetzungen zur dreidimensionalen Kultivierung
von Zellen bietet. Nachfolgend werden die strukturellen Merkmale des
Seidenfibroins sowie dessen Einsatz als Biomaterial erldutert.
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Tab. 1-3:  Unterschiede zwischen Hydrogelen und Cryogelen hervorgerufen durch verschie-
dene Syntheseabldufe [L0z2002; Kir2009].
Merkmal Cryogel Hydrogel
Synthese Unterhalb des Gefrier- Raumtemperatur
punktes
Polymer- Porose Struktur aufgrund Ausbildung eines dreidi-
struktur wachsender Eiskristalle mensionalen Netzwerkes
wihrend der Synthese aus verzweigten Poly-
umgeben von verzweigten merketten
Polymerketten
Porengrofe PorengroBen zwischen 10 PorengroBen < 10 pm
und 300 um
Variabilitit der =~ Variabilitdt der spezifi- Variabilitdit der Eigen-
Eigenschaften schen Eigenschaften durch schaften ausschlieBlich
Anderung von Synthesepa- {iber Art der Ausgangs-
rametern (z.B. Gefrierzeit, stoffe und Konzentration
Gefriertemperatur)
Schwellverhal-  schnelle  Quellrate  in langsame Quellrate in
ten wassriger Umgebung fliissiger Umgebung
Diffusion hohe Diffusionsgeschwin- geringe Diffusionsge-
digkeit (< D) schwindigkeit (> D)
Festigkeit mechanische Festigkeit mit mechanische Festigkeit

hoher elastischer Verform-
barkeit  (schwammartige
Morphologie) > prézise
Nachahmung gewebedhn-
licher Eigenschaften

mit kleinerem elastischen
Bereich >  ungenaue
Nachahmung gewebeédhn-
licher Eigenschaften
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1.4 Seide als natiirliches Biomaterial

1.4.1 Struktur und Aufbau von Seidenfibroin

Seide ist eine Naturfaser und wird von mehr als 30.000 bekannten Spezies
synthetisiert, jedoch vorrangig aus den Kokons der Seidenraupe, Larve des
Seidenspinners gewonnen. Als einzige in der Natur vorkommende Endlos-
Faser wurde sie hauptséchlich in der Textilindustrie verwendet und gilt bis
heute als edelster und wertvollster Naturstoff [Web2013]. In spezialisierten
Driisen wird die Seide von Epithelzellen synthetisiert und anschlieend ins
Lumen der Driise sekretiert, wo die Seidenproteine bis zum Spinnvorgang
gelagert werden [Kim2004]. Der gesponnene Seidenfaden dient zur Herstel-
lung des Kokons, welcher die Seidenraupen vor Angriffen von Raubtieren,
Parasiten und anderen Umwelteinfliissen schiitzt. Je nach Seidenraupenspe-
zies und Vorkommen variieren die Kokons in Gewicht, Dicke, Farbe und
Festigkeit [Zha2013]. Bei nédherer Betrachtung kann der Seidenkokon als
mehrlagiges Material geformt aus einem Doppelseidenfaden beschrieben
werden (Abb. 1-3A).
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N 2P

. Doppelseidenfaser

Kokon

~ Sericin

Fibroin

Abb. 1-3:  Struktureller Aufbau des Seidenfadens. (A) REM-Aufnahme eines Seidenkokons.
Die doppelte Seidenfaser (Seidenprotein: Fibroin) wird von einem kleberartigen
Protein (Sericin) umhiillt, welches die Fasern zusammenhélt [Zha2013].
(B) Schematische Darstellung des Verbundes von Sericin und Fibroin.

Verschiedene Schmetterlingsarten, welche als Seidenspinner bezeichnet
werden, dienen der Gewinnung von Seide. Der bekannteste Seidenspinner
Bombyx mori (B.mori) oder auch Maulbeerspinner genannt, ist eine von
Menschen geziichtete Art, dessen Kokon sich beziiglich seiner Form, Farbe
und mechanischen Eigenschaften von den Wildformen unterscheidet. Im
Vergleich zu den geziichteten Seidenraupen des B.mori, zeigen die Kokons
der Wildformen, z.B. des chinesischen Eichenspinners Antheraea pernyi
(A.pernyi), eine an die Umwelt angepasste Farbung und hohere Festigkeit
[Che2012]. B.mori zahlt zu den am besten untersuchten Seidenspinnern und
findet seit langer Zeit in der Textilbranche sowie als Nahtmaterial Verwen-
dung. Die Proteine Fibroin und Sericin bilden die Hauptbestandteile des
Doppelfadens und bestimmen gleichzeitig die artspezifischen Eigenschaften
der Seide. Das natiirliche Struktur- und Faserprotein Fibroin, welches der
Seide seine Strapazierbarkeit und Festigkeit verdankt, wird durch die kleber-
artige Wirkung des Sericins zusammengehalten (Abb. 1-3B). Als adhédsiver
Binder sichert es den strukturellen Zusammenhalt der Fasern und auf diese
Weise des gesamten Kokons [Yan2012]. Im Gegensatz zum Fibroin, welches
aus geordneten (kristallinen) und ungeordneten (amorphen) Bereichen
besteht, sind die amorphen Regionen des Strukturproteins Sericin fiir die
Loslichkeit in Wasser sowie in den meisten sauren und alkalischen Losungs-
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mitteln verantwortlich. Diese Eigenschaft ermoglicht die thermisch-
chemische Losung des Sericins (Entbasten) und anschlieBende Gewinnung
des Fibroins [Rat2013]. Die auBergewohnlichen Eigenschaften der Seidenfa-
sern beruhen auf der Zusammensetzung und dem Aufbau des Seidenproteins
Fibroin, wobei es unter den verschiedenen Seidenraupen zu signifikanten
Unterschieden kommt [Wan2006]. In der amorphen Region, welche ein
Drittel des Molekiils ausmacht, kommen alle 18 im Fibroin auftretenden
Aminoséuren vor, wohingegen der kristalline Teil aus einer alternierenden
Abfolge von Aminosduren mit kurzen Seitenketten (Glycin, Alanin und
Serin) besteht. Die kristallinen hydrophoben Blocke sind innerhalb der
amorphen hydrophilen Bereiche eingebettet. Die Polypeptidketten aus den
wiederholenden Aminosédureabfolgen bilden anti-parallel verlaufende
B-Faltblattstrukturen, welche durch starke Wasserstoffbriickenbindungen
(H-Bindungen) zusammengehalten werden. Die Kombination aus hoher
Festigkeit und Duktilitit® resultiert vorwiegend aus den Wechselwirkungen
zwischen und innerhalb dieser hydrophoben und hydrophilen Blockstruktur
[Che2014]. Grundsitzlich kann zwischen zwei Konformationen des Fibroins
unterschieden werden: Seide I und II. Die wasserldsliche Gestalt nimmt
Fibroin in der Seidenraupendriise an und wird als Seide I beschrieben, wih-
rend als Seide II die unldsliche Form nach der B-Faltblatt Transformation
auflerhalb der Driise bezeichnet wird [Mot2002].

Das Interesse an der Verarbeitung von regeneriertem Fibroin resultiert nicht
zuletzt aus den hervorragenden Eigenschaften, welche es zu einem vielseiti-
gen Biomaterial machen. Neben der hohen Zugfestigkeit, Flexibilitdt und
Bestindigkeit gegeniiber Druckkriften stehen die Biokompatibilitit, eine
geringe Immunogenitit' und eine verlangsamte biologische Abbaurate. Die
Verwendung von Seidenfibroinlosung setzt die Entfernung von Sericin als
Prozessschritt voraus und ermdglicht auf diese Weise die Konstruktion von
verschiedenartigen Geriiststrukturen, wie z.B. Filme, Schiume, Hydrogele,

.Duktilitdt, Eigenschaft eines Werkstoffes sich unter Belastung zunéchst plastisch
zu verformen.

~Immunogenitit, Eigenschaft eines Stoffes im Tier oder Mensch eine Immunantwort
auszulosen
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Mikropartikel oder Nanofasern. Weiterhin kdnnen chemische Modifizierun-
gen oder die Herstellung von Polymerblends zur Verbesserung bestehender
Eigenschaften (physikalisch oder biochemisch) oder als Erweiterung potenti-
eller Funktionalititen durchgefiihrt werden [Kun2014]. In Tabelle 1-4 werden
die moglichen Materialformen aus Seidenfibroin bezogen auf die Herstel-
lungstechnik zusammengefasst. Die ausflihrliche Beschreibung zu den
einzelnen Fertigungsprozessen kann in Kapitel 1.2.1 nachgelesen werden.

Tab. 1-4:  Ubersicht zu moglichen Herstellungstechniken aus Seidenfibroin und die daraus
hervorgehenden Materialformen. Detaillierte Zusammenfassung der Fertigungspro-
zesse siehe Kapitel 1.2.1.

Herstellungstechnik Architektur Referenz
Selbstaufbau (engl. Self-assembly)  Nanofaser, Filme [Par2006]

GieBen, Formen Membrane/Matten  [Zha2015]

Elektrospinnen Faser, Matten [Cai2010]

Gefriertrocknen porése Schwiamme  [Naz2004]

Gefrieren und Auftauen

Salt leaching

In situ Polymerisation Faser, Hydrogele [Xia2008;
Mat2006]

1.4.2 Anwendung Seidenfibroin basierter Geriiste

Nach Entfernung des Proteins Sericin wird die entbastete Seide geldst und
auf diese Weise eine konzentrierte Seidenfibroinldsung hergestellt. Untersu-
chungen mit Hilfe des Fourier-Transform-Infrarot-Spektrometers> (FTIR-
Spektrometer) oder der Rontgendiffraktion® konnten einen erhdhten Anteil an
Random-Coil Struktur in wéssrigen Fibroinlosungen nachweisen [Can1989].

5 FTIR-Spektrometer, physikalisches Analyseverfahren, welches mit Infrarotstrahlung arbeitet.
6 Rontgendiffraktion, Beugung von Rontgenstrahlen an geordneten Strukturen.
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Random-Coil-Strukturen sind im Gegensatz zu den geordneten o-Helices
oder [-Faltblattstrukturen ,beliebig® angeordnete Bereiche der Sekun-
darstruktur eines Proteins. Der erhohte Anteil an Random-Coil-Strukturen ist
fiir den I6slichen Zustand des Fibroins verantwortlich, welcher jedoch nach
einer gewissen Zeit in den Gelzustand iibergeht. Der Sol-Gel Ubergang des
gelosten Seidenfibroins wird zunéchst durch schwache, gefolgt von stirkeren
inter- und intramolekularen Wechselwirkungen hervorgerufen, die zur
irreversiblen Bildung von f-Faltblattstrukturen fiihren (Abb. 1-4). Aus-
schlaggebend hierfiir ist die regelméBige Abfolge von Aminosiuren (Ala-
Gly-Ser) der Primérstruktur, welche dazu neigen, kristalline Strukturen zu
bilden. Diese selbststindig ablaufende physikalische Vernetzung wird zur
Bildung unterschiedlicher Strukturen basierend auf Seidenfibroin genutzt.
Prozessparameter, wie z.B. Proteinkonzentration, Temperatur und pH-Wert
beeinflussen die Geschwindigkeit der Gelierung und auf diese Weise die
Eigenschaften des entstehenden Konstruktes [Mat2006]. Je nach Anwendung
und Seidenart kann auf verschiedene Losungsmittel zur Herstellung regene-
rierter Seidenfibroinlosung zuriickgegriffen werden. Das am héufigsten
verwendete Losungsmittel ist Lithiumbromid (LiBr) in Wasser/Ethanol
gelost oder aber auch Calciumchlorid- (CaCl,) und Calciumnitratldsungen
(Ca(NO;),) in Verbindung mit Methanol oder Ethanol. Letztere fithren zur
Induktion von B-Faltblattstrukturen, um die Wasserstabilitdt zu erhdhen und
gleichzeitig die Wasserldslichkeit zu verringern [Che2001].
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A) hergestellte Seidenfibroinlésung B) beginnende Gelierung C) beendete Gelierung (irreversibel)

Random-Coil Fibroin
griin H-Briicken, hydrophobe Wechselwirkungen
rot B-Faltblattstruk turen

Abb. 1-4:  Schematische Illustration des Sol-Gel Ubergangs von regenerierten Seidenfibroin.
A) Die Ausgangslosung verfiigt iiber einen vernachlassigbar kleinen Anteil an
B-Faltblattstrukturen und intermolekularen Bindungen. B) Die Gelierung wird
durch anfénglich schwache Interaktionen (H-Briickenbindung, hydrophobe und
elektrostatische Wechselwirkungen) induziert. C) Am Ende resultieren diese in
stabilen f-Faltblattstrukturen und ergeben ein stabiles Geriist. (Abbildung verdndert
nach Matsumoto et al. [Mat2006]).

Seit Jahrhunderten wurde Seide als Nahtmaterial zum VerschlieBen von
Wunden eingesetzt. Jedoch fiihrte der native Seidenfaden zur Hypersensitivi-
tit bei Patienten, was auf die Anwesenheit des Proteins Sericin zuriickgefiihrt
werden konnte. Als sehr weiches und geschmeidiges Material wird Seide
heute vorzugsweise im sensiblen Mundbereich verwendet. Neben der Ver-
wendung als Nahtmaterial und Ausgangsstoff in der Textilbranche stellt der
Bereich des TE ebenfalls ein breit gefachertes Einsatzgebiet dar. Die hervor-
ragenden mechanischen FEigenschaften der von Seidenfibroin basierten
Materialien erfiillen ohne weiteres die gestellten Anforderungen an Geriiste
fiir die Geweberegeneration [Koh2015]. Grundsétzlich kann dabei zwischen
vier Morphologietypen unterschieden werden: pordse Schwidmme,
Hydrogele, Filme (diinne Schichten) und Matten (gewebte Strukturen),
welche durch verschiedene Fertigungsprozesse entstehen konnen (siche
Kapitel 1.4.1; Tab. 1-4). Elektrogesponnene Seidenfibroin-Materialien
verfiigen iiber sehr gute mechanische Eigenschaften und konnen fiir Enzym-
Immobilisierung und Wirkstofffreisetzung sowie zur Wundversorgung als
antibakterielle Materialien verwendet werden [Chu2013]. Auflerdem kdnnen
die elektrogesponnenen Nanofasern mit Hilfe von Walzen in rohrenartige
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Konstrukte mit kleinem Durchmesser (< 6 mm) geformt werden und als
Gefaltransplantate dienen [Ayt2014]. Basierend auf der Formvariabilitit von
Seidenfibroin wurde mit Hilfe kugelférmiger pordser Mikropartikel die
Freisetzung von Wirkstoffen in vitro untersucht. Aufgrund ihrer thermischen
Stabilitdt und PartikelgroBenvariation erwiesen sich die Mikropartikel aus
Seidenfibroin als potentielle Wirkstofftrager [Bha2015]. Zusammengesetzte
Geriiststrukturen basierend auf Seidenfibroin kdnnen als stabile Vorlage fiir
Knochen- und Knorpelrekonstruktionen oder Hautersatz verwendet werden.
Je nach Art und Anwendung stehen verschiedenste natiirliche und syntheti-
sche Polymere als zusétzliche Komponente zur Verfiigung [Tei2015]. Tabelle
1-5 zeigt eine Ubersicht zu weiteren Zell- und Gewebeanwendungen fiir
Seidenfibroingeriiste.

Tab. 1-5:  Ubersicht zu unterschiedlichen Anwendungen fiir Fibroingeriiste im Bereich TE
(nach Vepari et al. [Vep2007]).

Anwendung Materialform Referenz
Wundauflagen Filme, Schwamme [Sug2000;
Ye02000]
Knochenrekonstruktion Schwidmme, Filme, [Kim2005;
Hydrogele, Faser Kim2006;
Mot2004;
Kim2005]
Knorpelrekonstruktion Pordse Schwamme, [Wan2006;
Hydrogele Aok2003]
Leberrekonstruktion Filme [Hu2006]
Endothelial- und Faser [Fuc2006;
Blutgefile Ung2004]

Neben dem Seidenprotein Fibroin, welches aus dem Faden der Seidenspin-
ner-Kokons extrahiert wird, weist die Spinnenseide ebenfalls hochinteressan-
te mechanische Eigenschaften auf. Basierend auf deren Strukturproteine wird
Festigkeit und Elastizitdt in einer einzigartigen Weise verbunden. Im nach-
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folgenden Kapitel wird genauer auf die Vorziige des Materials und die
Unterschiede zum Seidenfibroin eingegangen.

1.4.3 Spinnenseide als neuer Wirkstoff

Zum Stamm der GliederfiiBler (Arthropoda) zéhlen neben Insekten
(z.B. Seidenspinner), Tausendfiilern und Krebstieren auch Spinnentiere, wie
z.B. Spinnen, Skorpione und Milben [Aka2000]. Im Vergleich zu den ge-
nannten Arten, im Speziellen dem Seidenspinner (z.B. B.mori), produzieren
Spinnen mehr als einen Seidentyp mit abweichenden funktionalen Eigen-
schaften. Webspinnen (A4raneae) gehdren zur bekanntesten Ordnung der
Spinnen und umfassen weitere drei Unterordnungen (Gliederspinnen, Vogel-
spinnenartige, Echte Webspinnen) und iiber 37.000 Arten, welche alle die
Féhigkeit besitzen Seide zu synthetisieren - die Schliisselsubstanz zum
Uberleben der Tiere [Hu2006]. Araneus diadematus (gewdhnliche Garten-
kreuzspinne) und Nephila clavipes (Goldene Seidenspinne) werden den
Radnetzspinnen (Echte Webspinnen) zugeordnet, zuriickzufiihren auf die
Form des Spinnennetzes. Beide Arten besitzen bis zu sieben verschiedene
Driisen, wovon jede eine spezialisierte und an die vorgegebenen Anforderun-
gen angepasste Seidenart sezerniert [Sar2006; Sch2011]. Basierend auf
exzellenten mechanischen Eigenschaften, wie eine hohe Reififestigkeit in
Kombination mit guter Dehnbarkeit, werden diese zum Aufbau des Netzes,
Einfangen von Beute und Nahrung sowie dem Umhiillen der Spinneneier
verwendet [ROm2008]. In Tabelle 6 werden die verschiedenen Seidendriisen
und deren synthetisierten Faserproteine zusammengefasst.

Die groBle ampullate Driise exprimiert die Komponenten des Sicherheitsfa-
dens, auch Dragline-Seide genannt, welche auflerdem eine Rolle als Bauma-
terial fiir den Rahmen und Radien des Netzes spielt (Tab. 1-6). Die physikali-
schen und mechanischen Eigenschaften tibertreffen oft kiinstlich hergestellte
Materialien und sind fiir die Entwicklung neuer Biomaterialien von groflem
Interesse. Zum Vergleich ist Dragline-Seide flinfmal starker als Stahl (unter
Beriicksichtigung des geringen Gewichtes der Spinnenseide) und dreimal
hérter als die synthetische Faser Kevlar, verbaut im Korperpanzer [Gos1999].
Die Dragline-Seide besteht aus zwei groBBen Proteinen, welche im Fall von
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N.clavipes, eine der meist untersuchtesten Spinnenart, als Major Dragline
Seidenprotein 1 und 2 (MaSp1/2, kurz Spidroin 1/2) bezeichnet werden. In
Abhingigkeit von der Aminosdurensequenz und Geschwindigkeit wahrend
der Faserbildung verédndern sich die Merkmale der Seide in Richtung festerer
und steiferer Struktur oder erhohter Dehnféhigkeit. Die beiden Kernproteine,
MaSp1/2, setzen sich aus hochrepetitiven Blocken der Aminosduren Glycin
(Gly) und Alanin (Ala) zusammen.

Tab.1-6:  Uberblick zu den Seiden-produzierenden Driisen inklusive Seidenproteinen.
Spinnen besitzen die Fahigkeit driisenspezifische Seidenproteine mit unterschiedli-
chen Sequenzen zu exprimieren. Auf diese Weise konnen verschiedene Fasertypen
mit abweichenden funktionalen Eigenschaften gebildet werden [nach Hsia et al.
[Hsi2011]. *Dragline Seide wird paarweise mit zwei Faden der kleinen ampullaten
Driise versponnen. **Nur in Radnetzspinnen identifiziert.

Seidendriise Verwendung Faserproteine
grof3e ampullate Faden zur MaSp1, MaSp2
Driise Rahmenkonstruktion,
Abseilfaden/Sicherheitsfaden
(Dragline Seide)
kleine ampullate Netzverstarkung, MiSpl
Driise Sicherheitsfaden*
Flagelliform Fangspirale Flag**
Aciniform Umbhiillungsfaden AcSpl
(Spinneneier, kleiner
Durchmesser), UmschlieBung
von Beute
Tubuliform Umbhiillungsfaden TuSpl, ECP-1,
(Spinneneier, grofler ECP-2
Durchmesser)
grofle ampullate Faden zur MaSpl1, MaSp2
Driise Rahmenkonstruktion,
Abseilfaden/Sicherheitsfaden
(Dragline)
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Poly-Ala- und Poly-Gly-Ala-Bereiche sind fiir die Bildung von
B-Faltblattstrukturen verantwortlich und bestimmen auf diese Weise die
auBerordentliche ReiBfestigkeit der Spinnenseide. Die geformten kristallinen
Bereiche werden von Gly-reichen Abschnitten unterbrochen (entsprechen
amorphe Regionen), welche die Elastizitit der Fasern beeinflussen. Spidroin
2 (entspricht MaSp2) enthilt in den Gly-Wiederholungssequenzen zusétzlich
die Aminoséure Prolin, worauf die Dehnbarkeit der Seide ebenfalls zuriickge-
fiihrt wird [Hu2006]. Anhand des Prolin-Gehaltes konnten Studien die
Zusammensetzung von N.clavipes ermitteln und kamen zu dem Ergebnis,
dass das Proteinlevel von MaSpl mit 81 % hoher ist als von MaSp2 (19 %).
Das Verhéltnis der Strukturproteine schwankt innerhalb der Spezies und legt
somit die Funktion der Fasern fest [Bro2005].

Beziiglich der auflergewohnlichen mechanischen und physikalisch-
chemischen Eigenschaften von Spinnenseide ist eine Vielzahl an industriellen
und biomedizinischen Einsatzgebieten denkbar. Aufgrund der erschwerten
Ziichtung, resultierend aus der kannibalistischen Lebensweise der Spinnen,
sind bisher noch keine Produkte aus Spinnenseide kommerziell erhiltlich.
Weiterhin behindert die zeitaufwendige und kostspielige Ernte der Seide die
Produktion im GrofBmafBstab. Alternativ kdnnen rekombinante Proteine der
Spinnenseide unter Verwendung von gentechnisch verdnderten Wirtsorga-
nismen hergestellt werden [Slo2012]. Die Synthese von rekombinanten
Seidenproteinen ermdglicht die Verarbeitung zu diversen Materialformen,
wie Hydrogele, Schwimme, Fasern, Kugeln und Kapseln. Ahnlich der
Anwendungsbereiche von regenerierten Seidenfibroin (B.mori) konnen Filme
aus rekombinanten Seidenspidroin zur Modifizierung von Oberflichen und
Implantaten, Kapseln zur Freisetzung von Wirkstoffen oder anderen Inhalts-
stoffen sowie Hydrogele als Zellgeriisttrager im Bereich TE verwendet
werden [Har2009]. Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen der Seide
der Seidenraupe und Spinnenseide werden in Tabelle 1-7 zusammengefasst.
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Tab. 1-7:  Ubersicht zu Merkmalen und Eigenschaften der Seidenfaser am Beispiel von
B.mori (Art: Seidenspinner) und N.clavipes (Art: Goldene Seidenspinne).

Merkmal

Ziichtung

Seidenfaden

Aufbau
Seidenfaser

Seidenprotein

Seidenspinner (am
Beispiel von B.mori)

Herstellung von Seide im
GroBmafstab durch
Zichtung des Seiden-
spinners B.mori (zusitz-
lich Verwendung von
Wildformen

z.B. A.pernyi)
Gesponnener Seiden-
faden (Raupe) als
Grundsubstanz fiir
Seidenkokons (Aufgabe:
Schutz der Raupe vor
dufleren FEinflissen und
Bedrohungen)

Seidenfaser besteht aus
zwei Strukturproteinen:
Fibroin und  Sericin
(Kleberartiges ~ Protein
flir den Zusammenhalt
der Fibroinfilamente)

Fibroin: physikalisch
vernetzte Blockpolymer-
Struktur aus kristallinen

Radnetzspinne (am
Beispiel von
N.clavipes)

Zichtung  aufgrund
von kannibalistischer
Lebensweise nicht
mdglich

Bis zu sieben ver-
schiedene Seidenarten
mit unterschiedlichen
funktionalen  Eigen-
schaften entsprechend
der zu erfiillenden
Aufgaben (Netzbau,
Autfhangseil, Beute-
fang, Schutz  der
Spinneier)
Verschiedene Seiden-
arten mit entspre-
chenden Strukturpro-
teinen: MaSpl und
MaSp2 des Sicher-
heitsfadens/Dragline
Seide von besonderem
Interesse (ohne
Sericin [Sar2006])
MaSp1/2: physika-
lisch vernetzte Block-
polymer-Struktur mit
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(Ala und Gly > p- kristallinen Bereichen
Faltblatt) und amorphen (Poly-Ala und Poly-
Bereichen (18 verschie- Ala-Gly) und unter-

dene AS) brochen von Gly- und
Gly-Prolin-reichen
Abschnitten
Verarbeitung Sei- Verarbeitung von rege- Verarbeitung von
denprotein nerierten  Seidenfibroin rekombinanten

zu Hydrogelen, pordse Proteinen (hergestellt

Schwamme, Faser, Filme in Hefen und Bakte-

und Membrane rien) des Abseilfadens
[Wid2010; M0i2010]

1.5 Spharoidbildung

1.5.1 Invitro Tumormodelle - ohne und mit Geriist

Chirurgische Eingriffe, Chemo- und Strahlentherapie gehdren zu den haufigs-
ten Behandlungsmethoden von Krebserkrankungen. Dennoch ist das Streben
nach neuen Target-Molekillen und Biopharmazeutika fiir die klinische
Anwendung ununterbrochen. Dabei werden betrdchtliche Anstrengungen
unternommen, die Wirksamkeit von Arzneimitteln zu optimieren und Ne-
benwirkungen zu minimieren. Dies beinhaltet die intensive Forschungsarbeit
im Bereich der personalisierten Medizin und pradiktiver Biomarker sowie der
Entwicklung praklinischer Modelsysteme. Im Regelfall stiitzen sich in vitro-
Wirkstoffscreenings auf Zytotoxizitétstest, welche mit etablierten Krebszell-
linien, kultiviert unter herkémmlichen 2D Bedingungen, arbeiten [Zan2016].
Unumstritten lieferte dieser Ansatz vielfdltige Kenntnisse zur Tumorbiologie
und trieb auf diese Weise die Wirkstoffforschung voran. Jedoch zeichneten
sich gleichzeitig wesentliche Einschrinkungen ab, welche zu einer hohen
Rate an klinischen Ausfallen trotz hervorragender Anti-Tumor-Eigenschaften
fithrte [Edw2015].
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In vivo- und in vitro-Tiermodelle zéhlen deshalb zu wichtigen Werkzeugen in
der Krebsforschung und dienen der Identifikation von Karzinogenen’, zur
Entwicklung neuer Krebstherapien, Medikamenten-Screenings und ermdgli-
chen Studien zu molekularen Mechanismen des Tumorwachstums und
Metastasierung. Das gebrauchlichste Tiermodell im Bereich Wirkstoff-
Screening und Wirksamkeitsstudien ist das Tumor-Xenografi-Modell,
welches komplexe Tumor-Stroma-Interaktionen sowie Tumorbildung und
-entwicklung erlaubt [Wan2014]. Xenograft (griech. xénos (Fremder),
engl. graft (Transplantat)) umfasst die Ubertragung von lebenden- und
funktionstiichtigen Zellen oder Zellverbdnden (inkl. ganzer Organe oder
Korperteile) zwischen verschiedenen Spezies. Die Nacktmaus dient als
ausgezeichneter Wirt fiir sogenannte xenogene Transplantationen, da ein
zugrundeliegender Gendefekt ein stark eingeschrénktes Immunsystem verur-
sacht und auf diese Weise eine AbstoBungsreaktion verhindert wird. Durch
die subkutane Injektion von Zellen wird schlielich die Tumorentwicklung
induziert [Kun2006]. Nichtsdestotrotz steht der Einsatz von Maus-
/Tiermodellen aufgrund ihrer Komplexitit, Unvorhersehbarkeit und liicken-
hafter Anwendung sowie ethischen Grundsitzen in der Kritik [Wan2014].

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, gibt es fiir 3D Modellsysteme zahlrei-
che Anwendungsbereiche und zur Verfiigung stehende Fertigungsprozesse
sowie Materialien unterschiedlichen Ursprungs. Ein ideales 3D in vitro
Krebsmodell sollte die Tumor-Stroma-Interaktionen sowie das invasive
Verhalten von Tumoren nachahmen konnen. Humane Tumore umfassen
verschiedene Zelltypen, deren Funktion und Schicksal durch eine Vielzahl an
chemischen, physikalischen und biologischen Faktoren beeinflusst wird.
Letztere sind in der Mikroumgebung® lokalisiert und spielen eine entschei-
dende Rolle bei der Initiation, Progression und Metastasierung von Tumoren
[P2011]. Das Tumorwachstum wird durch eine ununterbrochene Versorgung
mit Sauerstoff und Nihrstoffen sowie eine Reihe von wachstumsfoérdernden
Faktoren angetrieben. Ein erhdhtes Tumorvolumen und eine zunehmende

7 Karzinogen, Substanz, ein Organismus oder eine Strahlung, die Krebs erzeugen oder die
Krebserzeugung fordern kann.
# Tumormikroumgebung, bezeichnet das unmittelbare Umfeld eines bosartigen Tumors.
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Entfernung von den Blutgefiflen fithren zu einer mangelnden Sauerstoffver-
sorgung, der sogenannten Hypoxie. In kleinen Tumoren gar abwesend,
verursacht diese in grolen Tumoren grundlegende Verdnderungen zelluldrer
Prozesse, vermittelt durch den Hypoxie induzierenden Faktor (HIF)
[Ber2008].

Tumorsphdroidmodelle

In Abwesenheit einer moglichen Bindungsoberfliche oder eines Geriists
neigen insbesondere Krebszellen zum Zusammenschluss und zur Selbstorga-
nisation. Im Vergleich zu herkdmmlichen 2D Zellkulturen ahmen diese
sogenannten multizelluldren Sphéroide das natiirliche Tumorverhalten
wirkungsvoller nach. Vor allem die Komplexitdt und Heterogenitét sowie die
spezifische Organisation und Architektur von in vivo Tumoren kénnen
Zellen wachsend als Monolayer nicht wiedergeben. Das dreidimensionale
Wachstum von etablierten Krebszelllinien oder priméren Zellkulturen gilt als
reprasentativeres Modell zur Durchfiihrung von in vitro Wirkstoftf-
Screenings. Des Weiteren weisen diese 3D Kulturen Tumoreigenschaften,
wie z.B. Hypoxie, Wirkstoffpenetration und -reaktion, auf [Kim2013].
Tumorsphéroide gehoren zu den hédufigsten Verfahren und werden entweder
in Suspension erzeugt (geriistfreie Modelle) oder in Geriiststrukturen gebildet
und konnen je nach Anwendung in jeglichen Dimensionen kultiviert werden
[Tho2014]. Im speziellen zeigen grofle Sphéroide (> 500 pm Durchmesser)
eine typische Zonierung mit Zellen in unterschiedlichen Proliferations- und
Stoffwechselzustinden auf, wie sie normalerweise in festen Tumoren in vivo
auftreten. In Abbildung 1-5 wird diese typische Gliederung nochmals
schematisch dargestellt und zeigt einen dufleren Bereich mit proliferierenden
Zellen, eine darunterliegende Ruhe-Zone und einen nekrotischen Kern
aufgrund eingeschrinkter Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung [Vin2012].
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Abb. 1-5:  Zonale Einteilung eines multizelluldren Tumorsphéroid. Wéahrend des Zellwachs-
tums kommt es zu einem zonalen Aufbau des Sphéroids. Proliferierende (P) Zellen
befinden sich in den duBleren Schichten, wihrend ruhende (R) Zellen eher zentral
angeordnet sind. Bei zunehmendem Defizit an Sauerstoff treten Zelltod und Nekro-
se (N) auf. Diese Heterogenitdt entspricht ndherungsweise dem nicht-vaskuldren
Mikrobereich eines Tumors in vivo.

Tumorsphéiroidmodelle werden vorwiegend im Bereich Wirkstoffscreening,
zur Untersuchung des Tumorwachstums, Proliferation, Immunreaktion und
Angiogenese eingesetzt [Kat2016]. Generell kann zwischen vier Methoden
der Kultivierung von multizelluldren Sphéroiden ohne Geriiststruktur unter-
schieden werden: Suspension, nicht-adhdrierende Oberfldchen, Hanging-
Drop und Mikrofluidik (Tab. 1-8).
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Tab. 1-8:

(Abbildungen nach Achilli et al [Ach2012]).

Ubersicht zu verschiedenen Sphéroid-Techniken und Anwendungsbereichen

Modell

Suspension

Nicht-
adhérente
Oberflachen
(engl. Liquid
Overlay-
Technik)
Hanging-
Drop

Mikrofluidik

Methode

Konstante Bewegung oder
erhohte Viskositdt des Medi-
fordern die spontane
Interaktion und Aggregation
der Zellen in Suspension (z.B.
Verwendung von rotierenden
Gefallen [Wan2005] oder
Spinner-Flaschen [Wan2012]).
Nicht adhdrente Oberflachen
fordern  Sphéroid-Formation
(z.B. Agar, Agarose oder
PHEMA [Bal1999] in
Microarrays oder 96-Well-
Platten [Cha2014]).

Durch Schwerkraft wird die
Zellaggregatsbildung in

ums

einem hédngenden Tropfen in
speziellen Well-Platten
induziert [0ku2010].

Zellen werden durch ein
Mikrokanalsystem in einzelne
befordert  und
Rotationsstromungen fiihren

zur Bildung von Sphéroiden
[Hsi2010].

Kammern

L

>l >

nicht adhisive Oberfliche

Bei der Auswahl eines geeigneten Verfahrens sollten die resultierenden Vor-
und Nachteile der in Tabelle 1-8 beschriebenen Methoden betrachtet werden.
Die Bildung von multizelluldren Sphéroiden in Suspension ist eine sehr
einfache und unkomplizierte Technik, welche eine effektive Losung fiir
Massenproduktion in Bioreaktoren darstellt [Wan2012]. Jedoch ist die
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Methode fiir empfindliche Zellen, aufgrund auftretender Scherkrifte, unge-
eignet und erschwert die Kontrolle iiber die Spharoidgréfe und deren Homo-
genitdt [Ach2012]. Im Vergleich dazu ermdglicht die Liquid Overlay-
Technik, durch Verwendung von Mikroarrays oder Well-Platten, die direkte
Beobachtung der Zellaggregation sowie die Kontrolle iiber die Spharoidgrofle
[Fen2013]. Allerdings wird der Einfluss iiber die Oberfliche vernachléssigt,
da ein direkter Kontakt zwischen den Zellen und dem Substrat ausgeschlos-
sen ist. Eine Geriist-freie Umgebung wird auch iiber die Hanging-Drop-
Methode gegeben, welche die Beobachtung der Sphiroidbildung zwar
erleichtert, aber die Kultivierungsdauer aufgrund der entstehenden Sphéroid-
groBen einschrinkt und demnach einen Einsatz im Bereich HTS nur bedingt
zuldsst [Kat2016]. Im Gegensatz zu den vorhergehenden Methoden erfordert
die Anwendung von mikrofluidischen Systemen technisches Equipment. Mit
dessen Hilfe kann die Scherkraft gesteuert und die Konzentration an gelésten
Stoffen geregelt werden [Wu2008]. Nichtsdestotrotz wird der Einfluss der
Mikroumgebung, dessen Elastizitidt und Festigkeit sowie die stetigen Wech-
selwirkungen zwischen Zelle und Matrix nicht miteinbezogen.

Mit Hilfe der 3D Kulturen konnen unterschiedliche Komplexititsstufen
modelliert werden, welche von einfachen Monokulturen in fliissiger/fester
Umgebung mit Sauerstoff- und Nihrstoffgradienten sowie Zell-Zell-
Interaktionen bis hin zu fortgeschrittenen Modellsystemen reichen, welche
die Ko-Kultivierung mit anderen Zelltypen (z.B. Immunzellen) einbeziehen
[Tho2014]. Gegeniiber der Suspensionskultur (z.B. Hanging-Drop) bieten
Geriist-basierte Modelle den Zellen ein System, innerhalb dessen Sphéroide
gebildet werden kdnnen und gleichzeitig der Einfluss von externen Grdéfien
auf das zelluldre Verhalten, wie Wachstum und Signaliibertragung untersucht
wird [Gre2012]. Eine Vielzahl an 3D Geriisten erlaubt die Kontrolle und
Anpassung von Porositét, Porengréfle, Dichte und Festigkeit, um auf diese
Weise der natiirlichen Tumormikroumgebung ndher zu kommen (sieche
Kapitel 1.3 und 1.4). Im Gegensatz zu Fliissigkeits-basierenden Modellsys-
temen verbessert die Beriicksichtigung von physikalischen Faktoren, wie
Steifheit/Festigkeit der umgebenden Matrix, die Vielfalt an Anwendungsbe-
reichen. Dariiber hinaus konnen diese entsprechend der verwendeten Krebs-
zelllinien angepasst werden [Bak2012].
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1.6 Modellsysteme fiir die
Prostatakrebsforschung

1.6.1 Grundlagen der Prostatakrebsforschung

Die Prostata ist eine exokrine Driise, welche fiir die Herstellung von Zuséitzen
im Ejakulat verantwortlich ist. Neben der Benigne Prostata-Hyperplasie
(BPH)’ und der Prostatitis (Prostataentziindung) zihlt Prostatakrebs zu den
am haufigsten diagnostizierten Krebsformen und steht an dritter Stelle der
krebsbedingten Todesursachen bei Mannern (Deutschland) [Rob2015]. Nach
McNeal et al. kann die Prostata anatomisch in verschiedene Zonen unterteilt
werden. Die periphere Zone nimmt den grofiten Teil der Prostata ein und
besteht aus lockerem Stroma und Driisengewebe [McN1988]. 80-90 % aller
Prostatatumore sind Adenokarzinome und entstehen in der peripheren Zone
(im Driisenepithel) der Prostata [Sch2008]. Auf zellulirer Ebene bestehen
Prostatadriisen aus zwei verschiedenen Zelltypen: einer innen liegenden
Epithelschicht aus sekretorischen Zellen und einer angrenzenden Basalzell-
schicht. Die Basalmembran trennt die Zellschichten vom Stroma, welches
aus glatten Muskelzellen und Fibroblasten sowie einer kollagenreichen EZM
besteht (Abb. 1-6). Zusitzlich bestimmen Endothelzellen, Nervenfasern und
Immunzellen das Bild des umliegenden Stromas [Bar2012].

° Benigne Prostata-Hyperplasie, gutartige VergroBerung der Prostata.
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Epithel (sekretorische Zellen)

Basalzellen

Basal bran

Kollagenfaser

Abb. 1-6:  Schematische Darstellung des zelluldren Aufbaus im prostatischen Driisengewebes.
Anordnung der Zellen in der peripheren Zone nach Frank et al.. Die innen liegende
Epithelschicht (sekretorische Zellen) wird von einer direkt angrenzenden Basalzell-
schicht umgeben. Die Basalmembran trennt diese vom Stroma, welches u.a. aus
einer kollagenreichen EZM besteht [Fra2013]. Wihrend der Entstehung des Prosta-
takarzinoms kommt es zum Verlust von Basalzellen und der EZM Vielfiltigkeit.

Immunhistochemisch exprimieren die sekretorischen Zellen die prostataspe-
zifische saure Phosphatase (PAP) und das prostataspezifische Antigen (PSA).
Des Weiteren wird der charakteristische Androgenrezeptor!® (AR) vom
Driisenepithel sezerniert, wohingegen Ostrogen- und Progesteronrezeptoren
nicht nachweisbar sind [Hel1998]. Androgene agieren iiber den AR und sind
Voraussetzung fiir die Entwicklung der Prostata und deren Funktion
[Hei2004]. Das testikuldr synthetisierte Testosteron ist das wichtigste miann-
liche Androgen und wird nach der Synthese im Zielgewebe durch 5Sa-
Reduktase in das biologisch aktivere 5a-Dihydrotestosteron (DHT) umge-
wandelt. Auf zelluldrer Ebene hat DHT einen wachstumsfordernden Effekt
und ist essentiell fiir die Geschlechtsentwicklung des Mannes. Beide Hormo-
ne iiben ihre biologische Wirkung durch Bindung an den AR aus und indu-
zieren auf diese Weise dessen Transkriptionsaktivitit (Abb. 1-7) [Hei2004].
Der AR zdhlt zur Familie Steroidhormonrezeptoren, welche ihre Liganden im
Zytosol durch eine Konformationsédnderung der a-Helixposition aufnehmen.

1% Androgene, Bezeichnung fiir synthetische oder natiirliche Hormone, die die Entwicklung der
méinnlichen Geschlechtsmerkmale steuern.
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Gleichzeitig ermoglicht die Ablésung von anhdngenden Chaperonen (z.B.
Hitzeschockproteine, engl. Heat schock protein (HSP)) die Dimerisation des
Rezeptors und den Transport in den Zellkern, wo es zur Bindung an spezifi-
sche Sequenzen der genomischen DNA kommt (Abb. 1-7) [Nie2009].

(A) EZM A Testosteron

(B) Zytoplasma A — o DHT
Sa - Reduktase
— - — - —
- OJ
(© Zellkern gz

- PSA
[ TaRe[GRE]T T ] e

Wachstum

Promoter Uberleben

Abb. 1-7:  Androgenrezeptor (AR)-Aktivierung durch Testosteron/DHT im Zytoplasma von
Prostatazellen. (A) EZM. Das testikuldr synthetisierte Testosteron wird iiber ein
Protein gebunden und zu seinen Zielorganen transportiert. (B) Zytoplasma. In der
Zelle des Zielorgans (Prostata) realisiert das Enzym 5a-Reduktase die Umwand-
lung von Testosteron in seine aktivste Metabolitenform, DHT. AnschlieBend bindet
DHT an die Liganden-Bindungsdoméne des AR und 16st auf diese Weise die Dis-
soziation von Hitzeschockproteinen (HSP) vom Rezeptor aus (Konformations-
anderung). (C) Zellkern. Der AR-DHT-Komplex wandert in den Zellkern, dime-
risiert und bindet an spezifische DNA Sequenzen (Androgen response element,
ARE). Im Zellkern interagiert der AR mit zahlreichen anderen Proteinen, welche
zusitzlich die Expression der Zielgene regulieren (vereinfacht nach Tan et al.
[Tan2015]).

Androgene spielen eine zentrale Rolle in der Entwicklung und Entstehung
von Prostatakrebs. Folglich zdhlt die Androgenentzugstherapie bei einem
fortgeschrittenen Prostatakarzinom zu den grundlegenden und effektivsten
endokrinologischen Behandlungsmethoden.Trotz anfanglicher Wirksamkeit
in tiber 80 % der Félle kommt es unweigerlich zum erneuten Wachstum des
Tumors nach 12-18 Monaten erfolgreicher Therapie und zur Entstehung der
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Kastration-resistenten Krankheit [Nam2012]. Eine Vielzahl an Wirkstoffen
wurde entwickelt, welche entweder den AR anvisieren oder gezielt in dessen
Syntheseweg eingreifen. Zum Beispiel bindet Enzalutamide direkt an den
AR, wodurch eine nukleare Translokation und Rekrutierung von Co-
Aktivatoren an den Liganden-Rezeptor-Komplex verhindert wird [Sch2012].

Neben dem AR und dessen spezifische Liganden spielt die EZM sowie
Wachstumsfaktoren im Stroma eine zentrale Rolle fiir die funktionale und
morphologische Differenzierung des Prostata-Epithels. Im Zuge dieser
Differenzierung bewirkt ein komplexes Wechselspiel zwischen Stroma und
Epithel ein Gleichgewicht von Proliferation, Differenzierung und Apoptose
[Lon2005]. Im Zuge der Karzinogenese konnten histologische und biochemi-
sche Verdnderungen im Tumor-Stroma beobachtet werden, welche allgemein
als Desmoplasie bezeichnet werden und zur Ausbildung einer kollagenrei-
chen Gewebeumgebung mit erhdhter Zellmigration (z.B. Einwanderung von
Entziindungszellen), Proliferation und Angiogenese fithren. Diese charakte-
ristischen Merkmale unterscheiden die Mikroumgebung von Karzinomzellen
von normalen Geweben [Tux2001]. Das Fehlen geeigneter Modellsysteme
zur gezielten Untersuchung der genetischen Verdnderungen von Prosta-
taepithelzellen, der Tumor-Stroma-Wechselwirkungen und Progression von
Kastration-resistentem Prostatakrebs hemmt das Fortschreiten der Entwick-
lung neuer Wirkstoffziele und Therapieansétze.

1.6.2 3D Ansitze in der Prostatakrebsforschung

Wie bereits in Kapitel 1.5 beschrieben, ermdglicht die Kultivierung von
Tumorzellen als multizellulire Aggregate eine komplexere Wiedergabe der
in vivo Bedingungen. Die Aufrechterhaltung der 3D Struktur einschlieflich
der Zell-Zell-Interaktion und im Fall der Geriist-basierenden Systeme der
Zell-Matrix-Wechselwirkung sind nur eine von vielen Vorziigen, welche
gegeniiber der herkdmmlichen 2D Monolayerkultur aufgezeigt werden
konnen [Tak2007]. Dennoch konnte mit Hilfe der 2D Kultur und etablierten
Prostatakrebszelllinien (Tab. 1-9) ein grundlegendes Verstdndnis beziiglich
der biologischen Urspriinge erzielt werden. Mit zunehmender Bedeutung der
Tumor-Mikroumgebung und dem Wissen iiber ausgehende chemische und
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mechanische Signale stieg der Bedarf nach umfassenderen Modellen
[Cuk2002]. Aufgrund abnormaler Modellierungen der EZM unterscheidet
sich im Allgemeinen die Festigkeit von Krebsgewebe und dessen umliegen-
den Stroma von gutartigem Gewebe. Diese Gewebsversteifung kann mit
speziellen bildgebenden Verfahren, wie z.B. der Sonographie, nachgewiesen
werden und dient als wertvoller Marker zur Krebsdetektion [Hoy2008].
Dariiber hinaus konnten in vitro- und in vivo-Studien den Einfluss der Festig-
keit auf Krebszellwachstum, Signalwege und Zellinvasion bestitigen
[Til2010]. Wenngleich der Schwerpunkt der chemotherapeutischen Arznei-
mittelwirkung auf den Tumorzellen lag, wird heute auf Basis neuer Erkennt-
nisse sowohl auf den lokalen Tumor als auch auf das angrenzende Stroma
gezielt [Yam2007].

Zelllinien in der Prostatakrebsforschung

Die ersten humanen Prostata-Epithelzelllinien entstammten aus Metastasen
der Lymphknoten (LNCaP), der Knochen (PC3) und des Gehirns (DU145)
und gelten als die am héaufigsten verwendeten Prostatakrebszelllinien
[Bas1996]. Im Gegensatz zu den etablierten Zelllinien PC3 und DU145 ist
die Epithelzelllinie LNCaP Androgenrezeptor positiv (AR") und wird somit
in zahlreichen Studien zur Untersuchung des AR-Signalweges verwendet.
Obgleich LNCaP-Zellen Androgen sensitiv sind, wird ein mutierter AR
exprimiert, was der Grund fiir eine verdnderte Signaliibertragung ist
[Vell990]. Neben LNCaP-Zellen wurden im Laufe der Zeit weitere
AR"-Zelllinien etabliert, welche in gleicherweise zum Einsatz kommen
(Tab. 1-9) [Nav1997]. Aufgrund ihrer Androgenabhingigkeit stellen diese
Zelllinien hervorragende Modellsysteme zur Untersuchung des Kastration-
resistenten Prostatakrebs dar.
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Tab. 1-9:  Ubersicht zu AR/ Zelllinien und deren Eigenschaften (nach Sampson et al.

[Sam2013]).

Bezeichnung Ursprung Eigenschaften Referenz

DUCaP Gehirnmetastase Wild Typ AR, [Lee2001]
Androgen
sensitiv

LNCaP Lymphknotenmetastase  mutierter AR, [Vel1990]
PSA Produktion,
Androgen
sensitiv

PC346 transurethrale Resekti- ~ Wild Typ, abge- [Mar2006]

on eines fortgeschritte-  wandelte Zellli-
nen Prostatakarzinoms  nien verfiigbar
22Rv1 Humanes Prostatakar- mutierter AR, [Att2004]
zinom Xenotransplantat  geringe Mengen
an AR und PSA
VCaP Knochenmetastase Wild Typ AR, [Kor2001]
Androgen
sensitiv
DU145 Gehirnmetastase AR, keine [Sto1978]
Reaktion auf
Androgene
PC3 Knochenmetastase AR’ keine [Kail978]
Reaktion auf
Androgene

Modellsysteme in der Prostatakrebsforschung

In den letzten Jahren wurden zahlreiche 3D Modellsysteme zur Untersuchung
prostataspezifischer Fragestellungen herangezogen und mit den Ergebnissen
herkdmmlicher 2D Zellkultivierung verglichen. Dabei konzentrieren sich
einige Studien auf die Entwicklung von 3D Strukturen fiir die Zellkultivie-
rung und wiederum andere auf die Verhaltensweisen von 3D-kultivierten
gegeniiber 2D-kultivierten Zellen. Jedoch erschweren die unterschiedlichen
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Methodenansitze den Vergleich zwischen den verschiedenen Kultursyste-
men, was eine Anwendung im Bereich Wirkstoff-Screening oder Etablierung
zellbiologischer Studien behindert. Besondere Faktoren wie Reproduzierbar-
keit, Kosten- und Zeitverbrauch sowie Kompatibilitdit mit verfligbaren
Zellviabilitdts- und HTS-Tests spielen dabei eine besondere Rolle. Derzeit
werden verschiedene Ansdtze verwendet um Sphéroide mit und ohne einer
unterstlitzenden Matrix zu bilden. Mit Hilfe Basalmembrantartigen Matrices
(z.B. Matrigel, Cultrex) [Tam2012], Hydrogelen aus synthetischen Polyme-
ren (z.B. Polyethylenglycol (PEG)) [Kno1994], nicht-adhirenten Oberflichen
[Bon1993], rotierenden Gefialen [Murl1997] oder der Hanging-Drop-Methode
[Lan2012] ist es moglich die unterschiedlichen Prostatakarzinomzellen zu
kultivieren (Tab.1-9) und sogleich den Einfluss auf die proliferative Kapazi-
tit, die Morphologie der Zellsphéroide sowie die Reaktionen auf Chemothe-
rapeutika zu untersuchen. Die Bedeutung der elastischen Eigenschaften der
umliegenden Geriiststruktur kann nur zum Teil tiberpriift und in Verbindung
mit der Expression bestimmter Proteine gebracht werden. Im Speziellen wird
der Wirkung von Androgenen wie DHT nachgegangen, welche eine stimulie-
rende Wirkung auf den AR und in dem Zusammenhang auf das Zellverhalten
hervorrufen (siche Kapitel 1.6.1) [Wan2000]. Bis zum jetzigen Zeitpunkt
existieren nur wenige Modellsysteme, welche die Kultivierung von Primér-
zellen (Prostatakarzinomzellen) oder eine Ko-Kultivierung verschiedener
prostataspezifischer Zelltypen zulassen und gleichzeitig die Tumor-Stroma-
Wechselwirkungen untersuchen kénnen [Ama2014].

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf der Etablierung eines
3D Zellgeriisttrigers basierend auf der Cryogeltechnik zur Kultivierung von
Prostatakrebszellen. Basierend auf den natiirlichen Bestandteilen Alginat
(hier: Natriumalginat), Gelatine und Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) soll
ein geeignetes Protokoll erstellt werden, welches die Anforderungen an ein
effizientes 3D Modellsystems erfiillt. Auf Grundlage der Cryogelsynthese ist
es moglich eine hochvernetzte pordse Struktur zu erzeugen, deren charakte-
ristische Eigenschaften die Voraussetzung fiir eine 3D Kultivierungsumge-
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bung bilden. Dariiber hinaus soll durch das Zusammenspiel der drei unter-
schiedlichen Komponenten und der variablen Syntheseparameter (Reaktions-
zeit und Temperatur) der Einfluss auf das gesamte Porensystem, inklusive
der PorengroBe und -form sowie der elastischen Merkmale, untersucht
werden. Auflerdem sollen die Auswirkungen der herbeigefiihrten struktu-
rellen Verdnderungen auf das zelluldre Verhalten analysiert werden.

Die Auswahl der entsprechenden Substanzen erfolgte hinsichtlich ihrer
spezifischen Eigenschaften. Alginate sind Polysaccharide und Salze der
Alginséure, welche von Braunalgen bzw. einigen Bakterien gebildet werden
und ein strukturgebendes Element der Zellwéinde darstellen. Aufgrund ihrer
Monomeren Bausteine, f-D-Mannuronsdure und o-L-Guluronsiure, neigen
sie zur Ausbildung eines dreidimensionalen Netzwerkes mit eingeschlosse-
nen Wassermolekiilen. Angesichts der Instabilitdt und schlechten zelladhési-
ven Eigenschaften polymerer Gele aus Alginat, wird eine Verbindung mit
Gelatine eingegangen, welche zu einer Verbesserung der Zellanheftung
fithren soll [Pet2011]. Gelatine als denaturierte Form des Kollagens besitzt
ebenfalls hervorragende Geliereigenschaften, welche auf die physikalische
Vernetzung der Triple-Helix-Formation zuriickgefiihrt werden kann
[V1i2011]. Uber die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen kommt es
zur Aggregation der Gelatine-Monomere und zum Ubergang von einzelnen
Helices zu Triple-Helices [Par2012]. Im Gegensatz zu Alginat weist Gelatine
eine besondere Aminosiurensequenz (RGD, Arg-Gly-Asp) innerhalb ihrer
Proteinstruktur auf, welche als Adhisionsmotiv zur Forderung der Zellanhef-
tung bekannt ist. Diese wird {iber Oberflachenrezeptoren (Integrine) erkannt
und verhilft der Verankerung in der Matrixstruktur. Durch die Verbindung
der natiirlichen Komponenten sollen die mechanischen Schwéchen verringert
und die zellwachstumsfordernden Eigenschaften verbessert werden. Mit Hilfe
von HEMA soll ein synthetisches Polymer, mit ausgezeichneten Elastizitéts-
und Quelleigenschaften, als zusitzliche Einflussgrofle eingefiihrt werden. Auf
diese Weise wird es ermoglicht durch verschiedenste Zusammensetzungen
die optimalste Materialkomposition zu entwickeln und gleichzeitig die
Auswirkungen auf die Cryogelstruktur zu untersuchen. Schwerpunkte werden
dabei auf die Verdnderungen des Porensystems inklusive der elastischen
Eigenschaften gelegt. Nach der Etablierung eines geeigneten Protokolls soll
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ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit die Kultivierung der Prostatakarzinom-
zelllinien LNCaP und PC3 sein. LNCaP ist eine humane, Androgenrezeptor-
abhéngige Zelllinie, welche aus einer Lymphknotenmetastase entnommen
wurde und zudem das Prostata-spezifische Antigen (PSA) sezerniert
[Hor1983]. Im Vergleich dazu weist die Prostatakrebszelllinie PC3 ein hohes
metastatisches Potential (Aggressivitit) und eine geringe Menge an expri-
mierten AR auf [Pul2005; Ali2006]. Diese Zelllinie entstammte der Kno-
chenmetastase eines Patienten mit fortgeschrittenem Prostatakarzinom.
Sequenzierungen der DNA zeigten einen normalen AR, jedoch kam es nur zu
einer unbedeutenden Reaktion auf Androgene. Dagegen verfiigt der mutierte
AR der LNCaP-Zellen auch iiber eine erhdhte Bindungsaffinitiit zu Ostroge-
nen (z.B. Estradiol) und Gestagenen (z.B. Progesteron) [Cull993].
Im Rahmen dieser Arbeit soll neben dem Wachstumsverhalten der Zellen,
auch die Bildung und Verteilung der Sphédroide innerhalb der Porenstruktur,
unter Beriicksichtigung der PorengroBe und der elastischen Merkmale,
iberpriift werden. Dabei spielen sowohl der Einfluss als auch die Wirkung
der einzelnen Reaktionskomponenten eine bedeutende Rolle.

Des Weiteren soll auf Basis des vorkommenden Strukturproteins Fibroin,
extrahiert aus dem Seidenfaden des Seidenspinners B.mori, eine rein
natiirliche Geriiststruktur entwickelt werden. Diese Matrix soll nicht nur aus
dem reinen Seidenfibroin aufgebaut sein, sondern mit unterschiedlichen
Substanzen kombiniert werden. Auf diese Weise sollen die méBigen zellad-
hisiven Eigenschaften reiner Seidenfibroingeriiste verbessert und umgekehrt
dessen sehr gute mechanische Merkmale einen positiven Effekt auf die
zusammengesetzten Geriiste ausiiben. Zu den eingesetzten Komponenten
zdhlen Kollagen, Gelatine, Chitosan, Seidenfibroin des Seidenspinners
A.pernyi und das rekombinanten Protein Spidroin. Im Rahmen dieser Arbeit
gliederte sich der Prozess in zwei Abschnitte: Seidenfibroingewinnung und
Gelirstherstellung. Die Etablierung der Einzelschritte wurde durch studenti-
sche Abschlussarbeiten unterstiitzt [Fom2015; Ben2015; Sch2015;
Ngo2014]. Die Synthese und die nachfolgenden Untersuchungen der reinen
bzw. zusammengesetzten Seidenfibroingeriiste basieren auf dem Herstel-
lungsablauf sowie den Charakterisierungsmethoden der Cryogele. Ziel ist es
sowohl die Auswirkungen der natiirlichen Komponenten auf die urspriingli-
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che Seidenfibroinstruktur als auch das Verhalten der LNCaP-Zellen innerhalb
der reinen bzw. zusammengesetzten Geriiste zu untersuchen. Dabei soll stets
ein Vergleich zu den Cryogelen geschaffen sowie Unterschiede und Gemein-
samkeiten analysiert werden.
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2 Material und Methoden

Im Folgenden Kapitel wird die Herstellung der verwendeten Cryogelstruktu-
ren und Seidenfibroingeriiste beschrieben sowie die Methoden zur physikali-
schen Charakterisierung und biologischen Bewertung ndher erldutert. Es
wurden verschiedene Methoden zur Einschédtzung und Analyse von 3D
Krebsmodellen entwickelt. Dabei wird zwischen Verfahren, welche der
Beurteilung der strukturellen Eigenschaften dienen und denen der biologi-
schen Eignung unterschieden.

2.1 Herstellung makroporéser Cryogele
aus verschiedenen Polymeren

Die Synthese der verwendeten Cryogelstrukturen erfolgte in Anlehnung an
die Publikation von Singh et al. und unterliegt den Fertigungsschritten, wie
sie in Kapitel 1.3.1 beschrieben wurden [Sin2013]. GemiB dem gewiinschten
Endvolumen wurde die relevante Menge an Reaktionskomponenten berech-
net und falls erforderlich abgewogen. In einem mit bidestilliertem (bidest.)
Wasser gefiillten Becherglas wurden zunichst die natiirlichen Synthesebe-
standteile Natriumalginat und Gelatine geldst. Wéahrend der Cryogelherstel-
lung sollte beachtet werden, dass in wissriger Umgebung und in Abhéngig-
keit von der Alginatkonzentration kleine bis gréBere Klumpen entstehen,
welche die Zeit bis zur vollstindigen Auflosung verzogern.

In die homogene Losung wurde schlieBlich Hydroxyethylmethacrylat
(HEMA) und Polyethylenglycoldiacrylat (PEGda) pipettiert. Unmittelbar
daran anschlie3end erfolgte die Zugabe von Ammoniumperoxidsulfat (APS),
Tetramethylethylendiamin (TEMED) und Glutaraldehyd (GA). APS ist ein
starker Radikalbildner und wird vorwiegend als Polymerisationsinitiator fiir
Acrylverbindungen (z.B. Polyacrylmidgel fiir Gelelektrophorese) eingesetzt.
Die feuchte Umgebung fiihrt zur Aufspaltung des APS und Bildung von
freien Radikalen, welche auf diese Weise die radikalische Polymerisation
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induzieren. Eine erhohte Reaktionsgeschwindigkeit wird durch die Anwesen-
heit von TEMED erzeugt [Sav2011]. Infolge der radikalischen Polymeri-
sation kommt es zum Kettenwachstum von HEMA und PEGda, wobei
letzteres fiir die Quervernetzung der ansonsten linearen Polymerketten von
HEMA verantwortlich ist [Sin2010].

Nach kurzer Riihrzeit wird das Reaktionsgemisch unverziiglich in 3 ml
Einwegspritzen gefiillt und bei -21 °C fiir 24 h tiefgefroren. Das Abfiillen
bzw. Einfrieren des Polymergemisches sollte unmittelbar nach Zugabe der
Initiatoren und Cross-Linker stattfinden, da es andernfalls zur Ausbildung der
Netzwerkstruktur bei Raumtemperatur kommt (t = 5 min). Die Polymerisati-
onsgeschwindigkeit verzdgert sich aufgrund der tiefen Temperaturen und es
erfolgt die Ausbildung eines Zweiphasensystems (Abb. 1-1, siche Kapitel
1.3.1). In der nicht-gefrorenen Fliissigkeitsphase finden die radikalische
Polymerisation von HEMA und PEGda sowie die Gelierung von Gelatine
und Alginat basierend auf physikalischen Bindungen (z.B. H-Briicken) statt.
Mit Hilfe von GA entstehen Verkniipfungen der Gelatineketten iiber deren
freien Aminogruppen. Auf diese Weise kommt es zur Bildung eines Netz-
werkes, innerhalb dessen die Polymerketten von Alginat eingeschlossen sind
[Tri2013]. Zur gleichen Zeit wachsen die Eiskristalle auBerhalb der nicht-
gefrorenen Phase zu einem Geflecht heran. Nachdem bei Raumtemperatur
(RT) das System aufgetaut ist, kdnnen die zylinderformigen Strukturen
vorsichtig aus den Spritzen entfernt werden. Mittels eines eigens dafiir
konstruierten  Schneidegerites wurden anschlieBend gleich grofle
Probenstiicke (h = 3.5 mm, d = 8-9 mm) angefertigt und bis zur weiteren
Verwendung in bidest. Wasser bei 4 °C gelagert (Abb. 2-1).

Aufgrund der abweichenden Monomerkonzentration in den einzelnen Expe-
rimenten, werden diese an gegebener Stelle separat aufgefiihrt.
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Abb. 2-1:  Schneidegerét zur Anfertigung homogener Cryogelproben. (A) Cryogelschneider
mit einem Klingenabstand von 5 mm (B) Cryogelschneider mit einem Klingenab-
stand von 3 mm. Die Probenschnitte erwiesen sich in den ersten Experimenten als
zu grof3 und wurden durch den Klingenabstand von 3 mm ersetzt.

2.2 Herstellung von Seidenfibroingeriisten

2.2.1 Extraktion von Seidenfibroin aus
B.mori und A.pernyi

Als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung der Seidenfibroingeriiste dienen die
Kokons der Seidenspinnerarten B.mori und A.pernyi. Noch bevor mit der
Synthese der Geriiststrukturen begonnen werden kann, ist es erforderlich, die
kleberartige Substanz Sericin vom Seidenprotein Fibroin zu entfernen und
nachfolgend das Protein zu extrahieren.

Fibroin aus B.mori

Zunéchst wurden die Kokons der Seidenspinner in kleine Stiicke zerschnit-
ten, gewogen und anschlieBend die entsprechende Menge an nétigem Natri-
umhydrogencarbonat (NaHCO;) berechnet. Die Kokonstiicke wurden nach
und nach in die kochende NaHCO5-Losung gegeben und fiir 30 min gekocht.
Mit der Zeit war es moglich, die Seidenfaser von der festen Struktur zu
entfernen, d.h., die Sericinschicht 16ste sich vom Fibroin. Im Anschluss
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wurden die Seidenfasern mehrfach gewaschen und iiber Nacht getrocknet. Im
Fall einer notwendigen Unterbrechung des Experimentes sei an dieser Stelle
erwihnt, dass die entbastete Seide fiir eine unbestimmte Zeit aufbewahrt
werden kann (Abb. 2-2A).

Abb. 2-2:  Seidenkokons und entbastete Seide der Seidenspinnerarten B.mori und A.pernyi.
(A) Kokons der domestizierten Seidenspinnerart B.mori (1) und entbastete Seide
(trocken) nach Entfernen von Sericin (r.). (B) Kokons der Wildform A4.pernyi (1.)
und entbastet Seide (trocken) nach Entfernen von Sericin (r.).

Basierend auf der Menge an getrockneten Seidenfasern wurde eine 9.3 M
Lithiumbromid (LiBr)-Losung angesetzt, welche im Verhéltnis 1:4 (1 g Seide
zu 4 ml LiBr) verwendet wurde. Die Seidenfasern wurden unter konstantem
Riihren in der LiBr-Losung bei 60 °C geldst, bis eine transparent-viskose
Fliissigkeit mit gelblichem Farbton entstand. Diese sollte ziigig in die dafiir
vorgesehenen Dialysekassetten iiberfiihrt und gegen zweifach destilliertes
Wasser fiir 48 h gereinigt werden. Wéhrend des Dialysevorganges wurde das
Wasser dreimal téglich gewechselt. AnschlieBend wurde die Fibroinkonzent-
ration mittels Spektrophotometer (Nanodrop ND1000, Firma peQLab)
gemessen und in vierprozentige Losungen aliquotiert (nach Rockwood et al.
[Roc2011]). Der reine Extraktionsprozess erstreckt sich iiber vier Tage,
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hinzukommen mindestens drei Tage fiir die Herstellung der Matrizes und
deren Gefriertrocknung.

Fibroin aus A.pernyi

A.pernyi zéhlt zu den bekanntesten Seidenraupen unter den Wildformen und
unterscheidet sich nicht nur duflerlich, sondern auch auf molekularer Ebene
von der domestizierten Form. Im Gegensatz zu B.mori, konnten vermehrt die
Aminosduren Ala, Asp und Arg sowie geringe Mengen an Gly bestimmt
werden. Der Fiille an basischen Aminosduren (Arg und His) und die Anwe-
senheit der Tripeptidsequenz Arg-Gly-Asp, auch bekannt als RGD-Sequenz,
wurde ein positiver Effekt auf die Zellanheftung zugeschrieben [Min1995].
Zahlreiche Studien untersuchten die mechanische und strukturelle Beschaf-
fenheit verschiedener Seidenkokons, insbesondere der Morphologie, Dichte
und Schichtdicke (Sericinschicht). Letzteres war beim Vergleich der Kokons
von B.mori und A.pernyi neben den visuellen Abweichungen (Farbe) beson-
ders auffillig [Che2010; Che2012]. Die Stirke der Sericinschicht erschwerte
das Entbasten der Seidenfaser und erforderte eine intensivere Recherche nach
einem geeigneten Protokoll.

Zu Beginn wurden die Kokons zerkleinert und im Verhéltnis 1:100 in einer
Losung aus 0.05 % w/v Natriumdodecylsulfat (SDS) und 0.25 % w/v Natri-
umcarbonat (Na,COs) bei 100 °C fiir ungefihr eine Stunde geldst. Zur
Entfernung der alkalischen Losung wurden die Seidenfasern nachfolgend bei
100 °C gespiilt (nach Gobin et al. [Gob2005]). Im Gegensatz zur Herstellung
der Seidenfibroinlosung aus B.mori erfolgte die Losung der getrockneten
Seidenfaser von A.pernyi in einem beheizten Olbad unter Verwendung eines
Riickflusskiihlers. Zu diesem Zweck wurde Calciumnitrat Tetrahydrat
(CaN,04*4H,0) in einem separaten Becherglas unter Warmezufuhr geldst
(abhdngig von der Menge an Seidenfasern) und anschlieBend in den Rund-
halskolben {iiberfiihrt. Die entbasteten Seidenfasern (Abb. 2-2B) wurden
hinzugefiigt und unter Riihren, bei einer gleichbleibenden Temperatur von
105 °C, iber finf Stunden geldst. Abbildung 2-3 stellt den experimentellen
Aufbau dar.
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Riickflusskiihler

Ther t

100 ml Dreihalskolben
Olbad

Magnetheizplatte mit Riihrfunktion

Abb. 2-3:  Experimenteller Aufbau wihrend der Seidenfibroinextraktion aus Seidenfasern
von A.pernyi.

Nach der Extraktion des Fibroins aus den Seidenfasern von B.mori und
A.pernyi verbleibt eine wassrige Losung von reinem Seidenprotein, welche
die Grundsubstanz fiir die Synthese verschiedener Tragermatrizes bildet. Die
Losung kann entweder bei 4 °C iiber mehrere Tage oder im gefrorenen
Zustand iiber mehrere Wochen bis Monate gelagert werden. Alternativ kann
die Losung auch lyophilisiert werden, um diese fiir einen unbestimmten
Zeitraum aufzubewahren.

2.2.2 Synthese unterschiedlicher Seidenfibroingeriiste

Nachfolgend wird auf die Herstellung der einzelnen Seidengeriiste eingegan-
gen, welche sich in den grundlegenden Syntheseschritten gleichen.
Ausgehend von einer vierprozentigen Seidenfibroinldsung (B.mori) wurden
die verschiedenen Materialkombinationen angesetzt. Als strukturgebende
Form dienten 48-Well-Platten, welche mit je 800 pl des Reaktionsgemisches
befiillt wurden. Die Proben wurden bei -21 °C iiber Nacht eingefroren und
anschlieBend fiir mindestens 24 h gefriertrocknet (Lyophilisator Alpha 1-4,
Firma Christ). In Abhéngigkeit von der Probenzusammensetzung und Anzahl
der Well-Platten variierte die Trocknungszeit zwischen 24 und 48 Stunden.
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Mit Hilfe eines Skalpells wurde anschlieBend die obere und untere Kante der
Probe entfernt, sodass die zylindrische Form eine Hohe von 3 mm aufwies.
SchlieBlich wurden die Seidenfibroingeriiste fiir eine Stunde mit Ethanol
behandelt, was zur Kristallisation (Bildung von B-Faltblattstrukturen) fiihrte
und die notige Wasserstabilitdt sicherte (siche Kapitel 1.4.1). Reine Seiden-
fibroingeriiste dienten im Rahmen dieser Arbeit als Kontrolle gegeniiber den
zusammengesetzten Materialien.

Seidenfibroin-Kollagengeriiste

Die Synthese von Fibroin und Kollagen nimmt Bezug auf die Protokolle von
Lv et al. [Lv2005; Lv2009]. Eine vierprozentige Seidenfibroinlésung wurde
in einem Verhéltnis von 80:20 mit der bereits vorliegenden Kollagenldsung
(3.37 mg/ml £ 0.3 % w/v) vermischt. Nachdem ein homogenes Mischver-
hiltnis erreicht wurde, erfolgte der Gefrier- und Trocknungsschritt.

Seidenfibroin-Gelatinegeriiste

Angelehnt an die Arbeit von Yang ef al. [Yan2012] erfolgte die Synthese der
zusammengesetzten Geriiste aus Seidenfibroin und Gelatine. Zunédchst wurde
eine vierprozentige Gelatinelosung in bidest. Wasser angesetzt und unter
bestindigem Riihren vermischt. Nachdem sich der Anteil an Gelatine voll-
stindig gelost hatte, wurde GA im Verhéltnis 1:32 zugefiligt. Die nachfol-
gende Vermischung der Gelatineldsung mit Seidenfibroin (1:1) sollte zeitnah
stattfinden, da die Quervernetzung der linearen Polymerketten unmittelbar
nach Zugabe von GA erfolgt (siche Kapitel 2.1).

Seidenfibroin-Chitosangeriiste

Angeregt durch die Arbeiten von She ef al. [She2008] wurden im Rahmen
dieses Projektes zwei verschiedene Seidenfibroin-Chitosangertiste hergestellt.
Als Ausgangslosung diente jeweils eine dreiprozentige Chitosanldsung,
welche zuerst mit der Seidenfibroinldsung in einem Verhéltnis 1:1 vermischt
wurde. Unabhéngig davon wurde fiir die Herstellung der Gertiste aus Seiden-
fibroin von B.mori und A.pernyi mit Chitosan je eine zweiprozentige Fibroin-
16sung bendtigt, welche im Verhdltnis 2:1:3 (B.mori: A.pernyi: Chitosan)
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vermischt wurde. Im Fall der Seidenfibroin-Chitosangeriiste Geriiste war eine
Gefriertrocknungszeit von mindestens 48 h erforderlich.

Seidenfibroin -Spidroingeriiste

Zur Herstellung der zusammengesetzten Geriiststruktur aus Seidenfibroin
und dem Strukturprotein der Spinnenseide (hier: Dragline-Seide) wurde
zundchst das rekombinante Seidenprotein Spidroin (SSPO1, Firma AmSilk)
in Ameisensdure gelost. Basierend auf den Konzentrationsangaben des
Herstellers konnte die Verdiinnung auf zwei Prozent problemlos erfolgen.
AnschlieBend wurde die Seidenfibroinlosung (gleiche Konzentration) mit der
Spidroinldsung im Verhéltnis 7: 3 vermischt.

2.3 Physikalische Charakterisierung
der 3D Porensysteme

2.3.1 Messmethoden zur Beurteilung der
porosen Eigenschaften

Fir die Untersuchung der makroporésen Porensysteme der Cryogele und
Seidenfibroingeriiste steht eine Vielzahl verschiedener Messmethoden zur
Verfligung. Porositit und PorengrofBe sind dabei wesentliche Messgrofien
und konnen mit Hilfe von direkten oder indirekten Verfahren berechnet
werden. Als dimensionslose Kennzahl stellt die Porositit das Verhéiltnis
zwischen Hohlraumvolumen (entspricht Porenvolumen) zum Gesamtvolu-
men eines Stoffes oder Stoffgemisches dar und wird in der Regel in Prozent
angegeben [Fie2001]. Das Porenvolumen wird durch Grée und Form der
Poren bestimmt, welche wiederum durch Syntheseparameter, wie z.B. Ge-
friertemperatur und -zeit sowie Polymerkonzentration und Vernetzungsgrad
beeinflusst werden [Oel2016]. Ausgehend davon konnen Porengréfen in
verschiedene Klassen unterteilt werden (Tab. 2-1).
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Tab. 2-1:  Einteilung der Porengréfe in Abhéngigkeit vom Durchmesser (nach Fiedler et al.

[Fie2001]).
Art der Poren Durchmesser [pm]
Makroporen >2.000
Grobporen >50 (50-10)
Mittelporen 10-0.2
Feinporen <0.2
Gravimetrie

Zur Berechnung der Gesamtporositdt kann zwischen direkten oder indirekten
Verfahren gewéhlt werden. Bei Anwendung der gravimetrischen Analyseme-
thode wird die Porositidt mit Hilfe des Quotienten aus Roh- und Reindichte
und deren Differenz zu 1 ermittelt (Gleichung 2-1, 2-2). Es ist ein sehr
einfaches und schnelles Verfahren und dient der groben Abschitzung der
tatsdchlichen Porositit bevorzugt bei Materialien, welche fiir Methoden unter
hohen Druck ungeeignet sind [Gha2007]. In dhnlicher Weise kann mit Hilfe
der Verdrangungsmethode (Archimedisches Prinzip) die Porositit auf indi-
rektem Wege berechnet werden. Dazu werden die pordsen Proben in ein
bekanntes Losungsmittel (z.B. Ethanol) getaucht, was in der Lage ist in das
Porensystem einzudringen, ohne dieses strukturell zu beeinflussen. Die
anschlieBende Berechnung basiert lediglich auf dem Volumina der bekannten
Fliissigkeit, der zuriickgebliebenen Fliissigkeitsmenge nach Entnahme der
Probe und der Summe aus beiden (Gleichung 2-3) [Zha2001].

Gewicht

Rohdichte (Geriist) = HohexFlache

(Gleichung 2-1)

Rohdichte — Dichte eines pordsen Festkorpers einschlielich des Volumens der Porenrdume

p Gertist

Gesamtporositat[%] = 1 — X 100% (Gleichung 2-2)

p Material

V1i-V3

Porositit (%) = Vava

(Gleichung 2-3)
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Vi — Volumen der bekannten Fliissigkeit
V, — Volumen der bekannten Fliissigkeit (vor und nach der Probe)
V3 — Volumen der Fliissigkeit nach Probenentnahme

Rasterelektronenmikroskopie

Unterschiedliche Computerprogramme, wie z.B. SemAfore oder Imagel,
konnen zur Auswertung von REM-Aufnahmen und der Berechnung von
PorengroBe, Porenwanddicke und Porositit verwendet werden. Bei dieser
Mikroskopie-Methode rastert ein feingebiindelter Elektronenstrahl iiber das
Objekt und die aus der Probe austretenden Elektronen (entspricht Sekundér-
elektronen, SE) werden detektiert. Die Daten werden unmittelbar auf einem
Monitor dargestellt, sodass der Bildaufbau in Echtzeit verfolgt werden kann.
Je nach Beschaffenheit des Objektes werden unterschiedliche Signalintensita-
ten erfasst, was auf die Wechselwirkungen zwischen Primérelektronenstrahl
und Atomen zurlickzufiihren ist. Infolge der niedrigen Energie, erreichen nur
die SE aus dem obersten Nanometerbereichen den Detektor und bilden somit
die Topografie des Objektes ab. Elektronen aus den tieferen Schichten
werden somit nicht erfasst. Im Gegensatz zum Lichtmikroskop, kdnnen
Aufnahmen mit sehr hoher Auflésung und Materialkontrast erzeugt werden.
Voraussetzung fiir die Verwendung dieser Methode ist die Vakuumstabilitét
der Proben sowie die Vorabbehandlung um Aufladungseffekte zu vermeiden.
Diese konnen entweder durch zu wenige SE (negative Aufladung) oder durch
einen zu starken Primérelektronenstrahl (positive Aufladung) entstehen.
Beides kann durch eine Edelmetallbeschichtung (engl. Sputtern) mit Gold,
Silber oder Platin reduziert oder ganzlich aufgehoben werden [Reil 999].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rasterelektronenmikroskopie zur visuel-
len Untersuchung der makropordsen Systeme und zur Erfassung der 3D
Struktur verwendet (Abb. 2-4). Auf diese Weise konnte die Porenform
und -groBe sowie Porenwanddicke berechnet und untereinander verglichen
werden. Vor Beginn der Messung wurden alle Proben bei Raumtemperatur
getrocknet und anschlieBend mit Silberionen bestdubt. Aufgrund der Mes-
sung unter Hochvakuum kdénnen ausschlieBlich Proben im trockenen Zustand
verwendet werden. Folglich sollte dies bei Betrachtung der pordsen Struktur
beriicksichtigt werden, da diese wihrend des Ubergangs vom geschwollenen
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zum trockenen Zustand stark schrumpft. Im Gegensatz zu anderen Untersu-
chungsmethoden ist aufgrund der Vorgehensweise eine Weiterverwendung
der Proben nicht moglich.

REM Supra 60VP Sputter coater
= K575X

Abb. 2-4: Verwendetes REM und Sputteranlage im Reinraum des IMT. Die getrockneten
Proben wurden zunéchst mit Silberionen bestidubt und anschlieBend unter Vakuum
im REM untersucht.

Quecksilberporosimetrie

Die Untersuchung der Poreneigenschaft eines Festkorpers kann unter ande-
rem tber die indirekte Methode der Quecksilberporosimetrie durchgefiihrt
werden. Die Vorgehensweise basiert auf einer nicht-benetzenden Fliissigkeit
(Quecksilber), welche nur dann in eine Pore oder Porensystem eindringen
kann, wenn ein dul8erer hydrostatischer Druck angewandt wird. Aufgrund der
hohen Oberflichenspannung und der daraus resultierenden Nichtbenetzung
des Materials, kann die Flissigkeit nicht durch die Kapillarwirkung aufge-
nommen werden. Die Proben werden hierfiir in ein spezielles Gefd3 (Dilato-
meter oder Penetrometer) eingewogen und evakuiert, um die Luft aus den
Poren zu entfernen. Das Probengefdl wird anschlieBend mit Quecksilber
befiillt und an die Hochdruckstation angeschlossen. Der Druck wird nach und
nach erhoht, wodurch das Quecksilber in die Poren gedriickt wird. Das
aufgenommene Volumen wird in Abhéngigkeit vom Druck erfasst, wobei der
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Porenradius indirekt proportional zum aufgewandten Druck ist. Dieser
Zusammenhang wird durch die Washburn-Gleichung wiedergegeben (Glei-
chung 2-4). Mit Hilfe dieser Untersuchung kann eine Porengréflenverteilung
in einem Bereich zwischen 3.6 nm und 100 pm erstellt werden [Orr1969].

p= 20 ;;osg E Rp - ZTG X cos @ (Gleichung 2-4)

P — Druck der Fliissigkeit

o — Oberflachenspannung (480 N/m)
0 — Kontaktwinkel (135°-142°)

R, - Porenradius

Gegeniiber der Rasterelektronenmikroskopie ist keine Vorabpréparation der
Proben notwendig, jedoch ist auch hier der getrocknete Zustand eine zwin-
gende Voraussetzung. Weiterhin sei zu beachten, dass die Methode von der
Annahme ausgeht das der analysierte Feststoff durchweg mit zylindrischen
Poren versehen ist. Falls Poren fiir das Quecksilber nicht zugidnglich sind
(geschlossene Poren), wird dieser Volumenanteil nicht aufgezeichnet.

Rontgen-Mikro-Computertomographie

Die am ANKA befindliche Synchrotronstrahlungsquelle ist ein Elektron-
Synchrotron, welcher zur Gruppe der Teilchenbeschleuniger zdhlt. Grund-
sitzlich dienen diese zur Beschleunigung von elektrisch geladenen Teilchen
(z.B. Elementarteilchen, Atome und Molekiile) unter Vakuum in einem
elektrischen Feld. Synchrotrone erzeugen Synchrotronstrahlung (elektromag-
netische Strahlung), welche tangential zur Beschleunigungsrichtung gelade-
ner Teilchen (z.B. Elektronen) abgestrahlt wird, wenn diese bei einer be-
stimmten Geschwindigkeit aus einer geraden Bahn abgelenkt werden. Eine
Besonderheit des Synchrotrons ist der Speicherring, welcher als Teilchen-
bahn fungiert und aus einzelnen Ablenkmagneten und angebrachten Be-
schleunigungsstrecken, in denen die Teilchenbahn gerade ist, besteht
(Abb. 2-5). Im Gegensatz zur konventionellen elektromagnetischen Strahlung
liefert eine Synchrotronstrahlungsquelle eine sehr viel hdhere spektrale
Bandbreite und Intensitét mit Strahlungsbereichen von harter Rontgenstrah-
lung iiber ultraviolettem Licht bzw. sichtbaren Licht und Infrarotstrahlung
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[Rac1988]. Auf diese Weise wird die Voraussetzung fiir eine Vielzahl an
Bildgebenden Verfahren geschaffen.

Abb. 2-5:  Aufbau des Elektron-Synchrotron Speicherring am ANKA. Die Synchrotronstrah-
lung entsteht bei der Ablenkung in den 16 Magneten, die die Elektronen auf der
Ringbahn halten [Internetquelle: tpu.ru. Stand November 2016].

Am ANKA stehen dem Anwender mehr als zehn verschiedene Strahllinien
(engl. Beamline) zur Verfiigung, welche unterschiedlichen Zwecken dienen.
Die Tomographieexperimente wurden an der TOPO-TOMO Beamline
durchgefiihrt, welche mit einer Elektronenenergie von 2.5 GeV und Strahlen-
strome von 180 mA betrieben wurde. In Abbildung 2-6 wird die experimen-
telle Anordnung wihrend der Tomographiescans dargestellt und zeigt die
Cryogelprobe, welche auf einer Rotationsstufe (ABRT-150, Firma Aerotech)
positioniert wurde. Fiir jedes Experiment wurden 3.000 Projektionen inner-
halb von 40 s aufgenommen, wobei der Abstand zwischen Probe und Detek-
tor (Ausbreitungsweg) 200 mm betrug. Die Rontgenprojektionen wurden mit
einem indirekt umwandelnden Rontgenbereichsdetektor aus einem 200 um
dicken LuAG: Ce-Szintillator und einem Optique Peter WeiBlichtmikroskop
mit einer Vergroflerung von 3,6x und einer PCO.DIMAX-Kamera mit
aufgenommen (Abb. 2-6) [Dou2012]. Die anschlieBende Volumenrekon-
struktion erfolgte mit der PyHST-Software, welche an der European Syn-
chrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, Frankreich) entwickelt wurde
und die Segmentierung der rekonstruierten Scheiben wurde mit Hilfe von
"Image Labeling" und "Labels Analysis" der AVIZO Fire 8.1 3D Software
durchgefiihrt.
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Mit Hilfe dieser mikrotomographischen Untersuchungen konnte die innere
Porenstruktur der Geriiste zerstérungsfrei abgebildet werden. Unter Verwen-
dung der Synchrotron-Lichtquelle kénnen 3D Bilder mit hoher Auflésung bis
in den Submikrometerbereich und mit einem hervorragenden Signal-Rausch-
Verhiltnis erzeugt werden. Basierend darauf konnen u.a. porése Materialien
und Gewebe aus der Biologie und Life Science charakterisiert und anschlie-
Bend 3D Bildanalysen durchgefiihrt werden. Im Gegensatz zur Rasterelektro-
nenmikroskopie und Quecksilberporosimetrie sind die Proben zwar auch im
getrockneten Zustand, aber eine Moglichkeit zur anschlieBenden Weiterver-
arbeitung ist gegeben.

’II lPCO.DIMAX cmMos =
Kamera

digital camera

Abb. 2-6:  Experimenteller Aufbau an der TOPO-TOMO Beamline.

Schwellverhalten

Porgse Materialien auf Polymerbasis vergréBern ihr Volumen in wéssriger
Umgebung durch Aufnahme und Bindung von Wassermolekiilen mit gleich-
zeitiger Entfernung ihrer Polymerketten. Letzteres wird durch das Auftreten
von Kapillarkriften ermoglicht, welche durch die Oberflichenspannung der
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Fliissigkeit und der Grenzflichenspannung zwischen Fliissigkeit und fester
Oberfldache hervorgerufen werden [Pop2009]. Auf diese Weise werden eine
rasche Aufnahme der Zellsuspension und gleichzeitig eine effektive Vertei-
lung der Zellen begiinstigt. Porengrofe und deren Vorkommen innerhalb der
synthetisierten Gertiisttrager ist fiir eine effiziente Versorgung der Zellen mit
Nahr- und Sauerstoff von entscheidender Bedeutung. Neben einer ausrei-
chenden Anheftungsoberfliche (Porenwinden) soll stets eine optimale
Versorgung mit nétigen Néhr- und Zusatzstoffen aus dem Kulturmedium
gewihrleistet werden. Diese diffundieren im Zuge des Konzentrationsgefilles
in das pordse System, wahrend gleichzeitig fiir den Abtransport von Stoff-
wechselprodukten gesorgt wird.

Im Rahmen dieses Experimentes wurde das Schwellverhalten als Funktion
der Zeit aufgenommen. Dazu wurden die trockenen Proben in zusatzfreiem
Néhrstoffmedium getrédnkt und zu definierten Zeitpunkten aus der Losung
genommen. Nachdem das iiberschiissige Medium mit Hilfe eines Filterpa-
piers sorgfiltig entfernt wurde, konnte das Feuchtgewicht bestimmt werden.
AnschlieBend kam die Probe zuriick ins Becherglas und wurde zu einem
spéateren Zeitpunkt erneut verwendet. Zu Beginn des Versuchs wurde das
Trockengewicht ermittelt, welches als Ausgangswert fiir die Berechnung der
Schwell-/Quellrate und des Wassergehaltes diente (Gleichung 2-5,2-6; nach
Saarai et al. [Saa2012]).

Schwellgrad = W;;:Vd (Gleichung 2-5)
Wassergehalt = WSW;;Nd (Gleichung 2-6)

W, — Gewicht der geschwollenen Probe
W, — Gewicht der trockenen Probe

Elastizititsmodul

Die Bestimmung der gewebstypischen Eigenschaften erfolgte durch die
experimentelle Erfassung des E-Moduls. Elastizitit ist die Fahigkeit eines
Stoffes bei einer Beanspruchung seine Ausgangsform zu verdndern und in
diese nach Wegnahme der Belastung zuriickzukehren. Oberhalb des material-
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spezifischen Grenzpunktes erscheinen plastische Verformungen oder der
K&rper bricht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden im Gegensatz zu den iibli-
chen Zugversuchen im Bereich der Werkstoffpriifung Druckversuche an der
Zugpriifmaschine Z0.5 (Abb. 2-7A, Firma Zwick Roell) durchgefiihrt. Im
Vergleich zu vielen anderen Werkstoffen zeigen Polymere bei mechanischer
Beanspruchung ein stark ausgeprigtes viskos-clastisches (reversible Defor-
mationen) und viskos-plastisches Verhalten (irreversible Deformation)
[Eye2008].

Fir den Druckversuch wurden die Proben, welche sich in einem feuchten
(geschwollenen) Zustand befanden, auf den Probenhalter gelegt. Die
Vermessung der Probe erfolgte einerseits manuell (Durchmesser) und zum
anderen durch den senkrecht iiber der Probe befestigten Querkopf. Nach der
automatischen Hohenabmessung wurde die Probe mit einer Geschwindigkeit
von | mm/min komprimiert. Beim Erreichen von 1 N wurde die Messung
gestoppt und der bewegliche Querkopf fuhr in die Ausgangsposition zuriick.
Wihrend des Versuches werden Wertepaare von Kraft und Eindriickweg
erfasst und die zugehorige Kurve anschlieBend aufgezeichnet. Das Span-
nungs-Dehnungs-Diagramm ist probenabhdngig und werkstoffspezifisch,
aber kann dennoch in Verlaufsabschnitte unterteilt werden. Im geradlinigen
Spannungsbereich (Hooke’sche Bereich) sind Spannung und Dehnung
(hier: Stauchung) proportional und es gilt das Hooke’sche Gesetz. Der
Elastizitdtsmodul ergibt sich schlieflich aus der Steigung des Graphen in
Abhingigkeit von Spannung und Dehnung (Gleichung 2-7) [Lap2008].

E= (Gleichung 2-7)

o
€

6 — mechanische Spannung mit F/A (Kraft zum Probenquerschnitt)
€ — Dehnung mit AL/ L, (Langen-/Hohenénderung zur urspriinglichen Lange/Hohe)
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A) (B)

Spannung ¢
&
£

Ao

Ae Dehnung €

Abb. 2-7:  Experimenteller Aufbau zum Druckversuch (RT). (A) Verwendete Zugpriifmaschi-
ne zur Durchfithrung der Druckversuche. Die Probe wird zwischen eine Halterung
gelegt, wobei die untere fest verankert und die obere mit einer Kraftmessdose (max.
50 N) gekoppelt ist. Mit der Messung wird eine Kraft von 1 N auf die Probe ausge-
iibt und parallel dazu die Messdaten erfasst. (B) Spannungs-Dehnungs-Diagramm
von verschiedenen polymeren Festkorpern. Je nach Verhalten bei mechanischer
Beanspruchung, kann zwischen drei Grundtypen unterschieden werden. (/) Probe
bricht plétzlich ohne sichtbares plastisches Verhalten (entspricht einem sproden
Werkstoff). (2) Probe bricht nach starker plastischer Verformung (entspricht einem
ziher/duktiler' Werkstoff). (3) Probe bricht nach vorangegangener elastischer, aber
ohne plastische Verformung (entspricht einem weicher/elastischer Werkstoff)
[Wei2007].

Verglichen mit Feststoffen (z.B. Metalle) ist der linearelastische Bereich bei
Kunststoffen sehr klein und innerhalb dessen kann zwischen drei verschiede-
nen Verhaltensweisen unterschieden werden (Abb. 2-7B). Neben dem
E-Modul lassen sich auch andere materialspezifische Kennwerte aus dem
Spannungs-Dehnungs-Diagramm entnehmen. Re steht fiir die Streckgrenze
und bezeichnet diejenige Spannung, bis zu der das Material keine plastische
Verformung aufweist. Dagegen definiert RM die Zugfestigkeit, d.h. die
hochste ertragbare Belastung des Werkstoffes, bevor dieser bricht [Lap2008].

' Duktilitit, Eigenschaft eines Werkstoffes sich bei Belastung plastisch zu verformen.
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2.4 Auswertung Zellkulturexperimente

2.4.1 Zellkultivierungsmethodik

Erst die Durchfithrung von biologischen Experimenten ermdglicht eine
effiziente und gezielte Entwicklung und Optimierung eines 3D Modellsys-
tems fiir die Zellkultur. Das entscheidende Kriterium ist hierbei die erfolgrei-
che Kultivierung der Prostatakrebszellen in einer in vivo-dhnlichen Umge-
bung und der Nachweis der biologischen Funktionalitdt. Fiir die Anpassung
der polymeren Geriiststrukturen auf Basis verschiedener Ausgangsstoffe

wurden im Rahmen dieser Arbeit in vitro-Tests mit verschiedenen Zelllinien
durchgefiihrt.

Zellwachstum und -aussaat

Fiir die in vitro-Tests wurden die adhdrente Zelllinien LNCaP (Androgenre-
zeptor positiv, AR") und PC3 (Androgenrezeptor negativ, AR") verwendet.
Bei diesen Zellen handelt es sich um metastatische Prostatakrebszellen
epithelialer Morphologie. Die Vorkultivierung erfolgte in Kulturschalen bei
37° C und 6 % CO,-Atmosphire im Inkubator (Firma Binder). Vor Benut-
zung der Petrischalen mussten diese im Fall beider Zelllinien mit Poly-L-
Lysin beschichtet werden. Alle zwei Tage erfolgte ein kompletter Medium-
wechsel und je nach Dichte der Zellen wurden diese entsprechend passagiert.
Das verwendete Néhrstoffmedium setzte sich wie folgt zusammen:

e RPMI 1640 + Phenolrot, L-Glutamin
e 10 Vol. % Fetales Kélberserum (FCS)
e 1 Vol. % L-Glutamin (200 mM)

e 1 Vol. % Antibiotic Antimycotic Solution (10.000 Einheiten
Penicillin, 10 mg Streptomycin, 25 pg Amphotericin B pro ml)

Um die Zellen von den Kulturschalen zu 16sen, wurde zunichst das Medium
abgesaugt und die Platte mit 10 ml Phosphatpuffer (PBS, ohne Calcium und
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Magnesium) gewaschen. AnschlieBend wurden 2 ml Trypsin-EDTA-Losung
zugegeben und die Platten fiir ca. 2 min inkubiert. Trypsin ist ein Gemisch
aus Verdauungsenzymen und zéhlt zu den Peptidasen. In der Zellkultur wird
es zur Spaltung der extrazelluldren Proteine verwendet, wodurch das Abldsen
der adhérenten Zellen vom Boden der Kulturschale bewirkt wird. Die Reakti-
on der enzymatischen Lésung wurde durch Zugabe von 8 ml Kulturmedium
gestoppt und die Zellen durch eine Glaspipette vereinzelt (Volumenangaben
entsprechen dem Durchmesser einer Petrischale von 9.4 cm). Nachdem die
Zellen zentrifugiert (1.200 rpm, 3 min) und in frischem Medium resuspen-
diert wurden, konnte diese in geringerer Konzentration wieder ausplattiert
werden. Im Falle einer Zellzdhlung wurde die Zellsuspension verdiinnt und
mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde fiir die Cryogele eine Zellzahl von 2.5*¥1075 und fiir die
Seidenfibroingeriiste eine Zellzahl von 1*¥10"5 festgelegt. Vor der eigentli-
chen Zellaussaat musste sichergestellt werden, dass die Zellgeriisttriger keine
Kontaminationen aufwiesen, d.h. keine bakterielle Verunreinigung oder
Pilzbefall. Aus diesem Grund wurden die Proben unmittelbar nach der
Synthese in eine 24-Well-Platte mit sterilem Medium iiberfithrt und fiir
mindestens 48 h inkubiert. Wéhrenddessen erfolgte eine optische Kontrolle
mit Hilfe eines einfachen Lichtmikroskops. Ehe die Zellen auf die pordsen
Geriiststrukturen gegeben wurden, musste das Medium entfernt, die Proben
mit PBS gewaschen und fiir ca. 1 h unter der Sterilbank bei RT getrocknet
werden. Auf diese Weise konnte eine geringe Menge an Fliissigkeit entwei-
chen und dadurch die Saugfahigkeit der Geriiste erhoht werden. Anschlie-
Bend wurde die Zellsuspension, entsprechend der bendtigten Zellzahl und
Probenmenge, angesetzt. Es wurden 20 pl Zelllosung vorsichtig auf die Mitte
der Geriistoberflache aufgetragen, welche sofort durch die Kapillarwirkung in
die Probe gelangte. Die geringe Menge an Medium und eine sich anschlie-
Bende Inkubationszeit von 2 h ermdglichte den Zellen tiefer in die pordse
Struktur einzudringen und an den Porenwénden anzuhaften. Danach wurden
die Proben in 6-Well-Platten iiberfiihrt, welche mit je 5 ml frischem Medium
befiillt wurden. Um eine ausreichende Ndhr- und Sauerstoffversorgung zu
gewahrleisten, wurde das Medium alle zwei Tage gewechselt.

71



2 Material und Methoden

Viabilitatstest

Zur Untersuchung der Zellzahlentwicklung innerhalb der verschiedenen
Geriisttrager wurde der CellTiter-Glo® 3D Viabilitatstest von der Firma
Promega verwendet. Eine speziell fir 3D Modellsysteme entwickelte
Methode bestimmt die Zahl der lebenden Zellen, basierend auf der quantitati-
ven Menge an ATP. Letzteres reprisentiert die Stoffwechselaktivitdt der
Zellen. Die gebrauchsfertige Losung kann direkt zu den Proben gegeben
werden und leitet dadurch die Zelllyse ein. Auf diese Weise wird ein Lumi-
neszenzsignal erzeugt, welches mit dem Luminometer (Firma Perkin Elmer)
gemessen wird. Zundchst wurde das alte Medium abgesaugt, die Proben in
eine 24-Well-Platte iiberfiihrt und unter der Sterilbank fiir mindestens 25 min
getrocknet. Anschlieend wurde frisches Medium und das fertige Reagenz in
einem Verhéltnis von 1:1 hinzugefiigt. Nachdem die Proben fiir 5 min ge-
schiittelt wurden, verblieben die Platten fiir weitere 30 — 60 min an einem
dunklen Ort, was der Stabilisierung des Signals diente. Spéter wurden 20 pl
der Probe (Triplikat) entnommen und in eine spezielle 96-Well-Platte iiber-
fithrt [Cell2014]. Am Tag 0 wurde der Referenzwert fiir die ausgesiten
Zellen ermittelt, welcher spéter fiir die Berechnung der Zellzahl hinzugezo-
gen wurde.

2.4.2 Proteinanalytik
Hormonbehandlung von LNCaP-Kulturen

Im Rahmen der Kultivierungsexperimente wurde die Prostatakrebszelllinie
LNCaP (AR") mit DHT behandelt und deren Auswirkung auf die Proliferati-
onsrate untersucht. Wie bereits in Kapitel 1.6.1 ausfiihrlicher beschrieben,
16st die Bindung von DHT an den AR eine wachstumsstimulierende Wirkung
aus, welche in herkdmmlichen 2D Experimenten bestétigt werden konnte.
Der Nachweis dieser Reaktion in pordsen 3D Modellen korreliert gleichzeitig
mit der moglichen Diffusion von gelsten Stoffen durch das Porennetzwerk.

Zunichst wurden die ausgesiten LNCaP-Zellen fiinf Tage innerhalb der
pordsen Systeme kultiviert (siehe Kapitel 2.4.1). Verglichen mit vorangegan-

72



2.4 Auswertung Zellkulturexperimente

genen Proliferationsuntersuchungen konnte gewihrleistet werden, dass eine
ausreichende Zellausbreitung und Zellzahl innerhalb dieser Kultivierungs-
dauer vorhanden war. Aufgrund der hohen Bindungsaffinitdt des mutierten
ARs von LNCaP-Zellen wirken sich ebenso andere Steroidhormone (z.B.
Ostradiol und Progesteron) stimulierend auf das Wachstumsverhalten aus
[Wil1989]. Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf des Experimentes
das Standardmedium gegen ein sogenanntes ,,Hungermedium® ersetzt.
Anstelle von FCS wurde das Medium mit 10 % charcoal-stripped FCS
(CCS) angesetzt und ohne Phenolrot verwendet. Ersteres wurde durch eine
spezielle Reinigungsmethode tiber Aktivkohle hergestellt, bei welcher dem
herkommlichen FCS die enthaltenen fettloslichen Bestandteile (z.B. Steroid-
hormone) entzogen wurden. Phenolrot ist Bestandteil der meisten Kulturme-
dien und dient als sicherer pH-Indikator (stofflicher Anteil zwischen
15-45 uM). Im Fall einer pH-Wert-Anderung durch ein saures Milieu kommt
es zu einem Farbumschlag von Rot auf Gelb, was mit einem Nahrstoffmangel
und einer hohen Konzentration an Stoffwechselmetaboliten einhergeht.
Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass die strukturelle Ahnlich-
keit mit Ostradiol eine wachstumsfordernde Wirkung hervorruft [Ber1986].
Aus diesem Grund wurden FCS und Phenolrot als ungewollte Einflussfakto-
ren entfernt [Lee1995].

In den darauffolgenden drei Tagen wurde das Medium tédglich gewechselt,
damit eine vollstindige Entfernung des alten Mediums (mit Phenolrot und
FCS) garantiert werden konnte. Ab Tag neun wurde das Medium nicht mehr
gewechselt und die Proben in Triplikaten mit DHT oder Ethanol behandelt.
Dafiir wurde jeweils 5 ul DHT (10 nM) und ein entsprechendes Volumen an
Ethanol als Kontrolle in das Medium gegeben. Nach weiteren sechs Tagen
wurde die Stoffwechselaktivitdt mit Hilfe des CellTiter-Glo® 3D bestimmt
(siche Kapitel 2.4.1).
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Western Blot

Parallel zur Kultivierung der LNCaP-Zellen wurden Proben fiir die Western
Blot-Analyse mitgefiihrt. Diese Methode ermoglicht die Identifizierung
und/oder Quantifizierung spezifischer Proteine innerhalb eines Proteingemi-
sches (Abb. 2-8). Im Allgemeinen erfolgt der Proteinnachweis in zwei
Schritten, weswegen auch von einer indirekten Markierung gesprochen wird.
Nach Bindung eines antigenspezifischen, unmarkierten Primérantikorpers
erfolgt die Detektion iiber einen zweiten, spezifisch markierten Antikorper,
auch Sekundérantikdrper genannt. An diesen kénnen wahlweise Enzyme,
Fluoreszenzfarbstoffe oder auch radioaktive Marker gekoppelt sein
[Lut2014].

Tab. 2-2:  Zusammensetzung der verwendeten Puffer zur Probenvorbereitung fiir den
Western Blot.

Puffer Zusammensetzung

RIPA-Lysepuffer 50 mM Tris pH 7.5
150 mM NaCl
1% NP-40
0.5 % NaDoc
0.5 % SDS
1% Inhibitor-Mix-G

Probenpuffer nach Laimmli (5x) 5 % SDS
25% Glycerol
150 mM Tris pH 6.8
0.0025% Bromphenolblau
10% DTT

Laufpuffer nach Lammli (10x) 25 mM Tris
1920 mM Glycin
0.1 % SDS
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Wihrend der Durchfithrung wird zwischen drei Teilarbeitsschritten unter-
schieden: Auftrennung des Proteingemisches mittels Gelelektrophorese,
Transfer der Proteine auf eine Membran (eigentlicher Blot) und Proteindetek-
tion. Nach zweiwochiger Kultivierungszeit wurde das Medium der angesetz-
ten Triplikate abgesaugt und jede Probe in ein Eppendorf-Tube tberfiihrt.
Nach Zugabe von 500 ul 1x RIPA-Puffer (Lysepuffer, Tab. 2-2) wurden die
Proben bis zur vollstdndigen Auflésung homogenisiert und im Anschluss bei
8.000 rpm/4° C zentrifugiert. Von jedem Uberstand wurde ein Volumen von
mindestens 700 pl entnommen, in einem Verhéltnis von 1:5 mit 5x Lammli-
Puffer (Tab. 2-2) verdiinnt und bei 60° C fiir 5 min geschiittelt.

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE,
nach Lammli ef al. [Lac1970]) z&hlt zu den gingigsten Methoden, Proteine
nach ihrer Molekularmasse aufzutrennen. Grundlage bilden das Sammel- und
Trenngel, welche durch radikalische Polymerisation zwischen zwei Glasplat-
ten mit entsprechendem Abstandshalter geformt werden. Fiir die Gellosung
wurde eine gebrauchsfertige Acrylamid-/Bisacrylamid-Stammlésung (Ro-
tiphorese® Gel 30) verwendet, welche lediglich durch Zugabe von Wasser,
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris, Puffer), Natriumdodecylsulfat
(SDS), APS und TEMED vervollstindigt wird (Tab. 2-3). Das untere Gel
(Trenngel) wird zuerst gegossen und mit wenigen Tropfen Isopropanol
iiberschichtet. Letzteres wird nach Aushirtung des Gels abgekippt und die
Reste mit Filterpapier entfernt. Nach Zugabe der Sammelgellosung wird der
Probenkamm mdglichst blasenfrei eingesetzt und nach der Polymerisation
wieder herausgezogen.
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Tab. 2-3:  Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele (entspricht dem Ansatz fiir ein
Maxigel) zur Quantifizierung des AR mittels SDS-PAGE.

Konzen- H,O Roti- 1.5M 20 % 10% TEMED
tration [ml] phorese Tris pH SDS APS [11]]
Gel 30 8.8 [ml] [pl] [pl]
[ml]
Sammelgel 5.7 1.7 2.5 50 100 10
5%
Trenngel 14.1 8.1 7.5 50 300 30
8%

Die Proben wurden mit jeweils 100 mM Dithiothreitol (DTT) versetzt,
welches die Disulfidbriicken spaltet und bei 95° C fiir 5 min gekocht. Am
Ende dieser Préparation wurde mit Hilfe einer Hamilton-Pipette 150 pl je
Probe in die geformten Taschen (Probenkamm) aufgetragen. Um das Mole-
kulargewicht der Proteine bestimmen zu kénnen, wurde parallel ein geeigne-
ter Proteinstandard (GroBenmarker) mitgefiihrt. Die Auftrennung erfolgte mit
Lammli-Laufpuffer (Tab. 2-2) bei einer Spannung von 50 V im Sammelgel
und anschlieBenden 100 V im Trenngel. Die weitmaschigeren Poren im
Sammelgel bieten den Molekiilen keinen Widerstand, sodass diese ungehin-
dert in Richtung Anode wandern konnen. An der Grenzfliche zwischen
Sammel- und Trenngel kommt es zur Konzentrierung der Proben, welche im
weiteren Verlauf durch das engporige Trenngel entsprechend ihres Moleku-
largewichtes aufgetrennt werden (Siebeffekt). In Tabelle 2-3 wird die Zu-
sammensetzung des Sammel- und Trenngels basierend auf dem Molekular-
gewicht des AR (110 — 114 kDa) aufgefiihrt [Spal1999].

Nachdem die Elektrophorese Kammern vorsichtig entfernt und das Sammel-
gel vom Trenngeld abgelost wurde, kam die Blotting-Membran
(Immobilon-P Transfer Membran, Porengréfe 0.45 pm; Firma Merck
Millipore) zusammen mit dem Trenngel in ein Methanolbad. Fiir einen
Elektrotransfer wird die Membran anodenseitig auf das Gel gelegt und
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2.4 Auswertung Zellkulturexperimente

beidseitig mit Transferpuffer (Tab. 2-4) getrinkten Filterpapieren bedeckt.
Letztere sind wiederum von nassen Schwimmen umgeben, welche das
Austrocknen der Membran verhindern. Die Sandwich-Kassette samt Halte-
rung wird in den Blotting-Tank verankert, mit Transferpuffer befiillt und iiber
Nacht bei 4° C und 35 V unter Riithren angeschlossen. Im Anschluss daran
wurde die Membran fiir 1 h in Blockpuffer (Tab. 2-4) geschwenkt, welcher
die Bindung unerwiinschter Proteine an die Membran verhindert. In der
Zwischenzeit wurde die Priméarantikorperlosung (anti-AR) in einem Verhilt-
nis 1:1000 im Blockpuffer angesetzt und zusammen mit der Membran in
einer Folie eingeschweifit (Inkubation iiber Nacht bei 4° C). AnschlieBend
wurde die Membran mehrfach in TBS-Puffer gewaschen und zusammen mit
der Sekundirantikorperldsung (anti-Maus-IgG-HRP, 400 ng/ml in Blockpuf-
fer) in Folie verschweilit. Nach einer Behandlung von 1 h bei RT erfolgten
Waschschritte im TBS-Puffer und TBS-T-Puffer (Tab. 2-4).

Tab.2-4: Zusammensetzung der verwendeten Puffer fiir den Western Blot und anschlief3-
endem Immunoblot gegen AR.

Puffer Zusammensetzung
Transferpuffer 25 mM Tris

200 mM Glycin

10 % Methanol
Blockpuffer 5 % Milchpulver

5 % FCS

0.05 % Tween-20
> gelost in TBS (1x)

TBS-Puffer (10x) 500 mM Tris-Cl pH 7.6
1.5 M NaCl

TBS-T-Puffer (10x) 500 mM Tris-Cl pH 7.6
1.5 M NaCl

0.5 % Tween-20

Die am Sekundirantikdrper gekoppelten Meerrettichperoxidase (entspricht
HRP) katalysiert nach Zugabe der Substratlosung eine Chemilumineszenzre-
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aktion (ECL), bei welcher als Nebenprodukt Licht entsteht [Gecl1998].
Zusammen mit einem Rontgenfilm (Super RX, Firma Fujifilm) wurde die
Membran in eine Belichtungsbox gelegt und bei unterschiedlichen Inkubati-
onszeiten das ECL Signal detektiert [Jan2012]. Abbildung 2-8 zeigt schema-
tisch die Arbeitsschritte eines Western Blots vom Probenauftrag (SDS) bis
zur Interpretation der Ergebnisse.

A (B) ©) o)

= f gekoppeltes Enzym

o bl b bl 4]
1)) _» Primirantikérper

Sekundirantikérper
Protein

o o :/// "////;

Abb. 2-8:  Arbeitsschritte fiir den Proteinnachweis in einem Probengemisch nach der Western
Blot-Methode. (A) SDS-PAGE. Auftrag der Proben und Proteinstandard in die Pro-
benkammern. (B) Trennung in Gelelektrophorese. Laufrichtung der Proteine von
der Katode (-) zur Anode (+). Kleinere Proteine wandern aufgrund ihres geringeren
Molekulargewichtes schneller als groBere Proteine. (C) Blotting. Transfer der Pro-
teine vom Polyacrylamidgel auf eine Membran (z.B. aus Nitrozellulose, Nylon oder
PVDF). Das Polyacrylamidgel (2) liegt auf Tragermembran (3) und beide werden
paarweise von Puffer-getriankten Filterpapieren und Schwiammen bedeckt (7). (D)
Immunodetektion: Antikdrperkonjugate sind mit Fluoreszenzfarbstoffen oder
Enzymen markiert, welche fiir eine nachfolgende Farbreaktion entscheidend sind.
Durch Zugabe eines geeigneten Substrates kommt es zur Auslosung einer chemi-
schen Reaktion.

PSA-Bestimmung

Die PSA-Sezernierung in das umliegende Medium wurde mit Hilfe eines
Enzym-gebundenen Immuntests (engl. Enzym-linked Immunosorbent Assay,
ELISA) bestimmt. Das ELISA-Verfahren zdhlt zu den Antikorper-basierten
Nachweismethoden, deren gemeinsames Grundprinzip die Erkennung und
Detektion eines Analyten durch Bindung eines Antikorpers in einer flissigen
Phase ist. Gleich der Immundetektion eines Western Blots, ist die Markie-
rung mit Enzymen die weit gebrduchlichste Methode zur quantitativen
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Bestimmung des Analyten. Durch die Zugabe eines Substrats wird schliel3-
lich eine chemische Reaktion katalysiert, wodurch eine bestimmte Farbe
entsteht oder Licht abgegeben wird. Dabei ist es mdglich Proteine und Viren
aber auch niedermolekulare Verbindungen, wie Hormone, Toxine und
Pestizide, in einem Probengemisch nachzuweisen. Der PSA ELISA Kit stiitzt
sich auf die bekannte Streptavidin/Biotin-Wechselwirkung, welche als
stirkste kovalente Bindung gilt. Die beigefiigte Mikrotiterplatte wurde vom
Hersteller mit einem Fanger-Antikdrper (engl. Capture Antibody) kovalent
gekoppelt, welcher spezifische Bindungsstellen fiir das gewiinschte Antigen
(hier: PSA) besitzt.

Zu verschiedenen Zeitpunkten der LNCaP-Kultivierung wurden 300 pl
Medium pro Well in Triplikaten entnommen und in ein Eppendorf-Tube
iiberfiihrt. Die Aliquots wurden zu einer Probe vermischt, diese im Duplikat
(100 pl) auf die Mikrotiterplatte aufgetragen und fiir 2.5 h bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden 100 pl des biotinylierten Detektion-Antikdrpers
(engl. Biotinylated Detection Antibody) hinzugefiigt, welcher wiederum
spezifische Andockstellen fiir PSA aufzeigt. Nach 1 h wurde die Ldsung
verworfen und alle ungebundenen Antikdrper durch erneutes Waschen
entfernt. Durch Zugabe des Enzym-gebundenen Proteins (HRP-Streptavidin,
100 pl) entsteht eine nicht-kovalente Bindung zwischen Streptavidin und
Biotin. Die nachfolgende Detektion des Antigens wird liber das Substrat
3,3",5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) ausgelost. TMB ist ein chromogenes
Substrat, welches durch die gebundene Meerrettichperoxidase umgesetzt
wird und somit ein Signal erzeugt (Abb. 2-9) [Lut2011]. Der Farbumschlag
wird mit Hilfe eines ELISA-Readers gemessen und kann gleichzeitig als
Kontrolle visuell wahrgenommen werden. Die Technik, bei der das nachzu-
weisende Antigen zwischen zwei Antikorpern (Fénger- und Detektions-
Antikorper) gepackt ist, wird als Sandwich-ELISA bezeichnet.
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(A)

Streptavidin

Biofinyilierter
Detektions-
Antikorper

Abb. 2-9:

(B)

; C TMB Substrat

*xk
x

Fiénger Antikorper

Prinzip des ELISA-Nachweisverfahrens. (A) Sandwich-ELISA. Ausgangssituation
ist eine beschichtete Mikrotiterplatte mit immobilisierten Fénger-Antikorper, wel-
cher spezifisch an das gesuchte Antigen bindet. Im nichsten Schritt wird ein weite-
rer Antikorper, welcher ebenfalls gegen das Antigen gerichtet ist, hinzugegeben.
Anschliefend geht der biotinylierte Detektions-Antikorper eine starke Bindung mit
dem HRP-gekoppelten Streptavidin ein. Durch Zugabe eines Substrates (TMB)
wird die Enzymreaktion in Gang gesetzt, bei der ein farbloses Signal in ein farbiges
Produkt tiberfithrt wird. Die entsprechenden Produkte werden kolorimetrisch ge-
messen. (B) Mikrotiterplatte nach ELISA-Test. Die Intensitit des Farbsignals
(Konzentration) ldsst Riickschliisse auf die urspriingliche Konzentration des ge-
suchten Antigens zu.

2.4.3 Sphiroidformation- und verteilung

Histologische Farbemethoden

Histologie
Teilgebiet

ist die Wissenschaft der biologischen Gewebe und gehort als
der Medizin und Biologie zu den unverzichtbaren Methoden.

Anhand sehr diinner Gewebeproben und mit Hilfe entsprechender Farbetech-
niken kann dieses Verfahren zur Friihdiagnose und Klassifizierung von

Tumoren,

aber auch zum Nachweis von Stoffwechselerkrankungen und

anschlieBender Therapieauswahl eingesetzt werden. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte somit die Sphéroidbildung und Verteilung im Geriisttrager ndher

analysiert
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eine umfassende Probenvorbereitung an. Diese setzt sich aus verschiedenen
Einzelschritten zusammen [Lan2013]:

e Fixierung des Gewebes (/ier: Fixierung der Zellen innerhalb des
Gertistes iiber 24 h mit einer 3.7 % Formalin-Losung)

e Entwisserung und Imprédgnierung mit fliissigem Paraffin
(Gewebe-Prozessor, Abb. 2-10A)

e FEinbetten in Paraffin (Paraffinquader, welcher die Probe beinhaltet,
Abb. 2-10B)

e  Herstellung von Schnitten am Mikrotom (hier: 7 pm diinne Schnitte,
Abb. 2-10C)

e  Aufzichen der Schnitte auf Glasobjekttrager

e  Durchfiihrung der Féarbetechnik (#ier: Himatoxylin-Eosin
(HE) —Férbung, Abb. 2-10D)
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Abb. 2-10: Apparaturen zur HE-Féarbung von fixierten Geriiststrukturen mit kultivierten Zellen.
Zunéchst erfolgt eine 24 h Fixierung mit 3.7% Formalin-Losung, welches die Pro-
teine vernetzt, 16sliche Antigene immobilisiert und auf diese Weise die Zellen in ih-
rem momentanen Zustand ,einfriert. (A) Gewebe Prozessor. Durch eine aufstei-
gende Ethanolreihe werden die Proben dehydriert, anschlieBend in Xylol getrénkt
und am Ende in erhitztes Paraffin iiberfiihrt. (B) Die Paraffin getriankten Gele wer-
den schlieBlich in Paraffin-Blocke gegossen und bei -20 °C zum Auskiihlen ruhen
gelassen. (C) Mit Hilfe eines Mikrotoms (Schneidegerdt) wurden 7 pm diinne
Schnitte angefertigt, auf Glasobjekttrager gezogen und 24 h bei RT getrocknet. (D)
Im letzten Schritt werden die Probenschnitte mit Himatoxylin (Farbung aller sauren
Bestandteile rot bis dunkles violett/blau) und Eosin (Farbung aller basischen Be-
standteile rot) gefarbt.

Neben der HE-Firbung, welche weltweit als Routine- und Ubersichtsfirbung
angewendet wird, existiert eine Vielzahl an histologischen Férbungen.
Abbildung 2-10D zeigt eine HE-Aufnahme gewachsener LNCaP-Sphéroide
innerhalb eines Cryogels. Zur morphologischen Unterscheidung der Struktu-
ren werden zwei Einzelfirbungen vorgenommen. Hématoxylin ist ein
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natiirlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum und farbt alle sauren bzw.
basophilen Strukturen blau. In erster Linie gehort dazu der Zellkern mit der
darin enthaltenen DNA und das raue endoplasmatische Retikulum (rER).
Eosin ist hingegen ein synthetischer Farbstoff und farbt alle basischen bzw.
acidophilen Strukturen rot, wozu unter anderem Zellplasmaproteine, Mito-
chondrien sowie das glatte ER zdhlen. Ein entscheidender Schritt wéihrend
der HE-Férbung ist das Spiilen mit Wasser (hier: Leitungswasser), wodurch
ein erhohter pH-Wert erzeugt und das Bléuen (charakteristisches Blauviolett)
der Hamatoxylin-Farbung hervorgerufen wird [Ram2013]. AnschlieBend
erfolgen die Eosin-Férbung und zusitzliche Spiilschritte in einer aufsteigen-
den Ethanolreihe. Letzteres ist verantwortlich fiir den Wasserentzug der
Proben, welche am Ende nochmals in einem organischen LM (z.B. Xylol)
getrankt werden. Die Objektgldser (Superfrost Plus, Firma Thermo Scienti-
fic) werden schlieflich mit einem Eindeckmittel und Deckglas bedeckt,
sodass eine Lagerung iiber einen sehr langen Zeitraum ohne Verdnderung
von Schnitt und Farbung moglich ist.

Immunfluoreszenzfirbungen

Zum visuellen Nachweis des AR wurde die Methode der Immunfluoreszenz
angewandt. Diese Immunmarkierung beruht auf einer spezifischen Antigen-
Antikdrper-Wechselwirkung, wobei die Detektion mit Hilfe eines fluoreszie-
renden Farbstoffs (Fluorochrome) durch Anregung von Licht in bestimmten
Wellenldngen erfolgt. Im Vergleich zur direkten Verfahrensweise wird bei
der indirekten Immunfluoreszenz zunéchst ein Primédrantikorper auf das
Substrat gegeben, welcher gezielt mit dem Antigen reagiert. Im nichsten
Schritt bindet ein Fluorochrom-markierter Sekundérantikdrper an den Anti-
gen-Antikorper-Komplex, dessen Fluoreszenz unter einem geeigneten Mik-
roskop sichtbar wird. Anhand der Farbung konnen Riickschliisse auf die
Verteilung und das Vorkommen des Antigens gezogen werden [Ren2009].

Zu Beginn wurden die Proben wie im oben beschriebenen Abschnitt vorbe-
reitet, anschlieBend deparaffiniert und rehydriert (Xylol-Behandlung mit
absteigender Ethanol-Reihe). Im Anschluss daran wurde die Antigendemas-
kierung (engl. Antigen-Retrieval) durchgefiihrt, sodass die verloren gegange-
ne Immunreaktivitit von formalinfixierten und paraffineingebetteten
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Schnitten wieder hergestellt wird. Dafiir stehen drei verschiedene Methoden
zur Verfiigung: Hitze-Behandlung bzw. Einsatz von Pepsin oder Saponin. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die Objekttrdger in einem 0.01 M Natrium-
Citrat Puffer (Tab. 2-5) fiir 20 min gekocht und weitere 20 min bei RT
abgekiihlt. Nach einem Waschschritt wurden die einzelnen Schnitte mit
einem Fettstift umrandet und fiir 1 h mit Blockpuffer (Tab. 2-5) in einer
Feuchtekammer inkubiert. Das im Blockpuffer enthaltende Ziegenserum
blockiert alle unspezifischen Bindungsstellen und gleichzeitig sorgt Tween
fiir die Permeabilisierung der Zellmembran.

Tab. 2-5:  Zusammensetzung verwendeter Puffer bei der Inmunfluoreszenzfarbung (IF).

Puffer Zusammensetzung
Natrium-Citrat Puffer Losung A:
(9 ml Losung A und 0.1 M Citratséure-Losung (21 g
41 ml Lésung B) Citratsaure-Monohydrat, 100 ml
bidest. Wasser)
Losung B:

0.1 M Natrium-Citrat-Losung (29.4 g
Trinatrium Citrat Dihydrat, 100 ml
bidest. Wasser)

Blockpuffer 10 % Ziegenserum (in PBS)
0.01 % Tween

Im Anschluss daran wurden die Primérantikdrperlosungen mit der entspre-
chenden Verdiinnung in Blockpuffer aufgetragen und iiber Nacht bei 4° C in
einer Feuchtekammer inkubiert. Wahrend der Férbung muss stets darauf
geachtet werden das ausreichend Fliissigkeit verwendet wird, damit die
Schnitte nicht austrocknen. Nachdem die Proben erneut mit PBS gewaschen
wurden, konnte der Auftrag der Sekunddrantikorperldsung sowie die Co-
Farbung des Zellkerns (DNA) mit DAPI (1:5000 in Blockpuffer) und

84



2.4 Auswertung Zellkulturexperimente

a-Tubulin (1:1000 in Blockpuffer) erfolgen (1 h bei RT in der Feuchtekam-
mer). Am Ende wurden die Objekttriger mit Mowiol 4-88 (versetzt mit
DABCO 25 mg/ml) eingebettet und bei 4 °C lichtgeschiitzt aufbewahrt.

85






3  Ergebnisse

Im Folgenden Kapitel werden die Ergebnisse zur Materialcharakterisierung
der unterschiedlichen Cryogelstrukturen und Seidenfibroingeriiste dargestellt
und deren Eignung als Zellgeriisttrager fiir etablierte humane Prostatakrebs-
zellen untersucht. Die Protokolle zur Synthese der Cryogele und Seidenfibro-
ingeriiste wurden in den Kapiteln 2.1 und 2.2 ausfiihrlich beschrieben.
Veranderungen dort aufgefithrter Parameter, wie z.B. Gefrierzeit, Tempera-
tur, Konzentrationen eingesetzter Chemikalien, werden an den betreffenden
Stellen genannt.

Im sich anschlieBenden Kapitel wird die Tauglichkeit der hergestellten
Cryogelstrukturen und Seidenfibroingeriisten hinsichtlich der dreidimensio-
nalen Kultivierung der epithelialen Prostatakrebszelllinien LNCaP und PC3
untersucht. Dabei steht unter anderem die Zellwachstumsrate, die
Sphéroidformation und -verteilung sowie die Reaktion im Zuge der Hormon-
behandlung im Fokus.

3.1 Veranderung verschiedener
Prozessparameter und Wirkung
auf die Cryogelstruktur

Im ersten Teilabschnitt dieses Kapitels (3.1.1) wird der Fragestellung nach-
gegangen, ob unterschiedliche Konzentrationen der Ausgangskomponenten,
Alginat (hier: Natriumalginat), Gelatine und Hydroxyethylmethacrylat
(HEMA), die charakteristischen Eigenschaften der Cryogele (Kapitel 2.3)
verdndern und auf diese Weise eine spezifische Kontrolle iiber die Gertist-
struktur zulassen. Im Speziellen wird sich mit der Thematik auseinanderge-
setzt, in welchem MaBe die einzelnen Reaktionskomponenten die spezifi-
schen Merkmale, wie Porengr6Be und -form, mechanische Stabilitdt und
Formbarkeit beeinflussen. Wéhrend der Synthesen blieben die in Kapitel 2.1
beschriebenen Prozessparameter (Gefrierzeit von 24 h bei einer Temperatur
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von -21 °C) sowie die Menge des Cross-Linkers Polyethylenglycoldiacrylat
(PEGda) und deren Polymerisationsinitiator Ammoniumperoxidsulfat (APS)
und Katalysator Tetramethylethylendiamin (TEMED) konstant. Es wurde
lediglich die Konzentration der Grundsubstanzen veréndert.

Im darauffolgenden Kapitel (3.1.2) wird die Frage diskutiert, auf welche
Weise die Reaktionszeit bzw. -temperatur und die Quervernetzung im Zuge
der Polymerisation, die typischen Cryogeleigenschaften formen. Die hierfiir
verwendete Materialzusammensetzung wird an gegebener Stelle erldutert.

3.1.1 Einfluss materialspezifischer Eigenschaften

In diesem Kapitel werden zwei unabhingige Experimente betrachtet, welche
mit Hilfe der Kennziffern 1 und 2 unterschieden werden. Ausgehend von der
Studie von Singh et al. [Sin2013] wurden im ersten Experiment Cryogele,
basierend auf den natiirlichen Substanzen Alginat und Gelatine sowie dem
synthetischen Polymer HEMA, mit unterschiedlichen Konzentrationen
angesetzt. Ziel des zweiten Experimentes war die Untersuchung der einzel-
nen Reaktionskomponenten und deren Einfluss ihrer An- bzw. Abwesenheit
auf die Cryogeleigenschaften. Hierfiir wurde die Cryogelvariante mit dem
hochsten Anteil an Alginat und Gelatine (je 200 mg/ 10 ml) ausgewdihlt
(Probe C3 aus Experiment 1), welche die Auswirkungen durch Fehlen dieser
Substanzen eindeutiger aufzeigen kann.

Als Erstes werden die Ergebnisse zur physikalischen Charakterisierung der
einzelnen Cryogele aufgefiihrt. Der Schwerpunkt liegt auf den strukturellen
Merkmalen des Porensystems, wie z.B. Porengrofle und -form sowie den
daraus resultierenden mechanischen Eigenschaften.

EXPERIMENT 1

Im nachfolgenden Experiment bilden vier unterschiedliche Cryogelzusam-
mensetzungen den Ausgangspunkt zur Untersuchung der pordsen Eigen-
schaften sowie des Schwell- und Elastizititsverhaltens. Innerhalb dieser
Cryogele, mit der Bezeichnung C1 bis C4, dndern sich die Mengenverhéltnis-
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se der Reaktionskomponenten. Letzteres wird in der Tabelle 3-1 aufgefiihrt.
Dabei wird zunéchst eine ansteigende Konzentration der natiirlichen Bestand-
teile von 50 bis auf 200 mg je 10 ml untersucht (C1 bis C3) und anschlieBend
die Menge an HEMA verdoppelt (C4). Entsprechend der Menge an Alginat
und Gelatine wurde die Konzentration von Glutaraldehyd (GA) als Cross-
Linker angepasst (Tab. 3-1).

Tab. 3-1:  Zusammensetzung der Cryogelstrukturen C1 bis C4 bezogen auf ein Ausgangs-
volumen von 10 ml. Die Konzentrationen fir APS (0.5 % w/v) und TEMED
(0.1 % v/v) blieben in allen Variationen stets konstant. Die Konzentration von GA
wurde entsprechend der Alginat- bzw. Gelatine-Konzentration angepasst. Der
zugehorige Syntheseprozess wird in Kapitel 2.1 beschrieben.

Cryogel  Alginat Gelatine GA HEMA PEGda
Cl 50 mg 50 mg 25 pl 350 pl 500 pl
C2 100 mg 100 mg 50 ul 350 pl 500 pl
C3 200 mg 200 mg 62.5ul 350 pl 500 pl
C4 50 mg 50 mg 25 ul 700 pl 500 pl

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie konnte ein visueller Eindruck der
3D Porenstruktur der synthetisierten Cryogele erstellt werden (Abb. 3-1).
Diese Methode wurde stets als Kontrolle bei einer Neusynthese durchgefiihrt.
Auf diese Weise kann die Beschaffenheit des Porensystems sowie die Po-
renmorphologie im trockenen Zustand untersucht werden. Es sollte jedoch
bedacht werden, dass sich die Porenform durch den Wasserverlust wahrend
der Trocknung dndert und aus diesem Grund eine alleinige Interpretation der
Mikroskopbilder nicht aussagekréftig ist. Dennoch ist zu erkennen, dass die
Cryogelproben C1 und C2 sich beziiglich ihrer Porenstruktur nur unwesent-
lich voneinander unterscheiden, obwohl eine Verdopplung der Alginat- bzw.
Gelatine-Menge von 50 mg auf 100 mg (bezogen auf 10 ml Gesamtvolumen)
vorgenommen wurde. Die Porensysteme beider Cryogele wirken durch die
unstrukturierte Anordnung kleinerer Poren sehr inhomogen und weisen bei
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einer hoheren VergroBerung dicke Porenwinde mit kleineren Einschliissen
auf, welche bei C2 etwas ausgeprigter sind (Abb. 3-1). Im Vergleich zu C1
und C2, weist C3 mit der hochsten Konzentration an natiirlichen Komponen-
ten (2 % w/v) sichtbar gréfere Poren auf, welche von glatten Porenwénden
umgeben sind. Diese verlaufen nahezu parallel zueinander und bilden mit den
senkrecht durchziehenden diinnen Porenwinden einen wabendhnlichen
Aufbau. Im Gegensatz dazu zeigt C4, mit der hochsten Konzentration an
HEMA (7 % v/v), eine sehr dichte und kleinporige Morphologie. Grofere
Abstinde zwischen den Porenwinden werden ebenfalls durch fadenéhnliche
Strukturen zusammengehalten und erinnern an das charakteristische Merkmal
der Porenstruktur von Probe C3 (Abb. 3-1). Erst mit einem Alginat bzw.
Gelatine-Anteil von 200 mg/ 10 ml (C3) wurde ein signifikanter Unterschied
zu den Cryogelproben mit reduzierter Konzentration der natiirlichen Kompo-
nenten (0.5 % w/v (C1) bzw. 1 % w/v (C2)) erfasst.

90



3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

91



3 Ergebnisse

Abb. 3-1:  Untersuchung der Porenstruktur auf Basis hochauflosender Mikroskopaufnahmen
(Experiment 1). REM-Aufnahmen der Cryogele C1 bis C4 in 35facher (linke Spal-
te; Maflstabsbalken 500 pm) und 100facher (rechte Spalte; Mafstabsbalken
200 pum) VergroBerung. Die Proben wurden vor der Messung bei RT getrocknet
und anschliefend mit Silber-lonen bestdubt. Auf diese Weise konnen Aufladungs-
effekte vermieden werden.

Mit zunehmender Monomerkonzentration im Reaktionsgemisch (C1 bis C3)
wird eine dichtere und kompaktere Porenwandstruktur erzeugt, welche
jedoch gleichzeitig die Homogenitit des Cryogelaufbaus verbessert. Letztge-
nanntes wird zusitzlich durch den Anteil der natiirlichen Substanzen (Alginat
& Gelatine) maBgeblich beeinflusst.

Mit Hilfe der Anstromquelle Karlsruhe wurde die innere Porenstruktur der
Cryogelprobe C3 untersucht und die entstandenen Tomographie-Aufnahmen
in Abbildung 3-2 dargestellt. Die Tomographieexperimente wurden an der
TOPO-TOMO Beamline durchgefiihrt und dienten zum Nachweis der Poren-
interkonnektivitdt. Letztere gewihrleistet die Verteilung der Zellen innerhalb
der gesamten Cryogelstruktur und sichert zudem die Versorgung mit Nahr-
und Sauerstoffen. Erst die Bestitigung eines durchgehenden und verbunde-
nen Porennetzwerkes erfiillt die Anforderungen an ein Modellsystem fiir die
3D Zellkultivierung.

Die Aufnahmen basieren auf 3.000 Projektionen (pro Tomographieexperi-
ment) und wurden mit Hilfe verschiedener Software zu einem dreidimensio-
nalen Bild rekonstruiert. Der rechte Tomographiescan stellt einen Quer-
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

schnitt aus der Probenmitte dar, wodurch gezeigt wird, dass das Porensystem
ohne Unterbrechungen durch den Probenkorper verlauft (Abb. 3-2). Auf
diese Weise wird auch die charakteristische Porenform erkennbar, welche
zuvor mittels Rasterelektronenmikroskopie aufgenommen werden konnte
(vgl. Abb. 3-1). Im Zuge des Trocknungsvorganges kam es auch hier zu einer
Formverdnderung der Poren, wodurch die Gesamtstruktur inhomogener
wirkte (Abb. 3-2). Generell spiegeln sich die REM-Aufnahmen aus Abbil-
dung 3-1 in den erstellten Tomographie-Aufnahmen wieder und bekréftigen
die morphologischen Merkmale, welche bisher nur oberflachlich charakteri-
siert werden konnten.

Abb. 3-2:  Roéntgen-Mikrocomputertomographie (Mikro-CT)-Aufnahmen der Porenstruktur
von Cryogelprobe C3. Mit Hilfe der 3D-Réntgenbildgebung konnte die Inter-
konnektivitdt der Porenstruktur analysiert werden. Die Proben wurden vor der Mes-
sung getrocknet und zerstérungsfrei untersucht. (MafBstabsbalken 200 um).

Die Ergebnisse zur quantitativen Analyse des Porensystems, welche sich auf
die erhobenen Daten der Quecksilberporosimetrie beziehen, sind in Abbil-
dung 3-3A und B dargestellt. Mit Hilfe dieser konventionellen Charakterisie-
rungsmethode wird unter Verwendung der nichtbenetzenden Fliissigkeit
Quecksilber, welche bei einem ansteigenden Druck in die getrockneten
Cryogele gepresst wird, unter anderem die Gesamtporositit, der Poren-
durchmesser und das Porenvolumen berechnet. Das angewandte Verfahren
bezieht sich dabei auf das in die Poren eindringende Quecksilbervolumen als
Funktion des aufsteigenden Druckes (sieche Kapitel 2.3.1). Die Mischungen
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3 Ergebnisse

Cl und C2 weisen dhnliche Porosititswerte (ca. 40 %) auf, woraus sich
anndhernd gleiche Werte zum Porendurchmesser (ca. 30 pm) und Porenvo-
lumen (entspricht dem Gesamtintrusionsvolumen; ca. 500 mm?/g) ergeben
(Abb. 3-3A).
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Abb. 3-3:  Quantitative Charakterisierung des Porensystems mittels Quecksilberporosimetrie.
A) Bestimmung der Gesamtporositit als Verhidltnis zwischen Porenvolumen und
Rohvolumen. B) Ermittlung des Medianes Porendurchmessers und Porenvolumen
(Gesamtintrusionsvolumen) im Zuge der Porosimetrie-Messungen. Die Werte ent-
sprechen dem Mittelwert aus je vier unabhéngigen Messungen und die Fehlerbal-
ken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten
T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Des Weiteren lassen sich Parallelen zwischen den REM-Aufnahmen von C4
und den Kalkulationen aus den Daten der morphologischen Untersuchung
mittels Quecksilberporosimetrie ziehen. Auf Grund der kleinporigen Struktur
wurde bei der Cryogelprobe C4 eine Porositdt von 60 % gemessen, welche
den hochsten Wert unter den Cryogelvarianten représentiert. Dariiber hinaus
wurde im Vergleich zu den Proben C1 und C2 bei C4 das Dreifache an
Porenvolumen (~ 1.200 mm?®g) sowie die Hélfte an Porendurchmesser
ermittelt (~ 10 um). Die sichtbar groleren Poren der Cryogelprobe C3, mit
dem hoéchsten Anteil an natiirlichen Bestandteilen (Alginat & Gelatine),
spiegeln sich auch in den Werten aus Abbildung 3-3B wider. Mit einem
Porendurchmesser von 60 um ist dieser im Verhiltnis zu den iibrigen Proben
(~ 22 pm) um ein vielfaches héher. Die hohe Monomerkonzentration der
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

Probe C3 und den daraus resultierenden glatten Porenwéinden ohne zusétzli-
che Einschliisse wirkt sich nachteilig auf die Gesamtporositdt und dem
entsprechenden Porenvolumen aus. Dennoch liegen auf diese Weisen Poren
mit einer ausreichenden Grofe zur Kultivierung von Zellsphdroiden vor.

Das untersuchte Schwellverhalten der Cryogelproben C1 bis C4 im Verlauf
der ersten zehn Sekunden wird in Abbildung 3-4 dargestellt. Dabei wurde
zunichst das Trockengewicht aller Proben ermittelt, welches anschlieSend als
Bezugspunkt zum Feuchtgewicht diente. Die Priifung des Verhaltens in
flissiger Umgebung ist eine notwendige Voraussetzung fiir zukiinftige
Zellkulturexperimente. Auf diese Weise kann die Aufnahme der Zellsuspen-
sion und die erforderlichen Néhrstoffe aus dem Néhrmedium sichergestellt
werden. Ersteres ist besonders entscheidend, da die Zellsuspension auf die
anndhernd trockenen Proben aufgetragen wird und sich innerhalb weniger
Sekunden im gesamten Cryogel verteilen soll. Zu diesem Zweck wurde nicht
nur die Schwellrate untersucht, sondern auch der Fliissigkeitsgehalt (hier:
Néhrmedium) der Proben berechnet (Tab. 3-2). Dabei weisen in beiden
Féllen die Cryogelproben C1 und C4 die hochsten Werte auf (Linienverlauf:
blau und lila, Abb. 3-4). Bezogen auf ihr Trockengewicht wurde nach 10 s
ein Fliissigkeitsgehalt im Bereich von 77 und 81 % gemessen (Tab. 3-2). Im
Gegensatz dazu erreichten die Proben C2 und C3 nur eine Verdopplung ihres
Gewichtes (Linienverlauf: rot und griin, Abb. 3-4). Das beschleunigte Quell-
verhalten der Cryogele in fliissiger Umgebung korreliert mit der hohen
Porositdt und dem daraus resultierenden Porenvolumen (Abb. 3-3A und B).
Neben C1 und C2, zeigt C4 (hochster Anteil an HEMA) mit dem groBten
Porenvolumen von 1.200 mm®/g auch die hochste Gewichtssteigerung nach
10 s (Tab. 3-2). Letzteres kann auf die pordsen Porenwinde zuriickgefiihrt
werden, welche zusétzlichen Raum fiir die Diffusion von Wassermolekiilen
schaffen. Im Gegensatz dazu weist C3 mit dem groften Porendurchmesser
(~ 60 pum), aber einem Porenvolumen von ca. 300 mm’/g die geringste
Schwellrate mit einem Fliissigkeitsgehalt von ca. 53 % auf (Abb. 3-4,
Tab. 3-2).
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Abb. 3-4:  Auswertung des Schwellverhaltens der Cryogele C1 bis C4 in Ndhrmedium. Es
wurde das Feuchtgewicht zu den Zeitpunkten t = 5, 10 s ermittelt und zum Tro-
ckengewicht bezogen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhin-
gigen Versuchen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Aus-
wertung erfolgte tiber den ungepaarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01,

#4%p<0.001.

Tab. 3-2:  Gewichtsentwicklung und Vergleich des Flissigkeitsgehaltes nach 10 s. Das
Ausgangstrockengewicht lag durchschnittlich bei einem Wert von 0.0221 +

4 6
Zeit [s]

0.0031g.
Cryogel Gewicht [g] Fliissigkeitsgehalt [%]
Cl 0.098 £0.01 80.87+2.27
C2 0.052+0.01 62.34+7.49
C3 0.052+0.01 53.80+3.74
C4 0.116 £0.01 77.29+0.23

Trotz der hydrophilen Eigenschaften von Alginat bzw. Gelatine zeigt sich mit
ansteigender Konzentration in den Cryogelproben C1 bis C3 keine entspre-
chende Reihenfolge der Schwelleigenschaften. Es konnte mit diesem Expe-
riment beobachtet werden, dass der Aufbau des Porensystems bzw. die
Porositdt der Porenwidnde mafgeblich das Schwellverhalten in fliissiger

Umgebung bestimmen.
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

Die mechanischen Eigenschaften der verschiedenen Cryogele wurden mit
Hilfe von Druckversuchen ermittelt und sind in Abbildung 3-5A und B
zusammengefasst. Zundchst wurden die Proben fiir mindestens 24 h in
Nahrmedium gelegt, wodurch die maximale Quellrate erreicht wurde. Die
Messung des E-Moduls wurde ausschlieSlich im geschwollenen Zustand
durchgefiihrt, da diese Werte ausschlaggebend fiir die nachfolgenden Zellex-
perimente sind. Mit Hilfe einer Zug-Druck Maschine der Firma ZwickRoell
wurde schlieBlich eine maximale Kraft von 1 N auf die Probenoberfliche
ausgeiibt. Gleichzeitig wurden Eindriickweg und Eindriickkraft aufgenom-
men und spiter zur Berechnung des E-Moduls sowie der Darstellung des
Spannungs-Dehnungs-Diagramms verwendet. Durch die Auswertung der
Elastizititen ist es moglich die gewebsédhnlichen Eigenschaften der Cryogele
nachzuweisen, zu bewerten und einzuordnen. Bei der Ausfithrung der Druck-
versuche konnten E-Module-Werte im Bereich von 25 bis 35 kPa erfasst
werden. Die grofite Differenz von 10 kPa wurde zwischen der Probe mit der
geringsten Konzentration an natiirlichen Bestandteilen (C1, 0.5 % w/v;
35 kPa) und der Probe mit dem hdchsten Anteil an natiirlichen Komponenten
(C3, 2 % w/v; 25 kPa) erfasst (Abb. 3-5A). Dieser Unterschied ist auch im
Spannungs-Dehnungs-Diagramm erkennbar (Abb. 3-5B). Mit zunehmend
gestrecktem Kurvenverlauf nimmt der linear elastische Bereich zu, was auf
ein Material mit erhohten elastischen Eigenschaften hindeutet. Im Gegensatz
zur Probe C3, zeigen die iibrigen Cryogele einen anndhernd identischen
Kurvenverlauf mit geringerem elastischem Bereich auf, welcher mit dem
erhohten E-Modul von durchschnittlich 30 kPa korreliert (Abb. 3-5A/B).
Trotz Ausbleiben von offensichtlichen Bruchstellen, wurden die Messungen
vor Erreichen der maximalen Kraft (1 N) abgebrochen und ausgewertet.

Die variierenden Konzentrationen der Reaktionskomponenten innerhalb der
Materialzusammensetzungen iiben nur einen begrenzten Effekt auf die
mechanischen Eigenschaften der Cryogele aus. Es wurde lediglich fiir die
Probe C3 ein signifikanter Unterschied berechnet. Letzteres kann auf die
GroBe und anndhernd gleichméfBige Verteilung der Poren zuriickgefiihrt
werden, welche wihrend des Druckversuches einen Grofteil der Energie
aufnehmen und auf diese Weise eine hohe Elastizitit des Materials
hervorrufen.
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Abb. 3-5: Bestimmung des E-Moduls der Cryogele Cl1 bis C4. A) Messung des
E-Moduls tiber Eindriickkraft (max. 1 N) und Eindriickweg (entspricht Langenén-
derung). B) Kurvenverlauf im Spannungs-Dehnungs-Diagramm wihrend der Kom-
primierung der Cryogele. Unter Erhéhung der Kraft wird diese iiber der verursach-
ten Langendnderung (hier: Hohendnderung) grafisch dargestellt. Dabei wird die
Léangenanderung auf die Anfangsldnge und die Kraft auf den Querschnitt des Kor-
pers im nicht-deformierten Zustand bezogen. Vor Messbeginn wurden die Proben
fir 24 h in Nahrmedium getrankt um die maximale Quellrate zu erreichen. Die
Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhédngigen Versuchen und die
Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den
ungepaarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Der Zusammenhang zwischen der Streckgrenze und der zugehorigen Léan-
genanderung, resultierend aus den Daten der Elastizititsmessungen, wird in
Abbildung 3-6 dargestellt. Die angegebene Streckgrenze bezeichnet diejenige
Spannung, bis zu der die Probe keine dauerhafte plastische Verformung
aufzeigt und nach Entlastung wieder in ihre urspriingliche Form zuriickkehrt.
Dieser Punkt, auch als Yield Punkt bezeichnet, kann mit Hilfe des jeweiligen
Spannungs-Dehnungs-Diagramms abgelesen werden. Neben der Spannung
wurde auch die jeweilige Langendnderung erfasst, d.h. der gemessene Ein-
driickweg bezogen auf die AusgangsmafBle. Auf diese Weise wird eine um-
fangreichere Auswertung der elastischen Eigenschaften ermoglicht. Generell
zeigen alle Proben bis zur Streckgrenze ein dhnliches Verformungsverhalten
mit einer Langendnderung im Bereich zwischen 8 und 10 % (Abb. 3-6).
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Beziiglich der dazugehorigen Spannungswerte traten grofere Unterschiede
auf. Im Gegensatz zu C1 und C4, weisen die Cryogelprobe C2 (Anteil von
100 mg/ 10 ml an Alginat und Gelatine) und C3 die geringsten Spannungs-
werte mit ca. 0.0020 N/mm? auf (Abb. 3-6).
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0,0036 20
£ 00027 15 =
z g
2 00018 l Lo 2
5 g
2 * :
] E
Z 0,0009 Fs =

0,0000 + 0

cl c2 3 c4

Abb. 3-6:  Bewertung der Streckgrenze und zugehérigen Langenénderung der Cryogele C1 bis
C4 im geschwollenen Zustand. Die Streckgrenze oder Yield Punkt wird als Uber-
gang vom linear elastischen Verhalten zum Auftreten erster plastischer Verformun-
gen betrachtet. Die prozentuale Angabe der Lingendnderung entspricht der Form-
verdnderung gegeniiber der Ausgangshohe (d = 3.5 mm). Die Werte entsprechen
den Mittelwerten aus drei unabhingigen Versuchen und die Fehlerbalken dem
Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test
Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Trotz des minimalen Unterschieds beziiglich der berechneten E-Module
zwischen C1 und C2, zeigt sich durch die Verdopplung des Mengenanteils an
Alginat und Gelatine eine verdnderte Formbarkeit. Verglichen dazu zeichnet
sich von der Cryogelprobe C3 (200 mg/ 10 ml Alginat und Gelatine) zu C4
(500 pl HEMA) eine stirkere Eindriickkraft ab, welche zu einer erhohten
Spannung von ca. 0.0035 N/mm? fiihrt (Abb. 3-6). Diese Tatsache korreliert
schlieBlich mit dem erhohten E-Modul der Probe C4 (~ 33 kPa) gegeniiber
der Cryogelprobe C3 (~ 24 kPa).
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EXPERIMENT 2

Basierend auf den Ergebnissen des Experiments 1, wurde als Ausgangsstruk-
tur fiir die nachfolgenden Untersuchungen die Materialzusammensetzung der
Cryogelprobe C3, mit dem hochsten Anteil an Alginat und Gelatine
(je 200 mg/ 10 ml) ausgewdhlt. Im Folgenden wurden die Hauptkomponen-
ten, Alginat (-A), Gelatine (-G) und HEMA (-H), nacheinander aus der
Cryogelsynthese entfernt und deren Fehlen und Einfluss auf die charakteristi-
schen Porenmerkmale sowie mechanischen Eigenschaften untersucht. Die
Zusammensetzung der neu ausgelegten Cryogele wird in Tabelle 3-3
aufgefiihrt.

Tab. 3-3:  Zusammensetzung der Cryogelstrukturen C3_5 bis C3.4 bezogen auf ein Ausgangs-
volumen von 10 ml. Die angepassten Konzentrationen basieren auf der Materialzu-
sammensetzung von C3, welche in den Diagrammen als Referenz angegeben wird.
Die Konzentrationen fiir APS (0.5 % w/v) und TEMED (0.1 % v/v) blieben in allen
Variationen stets konstant. Der zugehorige Syntheseprozess wird in Kap. 2.1
beschrieben. (-A (Alginat); -G (Gelatine); -H (HEMA)).

Cryogel Alginat Gelatine GA HEMA PEGda
C3 200 mg 200 mg 62.5 ul 350 pl 500 pl
C3-A - 200 mg 62.5 ul 350 pl 500 pl
C3-G 200 mg - 62.5 pl 350 pl 500 pl
C3-AG - - 62.5 ul 350 pl 500 pl
C3-H 200 mg 200 mg 62.5 pl - 500 pl

Die dreidimensionale Porenstruktur der verdnderten Cryogele ohne Alginat
(C3.4), ohne Gelatine (C3_), ohne Alginat & Gelatine (C3_,g) sowie ohne
HEMA (C3.j), wurden erneut mittels Rasterelektronenmikroskopie unter-
sucht und in Abbildung 3-7 zusammengestellt. Ausgehend von der Zusam-
mensetzung der Cryogelprobe C3 (Tab. 3-3) und deren charakteristischen
Merkmalen wurden die neu-synthetisierten Proben beurteilt.
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Durch die mikroskopischen Aufnahmen konnte zunichst der Einfluss der
einzelnen Komponenten auf die Porenstruktur und -beschaffenheit beurteilt
werden. C3_, weist sehr glatte Porenwénde auf, welche teils parallel zueinan-
der verlaufen und die gestreckten Poren einschlieen. Zum Teil treten diinne-
re Porenwinde auf, die die Poren nochmals unterteilen. Diese Struktur dhnelt
stark dem Porensystem von C3 in seiner urspriinglichen Zusammensetzung.
Demgegeniiber weist die Cryogelprobe ohne Gelatine (C3_g) einen inhomo-
generen Porenaufbau auf, welcher durch pordse und diinnere Porenwénde
gekennzeichnet ist (Abb. 3-7). Im Gegensatz zu den Proben C3_, und C3 g,
weisen die Cryogele ohne Alginat und Gelatine (C3_55) und ohne HEMA
(C3.y) einen dhnlichen pordsen Aufbau auf. C3_5g zeigt groBe und runde
Poren, welche durch glatte Porenwiande mit gleichméBiger Festigkeit umge-
ben sind. Verglichen dazu sind fiir C3. kleinere Poren charakteristisch,
welche von teils dicken Porenwinden umschlossen sind. Aufgrund der
Porenanordnung und -form von C3_,g und C3_y wirken diese bereits weicher
und elastischer.
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C3n

Abb. 3-7:  Untersuchung der Porenstruktur auf Basis hochauflosender Mikroskopaufnahmen
(Experiment 2). REM-Aufnahmen der Cryogele C3.4 bis C3.4 in 35facher (linke
Spalte: Mafstabsbalken 500 um) und 100facher (rechte Spalte: Mafistabsbalken
200 pm) VergroBerung. Die Proben wurden vor der Messung bei RT getrocknet
und anschlieBend mit Silber-Ionen bestéubt. Auf diese Weise konnen Aufladungs-
effekte vermieden werden.

Zur Beurteilung der Poreninterkonnektivitdt wurde mit Hilfe der Rontgen-
Mikro-CT am ANKA ein Abschnitt der Cryogelproben ohne Alginat (C3_,),
ohne Gelatine (C3_), ohne Alginat und Gelatine (C3_55) und ohne HEMA
(C3.1) gescannt und anschlieend eine 3D Aufnahme des Probenkdrpers
konstruiert. Die dreidimensionale Aufnahme und der zugehdrige zweidimen-
sionale Tomographiescan sind in Abbildung 3-8 dargestellt.

Kenntnisse zur Porenvernetzung innerhalb der Geriiststruktur bieten die
Maglichkeit potentielle Proben bereits vor der Zellkultivierung auszuschlie-
Ben oder ein bestimmtes Zellverhalten bzw. Sphéroidverteilung und -gré3e
darauf zuriickzufiihren. Die Tomographiescans der einzelnen Cryogelproben
korrelieren sehr gut mit den zuvor erstellten REM-Aufnahmen in
Abbildung 3-7.
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

C3n

Abb. 3-8: Rontgen-Mikro-CT-Aufnahmen der Porenstruktur. Mit Hilfe der 3D-
Réntgenbildgebung konnte die Interkonnektivitét der Porenstruktur analysiert wer-
den. Die Proben wurden vor der Messung getrocknet und zerstérungsfrei unter-
sucht. (Maf3stabsbalken 500 um).

Im direkten Vergleich zeigen die Proben C3_5 (ohne Alginat) und C3_; (ohne
HEMA) den kleinporigsten und homogensten Aufbau, wohingegen die
Cryogele C3. (ohne Gelatine) und C3_5g (ohne Alginat & Gelatine) iiber
groBBere Poren verfiigen, welche von dickeren Porenwénden umgeben sind.
Letzteres verursacht sehr dichte Probenbereiche, welche iiber wenige pordse
Stellen verfiigen (Abb. 3-8).

Grundsitzlich ist bei allen Cryogelen eine Vernetzung der Poren untereinan-
der erkennbar, welche sich durch die gesamte Geriiststruktur hindurchzieht.
Mittels der Untersuchungen zur Porenmorphologie konnten eindeutige
Unterschiede zwischen den strukturellen Merkmalen der urspriinglichen
Materialzusammensetzung der Cryogelprobe C3 (siche Abb. 3-1/3-2) gegen-
iiber den Proben mit verdnderter Zusammensetzung (Tab. 3-3) aufgezeigt
werden.

Basierend auf der quantitativen Charakterisierung des Porensystems mittels
Quecksilberporosimetrie wird die Gesamtporositit mit zugehdrigem Poren-
volumen (Gesamtintrusionsvolumen) in Abbildung 3-9 dargestellt. Vergli-
chen zu den REM- und Tomographie-Aufnahmen in Abbildung 3-7 und 3-8
erreicht die Cryogelprobe ohne Gelatine (C3_g) mit ndherungsweise 60 % den
hochsten Porositiatswert (Abb. 3-9). Dariiber hinaus verleihen die pordsen
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3 Ergebnisse

Porenwédnde der Struktur zusitzliches Hohlraumvolumen (~ 800 mm3/g),
welches gegeniiber den anderen Cryogelproben (zwischen 400 und
600 mm’/g) deutlich erhoht ist. Obendrein weist auch C3_, (ohne Alginat)
entgegen der urspriinglichen Zusammensetzung der Probe C3 (~ 30 %), eine
erhohte Porositét mit ca. 40 % auf (Abb. 3-9).
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Abb. 3-9:  Quantitative Charakterisierung des Porensystems mittels Quecksilberporosimetrie.
Bestimmung der Gesamtporositidt als Verhiltnis zwischen Porenvolumen
(Gesamtintrusionsvolumen) und Rohvolumen. Die Werte entsprechen dem Mittel-
wert aus je vier unabhdngigen Messungen und die Fehlerbalken dem Standardfeh-
ler. Die statistische Auswertung erfolgte liber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ
zur Referenzprobe C3, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Im Gegensatz dazu verringern sich die Porosititswerte der Cryogele ohne
Alginat & Gelatine (C3_.,g) sowie ohne HEMA (C3.) auf ca. 24 %. Mit
diesen Werten geht gleichzeitig ein geringeres Porenvolumen einher, welches
eine Differenz von knapp 100 mm®/g zur Referenzprobe C3 aufweist.

Zum einen bewirkte die Abwesenheit von Alginat (C3-,) und Gelatine (C3-g)
eine Erhohung der Porositit und andererseits wurde durch das Fehlen von
beiden Komponenten (C3-,5) sowie HEMA (C3-y) eine Verringerung der
Porositit bzw. des Porenvolumens hervorgerufen. Letzteres wird jedoch als
keine signifikante Verdnderung aufgefiihrt.

Mit Hilfe der erfassten Schwellraten in einem Zeitraum von 10 s wurde der
Einfluss der neu entwickelten Materialzusammensetzung inkl. verdnderter
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

Porenstruktur auf die Absorption von Fliissigkeiten (Aier: Nahrmedium)
untersucht und in Abbildung 3-10 dargestellt. Im Gegensatz zu C3, weisen
die Proben C3-, (ohne Alginat) und C3-,g (ohne Alginat & Gelatine) signifi-
kant erhohte Schwellraten nach 10 s in Nihrstoffmedium auf (2.5 bis
3.5fache gegeniiber dem Trockengewicht). Folglich ist der Fliissigkeitsgehalt
und das Feuchtgewicht annédhernd doppelt so hoch wie zur Referenzprobe C3
(~ 54 % mit 0.052 g) (Tab. 3-4). Daneben ruft das Fehlen von Gelatine
(C3-¢) keine relevanten Verdnderungen bzgl. des Schwellverhaltens und dem
Fliissigkeitsgehalt hervor, wohingegen die Anwesenheit von HEMA (C3-y)
zu einer Verschlechterung der Quelleigenschaften und somit zu einer gering-
fiigigen Gewichtszunahme in wiéssriger Umgebung fiihrte (Abb. 3-10,
Tab. 3-4).

51 -C3
C3-A
#C3-G

C3-H

Quelverhiltnis

Zeit [s]

Abb. 3-10: Auswertung des Schwellverhalten der Cryogele C3-A, C3-G, C3-AG und C3-H in
Néhrmedium. Es wurde das Feuchtgewicht zu den Zeitpunkten t =5, 10 s ermittelt
und zum Ausgangstrockengewicht bezogen. Die Werte entsprechen den Mittelwer-
ten aus drei unabhdngigen Versuchen und die Fehlerbalken dem Standardfehler.
Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur
Referenzprobe C3, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.
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3 Ergebnisse

Tab. 3-4:  Gewichtsentwicklung und Vergleich des Fliissigkeitsgehaltes nach 10 s.

Cryogel Gewicht [g]  Fliissigkeitsgehalt [%]

C3 0.052+0.01 53-80+3.74
C3.a 0.085+0.07 72.77+2.98
C3g 0.047 £ 0.009 54.12+8.83
C3.ac 0.088 £0.016 77.69 +5.32
C3y 0.030 + 0.003 40.00+4.63

Bezogen auf die Ergebnisse des Schwellverhaltens der verénderten Cryogel-
proben konnen nur begrenzt Zusammenhénge zu den ermittelten Porositéts-
und Porenvolumenwerten gezogen werden. Die deutlich erhdhte Schwellrate
von C3_, kann mit den nun freigelegten funktionellen Gruppen (NH, und
COO) von Gelatine in Verbindung gebracht werden, welche fiir eine gestei-
gerte Hydrophilie verantwortlich sind. Dagegen verursacht das Fehlen beider
Bestandteile (C3.5g) eine erhohte Fliissigkeitsaufnahme gegeniiber der
Referenzprobe C3 mit einem Gehalt an Alginat bzw. Gelatine von jeweils
2 % w/v. Durch den Verlust von Alginat und Gelatine kann eine gesteigerte
Fliissigkeitsabsorption iiber HEMA erfolgen, welches ebenfalls fiir hervorra-
gende Quelleigenschaften bekannt ist. Dagegen wurde in Abwesenheit von
Alginat (C3.) und im speziellen von HEMA (C3y) ein reduzierteres
Schwellverhalten in Ndahrmedium festgestellt. Diese Beobachtung kann auf
eine besondere Rolle von HEMA wihrend der Fliissigkeitsaufnahme zuriick-
gefiihrt werden, da durch die Abwesenheit beider natiirlicher Komponenten
(C3_4g) bzw. HEMA (C3.j) die bedeutendsten Verdnderungen hinsichtlich
des Schwellverhaltens bewirkt wurden.

Die Ergebnisse der Druckversuche zur Untersuchung der mechanischen
Eigenschaften nach Verinderung der urspriinglichen Komponentenzusam-
mensetzung wurden entsprechend der vorhergehenden Methoden ermittelt
und sind in den Abbildungen 3-11A und B zusammengestellt. Angesichts der
berechneten E-Module aus der Steigungsgeraden des linear elastischen
Bereichs der Spannungs-Dehnungs-Kurve (Abb. 3-11B) konnen die unter-
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schiedlichen Cryogele in zwei Gruppen unterteilt werden. Die E-Module der
Cryogelproben ohne Alginat (C3_,) und Gelatine (C3_) liegen im selben
Wertebereich wie die Referenzprobe C3 in seiner Ausgangszusammenset-
zung (25 bis 30 kPa). Dagegen bewirkt das Fehlen der natiirlichen Bestand-
teile (C3.ag) und HEMA (C3.y) eine Verringerung des E-Moduls um die
Halfte (~ 15 kPa) (Abb. 3-11A).
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C3-AG
= 0,012
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Abb. 3-11: Bestimmung des E-Moduls der Cryogele C3.5, C3., C3.a¢ und C3y.

A) Messung des E-Moduls iiber Eindriickkraft (max. 1 N) und Eindriickweg (ent-
spricht Langenénderung). B) Kurvenverlauf im Spannungs-Dehnungs-Diagramm
wihrend der Komprimierung der Cryogele. Unter Erhohung der Kraft wird diese
iiber der verursachten Langenédnderung (hier: Hohendnderung) grafisch dargestellt.
Dabei wird die Langenénderung auf die Anfangslinge und die Kraft auf den Quer-
schnitt des Korpers im nicht-deformierten Zustand bezogen. Vor Messbeginn wur-
den die Proben fiir 24 h in Ndhrmedium getrankt um die maximale Quellrate zu er-
reichen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhéngigen Versuchen
und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte tiber
den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Referenzprobe C3, * p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001.

Die erhohte Elastizitdit von C3.p zeigt sich ebenfalls im Spannungs-
Dehnungs-Diagramm, in welchem die Kurve nahezu parallel zur x-Achse
verlduft und folglich einen groBen linear elastischen Bereich reprisentiert
(Abb. 3-11B). Unter Beriicksichtigung der berechneten E-Modul-Werte
lassen sich Verbindungen zur materialspezifischen Porositdt erkennen. C3_4
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3 Ergebnisse

(ohne Alginat) und C3_ (ohne Gelatine) weisen aufgrund ihrer erhdhten
Porositit (~ 60 %) und Porenvolumen (~ 800 mm?/g) eine verbesserte Stabili-
tit auf, welche sich schlielich in einem gréBeren E-Modul (~ 30 kPa) duf3ert.
Im Gegensatz dazu spiegelt sich die geringe Porositit (~ 25 %) von C3_ g
(ohne Alginat & Gelatine) und C3.y (ohne HEMA) in einem weichen und
elastischen Verhalten wider (Abb. 3-11A). Die Destabilisierung der Cryogel-
proben durch die Abwesenheit von Alginat & Gelatine sowie von HEMA
reprasentiert die Rolle der Bestandteile fiir die mechanische Festigkeit der
Geriiste. Letztgenanntes wird auBlerdem durch die Ergebnisse der Proben
C3_4 und C3_g bekriftigt. Dabei verweist die Verringerung des E-Moduls von
HEMA auf die gesonderte Stellung innerhalb des Cryogelaufbaus, welcher
allein durch die Komponenten Alginat und Gelatine nicht in seiner urspriing-
lichen Form aufrechterhalten werden kann.

Das mechanische Verhalten wihrend der Druckversuche wird durch die
Relation zwischen Streckgrenze, entspricht der Eindriickkraft, und Lén-
gendnderung, entspricht dem Eindriickweg, detaillierter beschrieben und in
Abbildung 3-12 grafisch dargestellt. Auf diese Weise kann die Auswirkung
der verdnderten Materialzusammensetzung auf ihre Dehnbarkeit untersucht
werden. Die Langendnderung bis zur Streckgrenze der Proben C3_, (ohne
Alginat) und C3_ (ohne Gelatine) liegt zwischen 6 und 8 %, was dem Wer-
tebereich von C3 in seiner urspriinglichen Zusammensetzung entspricht
(Abb. 3-12). In diesem Bereich treten ausschlieBlich elastische Verformung
ohne plastische Deformierungen auf. Dagegen unterscheiden sich die jeweili-
gen Spannungen der Proben und nehmen von C3_, (0.0035 N/mm?) zu C3.g
(ohne Gelatine, 0.0025 N/mm?) um 0.0010 N/mm? ab (Abb. 3-12).

Dieser Verlauf charakterisiert die materialspezifischen Elastizitdtseigenschaf-
ten der Cryogelproben, d.h. das Erreichen der Streckgrenze bei erhdhter
Eindriickkraft (vgl. C3_4 bis C3.g, Abb. 3-12) weist auf eine Zunahme des
E-Moduls hin (Abb. 3-11A). Im Gegensatz dazu zeigen die Proben ohne
Alginat & Gelatine (C3_,g) und ohne HEMA (C3_j) eine umgekehrte Reakti-
on. Fiir die Streckgrenze wurde eine Spannung von 0.0018 N/mm?2 ermittelt,
welche  deutlich  niedriger als die {brigen Proben  ausfillt
(Abb. 3-12). Gleichzeitig wurde eine hohere Stauchung (~ 15 %) bezogen auf
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

die Ausgangsmalle erreicht, was schlieSlich mit den niedrigen E-Modul-
Werten von ca. 15 kPa korreliert (Abb. 3-11A).

0,0045 1 m Streckgrenze [N/mm?] @ Lagenanderung [%) 25
0,0036 4 r20
0,0027 4 I rls

0,0018 4 # I F10

Lingenidnderung [%)]

0,0009 4 * rs

Streckgrenze [N/mm?]

0,0000 - T T 0
c3 C3-A -G C3-AG C3-H

Abb. 3-12: Bewertung der Streckgrenze und zugehorigen Langendnderung der Cryogele C3.4,
C3., C3.46 und C3. im geschwollenen Zustand. Die Streckgrenze oder Yield
Punkt wird als Ubergang vom linear elastischen Verhalten zum Auftreten erster
plastischer Verformungen betrachtet. Die prozentuale Angabe der Langendnderung
entspricht der Formverdnderung gegeniiber der Ausgangshohe (d = 3.5 mm). Die
Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhdngigen Versuchen und die
Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den
ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Referenzprobe C3, * p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001.

3.1.2 Einfluss von Syntheseparametern

In diesem Kapitel werden die Wirkung der Reaktionszeit und der Temperatur
sowie der Einfluss der Quervernetzung der Polymerketten untersucht und in
einen Kontext mit den spezifischen Struktureigenschaften gesetzt. Dabei wird
zunédchst die Gewichtung der Synthesetemperatur gepriift (Experiment 3),
welche im Allgemeinen -21 °C betrdgt (siche Kapitel 2.1). Aufgrund der
Temperaturen unterhalb des Gefrierpunktes wird die Entstehung eines Zwei-
phasensystems ermoglicht, welches die Voraussetzung zur Bildung eines
pordsen 3D Netzwerkes darstellt. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde
anschlieBend neben der Gefriertemperatur auch die Gefrierzeit verdndert
(Experiment 4). Abgesehen von der Temperatur und Reaktionszeit, stellt die
Verlinkung der Polymerketten wéhrend der Entwicklung der Porenstruktur
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3 Ergebnisse

einen wichtigen Prozessschritt dar. Demzufolge wird dieser Effekt am Ende
des Kapitels untersucht.

EXPERIMENT 3

In diesem Experiment wurden die Auswirkungen von verschiedenen Synthe-
setemperaturen (RT, +4 °C, -21 °C und -80 °C) bei konstanter Reaktionszeit
von 24 h iiberpriift. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse aus Kapitel 3.1.1
wurden die Materialzusammensetzung und die jeweiligen Konzentrations-
verhdltnisse der Cryogelprobe C3 verwendet. Gleichzeitig vertritt diese als
Referenzstruktur die Synthese bei -21 °C, welche der festgesetzten Gefrier-
temperatur aus dem Standardprotokoll von Kapitel 2.1 entspricht. Die Syn-
these bei RT und +4 °C reprisentiert zudem die Hydrogelvariante bei glei-
cher Materialzusammensetzung und wurde an dieser Stelle ebenfalls
detaillierter untersucht. Die grundsétzlichen Unterschiede zwischen Cryoge-
len und Hydrogelen wurden in Kapitel 1.3.2 beschrieben.

Mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops wurden die Oberflachenstrukturen
der bei RT und +4° C sowie bei -80 °C hergestellten Proben untersucht und
in Abbildung 3-13 dargestellt. Die REM-Aufnahmen der Synthesen bei RT
und +4 °C zeigen die typischen Merkmale eines polymeren Gels, welches bei
einer Temperatur oberhalb des Gefrierpunktes (t = 0 °C) hergestellt wurde
(entspricht der Hydrogelvariante). Verglichen zur charakteristischen Poren-
struktur der Cryogelprobe C3 bei -21 °C, sind bei den Hydrogelen (bei RT
und bei +4 °C) keine Poren sichtbar und ausschlie8lich eine dichte homogene
Oberfldache zu erkennen (Abb. 3-13).
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C3 gy C3 140c

Abb. 3-13: Untersuchung der Porenstruktur auf Basis hochauflosender Mikroskopaufnahmen
(Experiment 3). REM-Aufnahmen der Hydrogele (RT bzw. +4 °C) und Cryogele
bei (-21 °C (C3) bzw. -80 °C) in 40facher VergroBerung (Mafstabsbalken 500 pm).
Die in Kapitel 3.1.1 hergestellte Cryogelprobe C3 stellt die Referenzstruktur dar.
Die Proben wurden vor der Messung bei RT getrocknet und anschlieBend mit Sil-
ber-Ionen bestdubt. Auf diese Weise konnen Aufladungseffekte vermieden werden.

Auf diese Weise konnte der visuelle Beweis erbracht werden, dass der
Gefriervorgang wihrend der Cryogelsynthese der entscheidende Schritt zur
Erzeugung eines hochpordsen Netzwerkes im Mikrometerbereich ist und
gleichzeitig den wesentlichen Unterschied zwischen Hydrogel und Cryogel
darstellt. Im Gegensatz zur Gefriertemperatur bei -21 °C (bei Probe C3 o),
werden die  Porenwdnde mit abnehmender  Gefriertemperatur
(-80 °C) schmaler und sichtbar instabiler. Im Zuge der Trocknung bei RT
kommt es zu einem signifikanten Strukturverlust und der Zusammenlagerung
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einzelner Porenwénde, sodass eine optische Trennung zwischen Porenwén-
den und Poren nicht mehr moglich ist (Abb. 3-13).

Die ermittelten Ergebnisse zur Porosititsuntersuchung mit Hilfe der Ge-
wichtsanalyse (Gravimetrie) sind in Abbildung 3-14A dargestellt und werden
durch Fotografien zu den einzelnen Gelvarianten erginzt (Abb. 3-14B). Im
Rahmen der gravimetrischen Messungen wurden aus den Abmalien der Probe
das Gesamtvolumen und aus der Feststoffdichte und Masse der Probe das
Feststoffvolumen bestimmt. Nach 1 h in 100 % Ethanol wurde erneut das
Gewicht der Probe gemessen und konnte nun zu den anderen Werten in
Bezug genommen werden. Im Vergleich zu C3,oc, liegen die
Porositiatswerte der Proben C3rr und C3,4.¢ sowie bei C3_gpec im Bereich von
ca. 30 %, d.h. ein Drittel gegeniiber dem ermittelten Wert (= 80 %) der
Referenzprobe (Abb. 3-14A). Diese Berechnungen korrelieren mit den
vorangegangenen  REM-Aufnahmen und den  Fotografien aus
Abbildung 3-14B. Letzteres zeigt die verschiedenen Hydro- und Cryogele im
vollstdndig aufgequollenen (ohne vorherige Trocknung) und getrockneten
Zustand. Im Gegensatz zu den Proben bei RT bzw. +4 °C (Hydrogele) und
der Cryogelprobe C3 gp-c ist die pordse Struktur bei einer Synthesetemperatur
von -21 °C (C3) bereits optisch wahrnehmbar. Die Synthesetemperatur
oberhalb des Gefrierpunktes (RT bzw. +4 °C) im Zusammenhang mit dem
Ausbleiben der Eiskristallbildung bewirkte nicht nur optische Unterschiede,
sondern fiihrte aulerdem zu einer deutlich reduzierten Gesamtporositit, wie
sie bereits aus den REM-Aufnahmen vermutet werden konnte (Abb. 3-14A
und B). Mit zunehmender Gefriertemperatur setzt die reaktionstypische
Eiskristallformung ein und die Polymerisationsgeschwindigkeit verzogert
sich, woraus ein Anstieg der Porosititswerte resultiert. Allerdings verursacht
eine Gefriertemperatur oberhalb von -21 °C eine deutliche Verringerung der
Polymerisationsrate und somit einen unzureichenden Aufbau des polymeren
Netzwerkes.
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A) B)
100 4 * BC3RT
HC3 +4°C
75 A 0C3-21°C
0C3 -80°C

0 T T T

C3RT C3 +4°C C3-21°C (€3 -80°C

Porositit [%]

Abb. 3-14: Quantitative Charakterisierung des Porensystems mittels gravimetrischer Messme-
thode. A) Werte zur Gesamtporositit aus den gravimetrischen Messungen. Auf-
grund des Strukturverlustes der Proben war eine Messung nach herkdmmlichen
Verfahren (Quecksilberporosimetrie) nicht moglich. Die Werte entsprechen dem
Mittelwert aus je drei unabhéngigen Messungen und die Fehlerbalken dem Stan-
dardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte liber den ungepaarten T-Test Typ 2
relativ zur Probe bei RT, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. B) Fotografien der
Hydro- und Cryogele im vollstindig geschwollenen (1.) und getrockneten Zustand

(r.).

Die Ergebnisse zum Schwellverhalten in Nahrstoffmedium werden in Abbil-
dung 3-15A dargestellt und durch Fotografien der geschwollenen Gele nach
10 s und im trockenen Zustand erginzt (Abb. 3-15B). Entsprechend der
Porositdtsmessungen der Cryogelprobe C3 (-21 °C, ~ 80 %) in Abbildung
3-14A, ist die Schwellrate ebenfalls um das Dreifache gegeniiber den anderen
Werten erhoht. Dagegen weisen die Schwellraten der Hydrogele bei RT und
bei +4 °C anndhernd identische Werte gegeniiber den Proben C3 _gpoc auf
(Abb. 3-15A). Dieses Verhalten kann ebenfalls auf die niedrigen
Porosititswerte, die zwischen 25 und 30 % liegen, zuriickgefiihrt werden
(Abb. 3-14A). Die im Quelldiagramm dargestellten Ergebnisse konnen durch
die Fotografien in Abbildung 3-15B visuell bestitigt werden. Im Gegensatz
zur Hydrogelsynthese bei RT und bei +4 °C, quellen die zuvor getrockneten
Cryogele bei -21 °C (C3) und bei -80 °C sichtbar schneller auf. Nach 10 min
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in Ndhrmedium ist die Ausgangsform der Cryogele wieder anndhernd er-
reicht, wohingegen die maximale Quellrate der Hydrogele (RT bzw. +4 °C)
um ein Vielfaches ldnger dauert. Aus diesem Grund ist der visuelle Unter-
schied zwischen den geschwollenen und getrockneten Hydrogelproben
geringer (Abb. 3-15B).
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Abb. 3-15: Auswertung des Schwellverhalten in Nahrmedium. A) Es wurde das Feuchtgewicht
der Proben zu den Zeitpunkten t =5, 10 s ermittelt und zum Trockengewicht bezo-
gen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhéngigen Versuchen
und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber
den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Probe bei RT, * p<0.05, ** p<0.01,
**%p<0.001. B) Fotografien der Hydro- und Cryogele im geschwollenen Zustand
nach 10 s in Ndhrmedium (1.) und getrockneten Zustand (r.).

Die Ergebnisse zur Berechnung des E-Moduls auf Basis der Druckversuche
werden durch die grafische Darstellung der Porenwandstirke ergidnzt und in
Abbildung 3-16A und B zusammengestellt. Ausgehend von der Hydrogel-
probe bei RT ist deutlich zu erkennen, dass ein signifikanter Unterschied zur
Synthese bei +4 °C sowie den Cryogelproben bei -21 °C (C3) und -80 °C
besteht. Daraus ergibt sich eine maximale Differenz von {iber
20 kPa, welche den Unterschied zwischen der Probe C3 (-21 °C) mit
ca. 25 kPa und der Cryogelvariante bei -80 °C mit ca. 2 kPa reprisentiert.

Die Werte der Porenwanddicke von C3_,,.c und C3_gpoc wurden mit Hilfe der
REM-Aufnahmen ermittelt und als charakteristisches Merkmal zur Erklarung
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des elastischen Verhaltens der Proben hinzugezogen. Die erhdhte
mechanische Festigkeit der Referenzstruktur C3 (-21 °C) gegeniiber den
Hydrogelen wird neben der Porositit auch durch verstdrkte Porenwinde
(~ 30 um) hervorgerufen (Abb. 3-16A und B). Gleichzeitig verringern die
diinneren Porenwénde (~ 17 pm), resultierend aus der Synthese bei -80 °C,
die Stabilitdt und Widerstandsfahigkeit der Probe, wodurch ein weicheres
Polymer entsteht (Abb. 3-16A). Der kompakte Autbau und die minimal
pordse Struktur der Hydrogele bei RT und bei +4 °C (Abb. 3-13),
verhinderten eine entsprechende Messung der Porenwinde im getrockneten
Zustand.
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Abb. 3-16: Bestimmung des E-Moduls und der Porenwanddicke. A) Messung des
E-Moduls tiber Eindriickkraft (max. 1 N) und Eindriickweg (entspricht Langenén-
derung). Unter Erhohung der Kraft wird diese {iber der verursachten Langenénde-
rung (hier: Hohendnderung) grafisch dargestellt. Dabei wird die Langenénderung
auf die Anfangsldnge und die Kraft auf den Querschnitt des Korpers im nicht-
deformierten Zustand bezogen. Vor Messbeginn wurden die Proben fiir 24 h in
Nahrmedium getrdnkt um die maximale Quellrate zu erreichen. B) Berechnung der
Porenwanddicke mittels Auswertung der REM-Aufnahmen der Proben. Eine Mes-
sung der Porenwinde war ausschlieBlich bei den Proben -21 °C (C3) und -80 °C
moglich. Die Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhéngigen Versu-
chen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolg-
te iiber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Probe bei RT, * p<0.05, **
p<0.01, ***p<0.001.
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3 Ergebnisse

Resultierend aus den durchgefiihrten Druckversuchen wird die berechnete
Streckgrenze und zugehorige Léngendnderung der Proben mit
unterschiedlichen Gefriertemperaturen in Abbildung 3-17A dargsetellt. Die
bei RT und bei +4 °C hergestellten Hydrogele weisen anndhernd identische
Léngendnderungen (~ 15 %) bei ungleichen Spannungen auf (0.0015 bis
0.0025 N/mm?, Abb. 3-17A). Dagegen dhnelt sich das elastische Verhalten
der Proben bei RT (Hydrogel) und bei -80 °C (Cryogel). Beide Materialien
weisen einen groflen linear elastischen Bereich (Ldngendnderung zwischen
15 und 20 %) bei kleinen Spannungen (~ 0.0015 N/mm?) auf, welche sich
von dem Hydrogel (+4 °C) und noch signifikanter von der Cryogelprobe C3
(-21 °C) unterscheidet (Abb. 3-17A).
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Abb. 3-17: Bewertung der Streckgrenze und zugehorigen Langendnderung im geschwollenen
Zustand. A) Die Streckgrenze und dazugehérige Léngenanderung der Hydrogele
(RT, +4 °C) und Cryogele bei (-21 °C (C3), -80 °C). Streckgrenze oder Yield Punkt
wird als Ubergang vom linear elastischen Verhalten zum Auftreten erster plasti-
scher Verformungen betrachtet. Die prozentuale Angabe der Lingendnderung ent-
spricht der Formverdnderung gegeniiber der Ausgangshéhe (d = 3.5 mm).
B) Kurvenverlauf im Spannungs-Dehnungs-Diagramm wihrend der Komprimie-
rung der Proben. Unter Erhohung der Kraft wird diese iiber der verursachten Lan-
gendnderung (hier: Hohendnderung) grafisch dargestellt. Dabei wird die Léngenén-
derung auf die Anfangsldnge und die Kraft auf den Querschnitt des Korpers im
nicht-deformierten Zustand bezogen. Vor Messbeginn wurden die Proben fiir 24 h
in Nahrmedium getrinkt um die maximale Quellrate zu erreichen. Die Werte ent-
sprechen den Mittelwerten aus drei unabhéngigen Versuchen und die Fehlerbalken
dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-
Test Typ 2, relativ zur Probe bei RT * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

Dieser Unterschied ist ebenfalls im Kurvenverlauf des Spannungs-Dehnungs-
Digramm in Abbildung 3-17B erkennbar. Im Gegensatz dazu zeigen die
Hydrogelprobe bei +4 °C und die Cryogelprobe C3 (-21 °C) einen deutlichen
Unterschied  hinsichtlich  der  auftreteneden = Materialstauchungen
(Abb. 3-17A). Die Streckgrenze liegt bei beiden Proben bei einer Spannung
von ca. 0.0025 N/mm? allerdings wurde bei der Probe C3.4c eine
Léagendnderung von 15 % gemessen, wohingegen die Cryogelprobe C3 ;oc
maximal die Hélfte erreichte (~ 8 %). Letzters korreliert mit einem erhdhten
Widerstand, die der ansteigenden Druckkraft entgegengesetzt wird und ist
zudem durch einen kleineren linear elastischen Bereich gekennzeichnet
(C3_31°c, Abb. 3-17B).

Generell weist die bei -80 °C hergestellte Cryogelprobe die maximalste
Léngenidnderung mit 20 % auf, was aus einer schnellen Verformung bei
gering ansteigender Eindriickkraft resultiert (entspricht dem kleinsten
E-Modul Wert in Abb. 3-16B). Dagegen lassen sich die Hydrogele,
synthetisiert bei +4 °C, mit gleichzeitig ansteigender Druckkraft stark
komprimieren (~ 15 %, Abb. 3-17A). Auf diese Weise konnte die maximale
Spannugn von 1 N erreicht werden, ohne das die Probe zerbrach oder sichtbar
plastische Verformungen auftraten (maximale Léngendnderung bei
IN: 48.56 % =+ 0.98). Die Temperaturabnahme auf +4 °C scheint keinen
sichtbaren Einfluss auf die Porenmorphologie hervorzurufen, aber dennoch
Auswirkungen auf die elastischen Eigenschaften auszuiiben.

EXPERIMENT 4

In diesem Experiment wurde neben der Gefriertemperatur auch die Reakti-
onszeit verdndert und deren Einfluss auf die charakteristische Porenstruktur
sowie der elastischen Eigenschaften {iberpriift. Basierend auf den Ergebnis-
sen aus Experiment 3, wurde die Synthesezeit von 24 h auf 1 und 5 h verrin-
gert und anschlieBend deren Wirkung an den Temperaturen -21 und -80 °C
untersucht. Letzteres entspricht dem Temperaturbereich in welchem es zur
Ausbildung der charakteristischen Porenstruktur von Cryogelen kommt
(Experiment 3). Die Cryogelvariante C3 (24 h bei -21 °C) wurde erneut als
Referenz verwendet.
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3 Ergebnisse

Die qualitative Untersuchung des Porensystems der Cryogele synthetisiert fiir
1 und 5 h bei -21 und -80 °C wurde mittels Rasterelektronenmikroskopie
durchgefiihrt und in Abbildung 3-18 zusammengefasst. Unabhéngig von der
Gefrierzeit nimmt die mechanische Stabilitdt der Cryogelproben mit
sinkender Gefriertemperatur ab. Letzteres spiegelt sich in den REM-
Aufnahmen der bei -80 °C hergestellten Proben in Abbildung 3-18 sowie in
den Aufnahmen in Abbildung 3-13 (24 h bei -80 °C) wieder.

1h 3o

Abb. 3-18: Untersuchung der Porenstruktur auf Basis hochauflosender Mikroskopaufnahmen
(Experiment 4). REM-Aufnahmen der Proben bei einer Synthese von 1 und 5 h bei
jeweils -21 und -80 °C in 40facher VergroBerung (Maf3stabsbalken 500 um). Die in
Kapitel 3.1.1 hergestellte Cryogelprobe C3 stellt die Referenzstruktur bei einer
Synthese von 24h und -21 °C dar. Die Proben wurden vor der Messung bei RT ge-
trocknet und anschliefend mit Silber-Ionen bestdubt. Auf diese Weise kénnen Auf-
ladungseffekte vermieden werden.
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

Charakterisierend hierfir sind die sehr diinnen Porenwéinde, welche sich
wihrend des Trocknungsvorgangs aufeinanderlegen. Im Gegensatz dazu ist
mit zunehmender Synthesezeit (1 bis 24 h) bei einer Gefriertemperatur von -
21 °C ein sich entwickelndes Porensystem mit deutlicher Abgrenzung zwi-
schen Poren und Porenwénden erkennbar (Abb. 3-13 und 3-18). Im Vergleich
zu den stirkeren und stabilen Porenwidnden nach einstiindiger Synthese,
scheinen die typischen Strukturmerkmale der Cryogelprobe C3 bei einer
Gefrierzeit von 5 h bereits sichtbar (Abb. 3-18). Dieser Unterschied be-
schriankt sich nicht nur auf die visuellen Ergebnisse, sondern konnte auch mit
Hilfe der Quecksilberporosimetrie aufgezeigt werden (Abb. 3-19). Dabei
wurde zwischen dem Porendurchmesser der Synthese bei 1 zu 5 h eine
Differenz von anndhernd 70 um gemessen, welche sich im jeweiligen Poren-
volumen (100 zu 300 mm?/g) entsprechend wiederholte.
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Abb. 3-19: Quantitative Charakterisierung des Porensystems mittels Quecksilberporosimetrie.
Bestimmung des Porendurchmessers (Median) und dem dazugehérigen Porenvo-
lumen (Gesamtintrusionsvolumen). Die Werte entsprechen dem Mittelwert aus je
drei unabhédngigen Messungen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statis-
tische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test Typ 2, * p<0.05, **
p<0.01, ***p<0.001.

Zur qualitativen Untersuchung der Porenstruktur wurden die getrockneten
Cryogelproben, lh-y;oc und 5h.yjec, mittels Elektron-Synchrotron-Strahlung
analysiert und die Ergebnisse in Abbildung 3-20 dargestellt. Die Material-
scans werden mit hoher Erfassungsgeschwindigkeit durchgefiihrt, wéahrend
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3 Ergebnisse

die Proben dabei nicht beschiddigt werden und im Anschluss erneut zur
Verfiigung stehen. Nach Auswertung der REM-Aufnahmen im getrockneten
Zustands der Proben lh-gpec und 5hggec wurde auf eine Analyse mittels der
Rontgen-Mikro-CT verzichtet.

1h ;¢

Abb. 3-20:

Roéntgen-Mikro-CT-Aufnahmen  der Porenstruktur. Mit Hilfe der 3D-
Réntgenbildgebung konnte die Interkonnektivitit der Porenstruktur analysiert
werden. Die Proben wurden vor der Messung getrocknet und zerstérungsfrei unter-
sucht. Aufgrund des Formverlustes der Cryogelproben bei einer Gefriertemperatur
von -80 °C, wurde ausschlielich eine Messung der Proben bei 1h/5h.;-c durchge-
fiihrt. (MaBstabsbalken 500 pm)

Mit Hilfe der Tomographiescans konnten die morphologischen Merkmale der
Cryogelproben mit einer Gefrierzeit von 1 h bzw. 5 h bei -21 °C auch in
tieferen Schichten nachgewiesen werden. Im Vergleich zur Cryogelprobe
Shyec, konnte bei der Probe 1h,oc auch im inneren des Geriistes keine
erhohte Porositit erfasst werden. Die helleren Bereiche stellen lediglich die
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3.1 Verdnderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

wenigen Poren dar, welche von einem festeren Porenwandnetz umgeben sind
(Abb. 3-20).

Dagegen weist die Cryogelprobe bei 5 h und -21 °C eine sichtbar offenere
Struktur auf, welche bereits in den REM-Aufnahmen aus Abbildung 3-18
oberflachlich dargestellt werden konnten. Die verschiedenen Grautone der
Porenwiénde deuten auf unterschiedliche Dichteverhéltnisse hin (Abb. 3-20).
Je heller der Bereich dargestellt wird, desto hoher ist die Dichte an dieser
Stelle. Mit zunehmender Gefrierzeit erfolgte eine ausreichende Phasentren-
nung und steigende Konzentration der Reaktionskomponenten in der nicht-
gefrorenen Fliissigkeitsphase. Diese erhohte Konzentration korreliert schliel3-
lich mit einer dichteren Polymerstruktur. Auf diese Weise konnen die bisher
erfassten Porenstrukturmerkmale nochmals gefestigt und bestitigt werden.

Der Zusammenhang zwischen dem ermittelten E-Modul und der gemessenen
Porenwanddicke wird in den Diagrammen von Abbildung 3-21A und B
dargestellt. Wie aus der Probenvorbereitung fiir die Rasterelektronenmikro-
skopie und den anschlieBenden Aufnahmen interpretiert werden konnte,
verhalten sich die Cryogele bei einer Gefriertemperatur von -80 °C
mechanisch instabiler und elastischer als bei -21 °C (vgl. Abb. 3-16A). Mit
zunehmender Gefrierdauer bei einer Temperatur von -21 °C steigt das
E-Modul signifikant von ca. 20 auf 30 kPa (Abb. 3-21A). Gleichzeitig
verringert sich die Porenwanddicke von 100 pm (1 h) auf 60 um (5 h)
(Abb. 3-21B). Diese Tendenz wird durch die Ergebnisse in Abbildung 3-16B
bestitigt, in welcher eine Porenwanddicke von ca. 30 pm nach einer Synthese
von 24 h (C3) erreicht wurde. Dagegen bewirkt die Porenwanddicke von
rund 20 pum bei einer Gefriertemperatur von -80 °C eine deutlich verringerte
mechanische Festigkeit mit einem E-Modul unter 2 kPa (Abb. 3-21A/B).
Dennoch treten unabhingig von den gewihlten Gefrierzeiten (1 h, 5 h und
24 h) bei einer Gefriertemperatur von -80 °C nur miBige Unterschiede
zwischen den gemessenen Porenwandstirken und den berechneten E-Modul-
Werten auf (Abb. 3-21A/B und Abb. 3-16A/B). Im Gegensatz dazu rufen die
verschiedene Gefrierzeiten bei -21 °C (1h.joc und 5h., o) weitaus signifikan-
terer Elastizititsunterschiede (Differenz 10 kPa) auf.
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Abb. 3-21: Bestimmung E-Moduls und Porenwanddicke. A) Messung des E-Moduls iiber
Eindriickkraft (max. 1 N) und Eindriickweg (entspricht Léngendnderung). Unter
Erhohung der Kraft wird diese iiber der verursachten Langenanderung (hier: Ho-
henédnderung) grafisch dargestellt. Dabei wird die Langenidnderung auf die An-
fangslidnge und die Kraft auf den Querschnitt des Korpers im nicht-deformierten
Zustand bezogen. Vor Messbeginn wurden die Proben fiir 24 h in Nahrmedium ge-
trankt um die maximale Quellrate zu erreichen. B) Berechnung der Porenwanddi-
cke aus den REM-Aufnahmen der Cryogele. Eine Messung der Porenwinde war
ausschlieBlich bei den Proben -21 und -80 °C mdglich. Die Werte entsprechen den
Mittelwerten aus drei unabhéngigen Versuchen und den Fehlerbalken dem Stan-
dardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test Typ
2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Anhand der berechneten Daten zur Streckgrenze und dazugehorigen
Langeninderung in Abbildung 3-22A ist eine direkte Verbindung zu den
E-Modul-Werten erkennbar. Im Gegensatz zu den Synthesen bei -80 °C,
weisen die Cryogelproben bei -21 °C eine geringe Langendnderung (~ 10 %)
im hoheren Spannungsbereich auf, was gleichzeitig auf einen kleinen
elastischen Bereich hindeutet (Abb. 3-22A). Diese Gegebenheit spiegelt sich
auch im Spannungs-Dehnungs-Diagramm in Abbildung 3-22B wider.
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur
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Abb. 3-22: Bewertung der Streckgrenze und zugehdrigen Lingendnderung. A) Die Streckgren-
ze und dazugehorige Langendnderung der Proben bei einer Synthese von 1 und 5 h
mit -21 und -80 °C. Streckgrenze oder Yield Punkt wird als Ubergang vom linear
elastischen Verhalten zum Auftreten erster plastischer Verformungen betrachtet.
Die prozentuale Angabe der Langenénderung entspricht der Formveranderung ge-
geniiber der Ausgangshéhe (d = 3.5 mm). B) Kurvenverlauf im Spannungs-
Dehnungs-Diagramm wihrend der Komprimierung der Cryogele. Unter Erhohung
der Kraft wird diese iiber der verursachten Langenénderung (hier: Hohendnderung)
grafisch dargestellt. Dabei wird die Langenanderung auf die Anfangslange und die
Kraft auf den Querschnitt des Korpers im nicht-deformierten Zustand bezogen. Vor
Messbeginn wurden die Proben fiir 24 h in Ndhrmedium getrankt um die maximale
Quellrate zu erreichen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhén-
gigen Versuchen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Aus-
wertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001.

Mit zunehmendem Steigungswinkel der Verlaufskurve reduziert sich der
lineare Bereich, d.h. eine verringerte Verformung der Probe tritt auf und
resultiert in erhohten E-Modul-Werten (Abb. 3-21A). Cryogelproben, welche
bei einer Temperatur von -80 °C hergestellt wurden, erreichen mit zuneh-
mender Gefrierdauer eine Langendnderung von maximal 20 % und
Spannungswerte zwischen 5 und 10 N/mm? (Abb. 3-22A). Diese Reaktion
konnte ebenfalls im Experiment 3 bei einer Synthesetemperatur von -80 °C
und einer Synthesezeit von 24 h nachgewiesen werden (Abb. 3-17A/B). Wie
bereits iiber die E-Modul-Werte und Porenwandstirken erkannt wurde, treten
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3 Ergebnisse

auch hier nur geringfiigige Unterschiede zwischen den Spannungen und
zugehorigen Liangendnderungen der Proben 1lhgpec und Shggec auf
(Abb. 3-23).
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Abb. 3-23: Vergleich der Léngendnderung zur Streckgrenze mit zugehorigen E-Modul.
Verglichen werden die Streckgrenze und dazugehorige Langendnderung sowie die
jeweiligen E-Module bei einer Synthese von 1 h, 5 h und 24 h mit -80 °C. Die Wer-
te entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhéngigen Versuchen und den Fehler-
balken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den unge-
paarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

EXPERIMENT 5

In diesem Experiment wurde der Fokus auf die Quervernetzung der Polymer-
ketten wéhrend der Polymerisation gelegt. Durch den Prozess der Vernetzung
verdndern sich die strukturellen Merkmale der Proben. Im Allgemeinen
beinhaltet dies eine Erhdhung der Festigkeit und Verminderung der Elastizi-
tit. Dabei nehmen die Verdnderungen mit dem Vernetzungsgrad, d.h. dem
Anteil an vernetzten Stellen bezogen auf die Gesamtpolymermenge, zu. Wie
bereits in den vorhergehenden Kapiteln festgesetzt, dient die Cryogelprobe
C3 mit einer PEGda-Konzentration von 5 % v/v als Referenz fiir die nachfol-
genden Ergebnisse.

Im Zuge der Cryogelsynthese der Probe C3 erfolgt die radikalische Polymeri-
sation von HEMA und PEGda durch die Initiation von freien Radikalen iiber
APS. Gleichzeitig erfolgt die Vernetzung der Polymerketten iiber PEGda.
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

Zur Untersuchung des Einflusses von PEGda auf die charakteristischen
Eigenschaften, wurde das Ausgangsvolumen (500 ul/10 ml) im Verlauf des
Experimentes auf 250 pl/10 ml halbiert (C3,s0,) bzw. auf 1.000 ul/ 10 ml
(=1 ml/10 ml, C3,,,) verdoppelt (Tab. 3-5). Parallel dazu wurde das Fehlen
von Gelatine und dessen Auswirkung auf die kommenden Zellkulturexperi-
mente untersucht. Um jedoch sicherzustellen, dass durch die Abwesenheit
von Gelatine keine strukturellen Verdnderungen erzeugt werden, wurden
diese Proben im Rahmen des Experimentes ebenfalls tiberpriift.

Tab. 3-5:  Zusammensetzung der Cryogelproben C3:s0. bis C3 1 bezogen auf ein Ausgangs-
volumen von 10 ml. C3s0. und C33s0.1.6 bezeichnen die Proben mit halbierter
PEGda-Konzentration (250 pl) und dem Fehlen (-G). Entsprechend stehen die Pro-
ben C3y und C3 ¢ fiir die Proben mit doppelte PEGda-Menge (1 ml) und dem
Fehlen von Gelatine (-G). Die Konzentrationen fiir APS (0.5 % w/v) bzw. TEMED
(0.1 % v/v) sowie von GA blieben in allen Variationen stets konstant. Der zugehd-
rige Syntheseprozess wird in Kapitel 2.1 beschrieben.

Cryogel Alginat Gelatine GA HEMA PEGda
C3550u 200 mg 200 mg 62.5ul 350 pul 250 pl
C3s50u,-6 200 mg - 62.5ul 350l 250 pl
C31mi 200 mg 200 mg 62.5ul 350 pl 1.000 pl
C3imic 200 mg - 62.5ul 350 pul 1.000 pl

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zur qualitativen Untersu-
chung der pordsen Struktur nach verdnderter PEGda-Konzentration sind in
Abbildung 3-24 zusammengestellt. Die Halbierung und Verdopplung der
PEGda-Konzentration von 500 auf 250 pl bzw. auf 1 ml (bezogen auf 10 ml
Gesamtvolumen) wirkte sich direkt auf das charakteristische Porensystem der
Cryogele aus (Abb. 3-24). Mit reduziertem PEGda-Volumen werden die
Cryogele instabiler und konnen im Zuge der Trocknung ihre Porenstruktur
nicht aufrechterhalten. Es bildet sich eine flache Form aus, welche durch
einen inhomogenen Aufbau gekennzeichnet ist (Abb. 3-23).
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3 Ergebnisse

C3 250pl,-G

Abb. 3-24: Untersuchung der Porenstruktur auf Basis hochauflosender Mikroskopaufnahmen
(Experiment 5). REM-Aufnahmen der Cryogelvarianten mit verdnderter PEGda
Konzentration (24 h/-21 °C) in 40facher VergroBerung (MaBstabsbalken 500 pum).
Die in Kapitel 3.1.1 hergestellte Cryogelprobe C3 stellt die Referenzstruktur dar.
Die Proben wurden vor der Messung bei RT getrocknet und anschliefend mit
Silber-Ionen bestdubt. Auf diese Weise konnen Aufladungseffekte vermieden wer-
den.

Im Gegensatz dazu zeigen die Strukturen mit doppelter PEGda-Menge eine
verbesserte mechanische Festigkeit, welche auch nach der Trocknung beibe-
halten werden kann. In diesem Fall ist ein ausgebildetes Porensystem deut-
lich erkennbar, welches aus grofleren Poren umgeben von dicken Porenwén-
den aufgebaut ist. Dabei treten keine wesentlichen Unterschiede zwischen
den Proben mit und ohne Gelatine auf.

Die Schwellraten der Cryogelvarianten mit verdnderter PEGda-Konzentration
werden in Abbildung 3-25 dargestellt. Dabei wurde das Feuchtgewicht der

128



3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

Proben zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb von 60 s aufgezeichnet und
in Bezug zum entsprechenden Proben-Trockengewicht grafisch aufgetragen.
Im Gegensatz zur Referenzprobe C3 (PEGda-Anteil: 500 pul/10 ml) zeigen
die Cryogele mit verringertem PEGda-Volumen (250 pl/10 ml) ein vermin-
dertes Schwellverhalten, welches ohne Gelatine vergleichbar ist (Abb. 3-25).
Entgegen der Vermutungen weisen die Cryogele mit erhohtem PEGda-Anteil
(1 ml/10 ml) die schlechtesten Schwellraten auf, welche jedoch in keinem
signifikanten Abstand zur Referenzprobe stehen (Abb. 3-25).
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Abb. 3-25: Auswertung des Schwellverhalten in Ndhrmedium. Es wurde das Feuchtgewicht
der Cryogelvarianten mit verdnderter PEGda-Konzentration zu den Zeitpunkten
t=15, 10, 30 und 60 s ermittelt und zum Trockengewicht bezogen. Die Werte ent-
sprechen den Mittelwerten aus drei unabhingigen Versuchen und die Fehlerbalken
dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-
Test Typ 2 relativ zur Referenzprobe C3, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Generell wirkt sich die verdnderte Quervernetzung der Polymerketten im
Zuge der abgewandelten PEGda-Konzentration negativ auf das Verhalten in
fliissiger Umgebung aus. Die Schwellrate der Proben mit halbierter PEGda-
Menge (C3350,0/C32s0,1,-6) nimmt gegeniiber der Cryogelprobe C3 um ca.
50 % und mit doppelter PEGda-Konzentration (C3,/C3mi.g) um ca. 70 %
ab. Dariiber hinaus traten zwischen den einzelnen Cryogelproben in Abhin-
gigkeit von der Anwesenheit der Materialkomponente Gelatine Unterschiede
auf. Beim direkten Vergleich zeigten die Cryogele ohne Gelatine ein besseres
Schwellverhalten als die entsprechenden Proben mit Gelatine (Abb. 3-25).
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3 Ergebnisse

Die berechneten E-Module der Druckversuche sind in Abbildung 3-26
grafisch dargestellt und reprisentieren die Auswirkungen der verdnderten
PEGda-Konzentration auf die mechanische Festigkeit der Cryogelproben.
Mit Abwandlung der PEGda-Menge konnten signifikante Verdnderungen
beziiglich der Materialfestigkeit nachgewiesen werden. Verglichen zur
Referenzprobe C3, sinkt das E-Modul bei verringerter PEGda-Konzentration
(C3250,1) um mehr als 90 % auf unter 5 kPa und steigt bei erhdhter Konzent-
ration (C3,,)) um mehr als das Doppelte auf iiber 50 kPa (Abb. 3-26).
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Abb. 3-26: Bestimmung des E-Moduls der Cryogele mit verdnderter PEGda-Konzentration.
Die Messung des E-Moduls erfolgte iiber die Eindriickkraft (max. 1 N) und den
Eindriickweg (entspricht Langenénderung). Unter Erhohung der Kraft wird diese
iiber der verursachten Langendnderung (hier: Hohendnderung) grafisch dargestellt.
Dabei wird die Langenénderung auf die Anfangslidnge und die Kraft auf den Quer-
schnitt des Korpers im nicht-deformierten Zustand bezogen. Vor Messbeginn wur-
den die Proben fiir 24 h in Nahrmedium getrénkt um die maximale Quellrate zu er-
reichen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhéngigen Versuchen
und den Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte
tiber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Referenzprobe C3, * p<0.05, **
p<0.01, ***p<0.001.

Diese Verhaltensweise wihrend der Druckbelastung korreliert mit den
aufgezeichneten REM-Aufnahmen, welche eine eindeutig instabilere Struktur
der Cryogele C3,50,0/C3250u,.¢ und einen festeren Aufbau der Proben
C31m/C31mic zeigen (Abb. 3-24). Das zusitzliche Fehlen von Gelatine wirkt
sich jedoch unwesentlich auf die Stabilitdt der Cryogelproben aus.
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3.1 Veranderung verschiedener Prozessparameter und Wirkung auf die Cryogelstruktur

Aus den Ergebnissen der Druckversuche konnten die Werte fiir die Streck-
grenze und dazugehorigen Langendnderung berechnet werden und sind in
Abbildung 3-27A fiir die Cryogele mit verdnderter PEGda-Konzentration
grafisch zusammengestellt. Ergédnzend hierzu werden die Kurvenverlaufe der
jeweiligen Cryogelvarianten im Spannungs-Dehnungs-Diagramm in Abbil-
dung 3-27B dargestellt.
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Abb. 3-27: Bewertung  der  Streckgrenze und  zugehérigen  Léngendnderung.
A) Die Streckgrenze und dazugehorige Langendnderung der Proben mit verén-
derter PEGda-Konzentration. Streckgrenze oder Yield Punkt wird als Uber-
gang vom linear elastischen Verhalten zum Auftreten erster plastischer Ver-
formungen betrachtet. Die prozentuale Angabe der Langenénderung entspricht
der Formverdnderung gegeniiber der Ausgangshdhe (d = 3.5 mm). B) Kurven-
verlauf im Spannungs-Dehnungs-Diagramm wiahrend der Komprimierung der
Cryogele. Unter Erhohung der Kraft wird diese iiber der verursachten Lén-
geninderung (hier: Hohendnderung) grafisch dargestellt. Dabei wird die Lén-
geninderung auf die Anfangslidnge und die Kraft auf den Querschnitt des Kor-
pers im nicht-deformierten Zustand bezogen. Vor Messbeginn wurden die
Proben fiir 24 h in Ndhrmedium getrénkt um die maximale Quellrate zu errei-
chen. Die Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabhéngigen Versu-
chen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung er-
folgte iiber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Referenzprobe C3, *
p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Die signifikanten Differenzen zwischen den E-Modulen konnten auch beim
Verhéltnis Léangendnderung zur Streckgrenze nachgewiesen werden. Mit
zunehmender PEGda-Menge (250 bis 1.000 ul/10 ml) nimmt die Stauchung
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3 Ergebnisse

bei steigender Eindriickkraft ab und belegt somit die verstiarkte mechanische
Festigkeit (Abb. 3-27A). Dabei nimmt die Lidngendnderung von ca. 30 %
(C3250u/C3250u,-6) iber 10 % (C3) auf ca. 5 % (C3m/C3imi-c) bei einer
Spannung zwischen 0.0010 und 0.0035 N/mm? ab. Diese kennzeichnenden
Unterschiede sind ebenfalls im Spannungs-Dehnungs-Diagramm in Abbil-
dung 3-27B erkennbar. Das Stauchungsverhalten von sehr weichen Materia-
lien wurde bereits in den Experimenten 3 und 4 gezeigt (Abb. 3-18/3-22B)
und stellt auch in diesem Fall den charakteristisch vergroBerten linear elasti-
schen Bereich dar. Im Gegensatz dazu verlduft die Kurve bei doppelter
PEGda-Konzentration (10 % v/v) mit einem steileren Anstieg (< linear
elastischer Bereich) und demonstriert auf diese Weise eine erhohte Wider-
standskraft gegeniiber den ausgeiibten Druckkriften (Abb. 3-27B). Im Ver-
gleich zur Referenzprobe (C3, PEGda-Anteil: 500 ul/10 ml), wirkt sich die
Halbierung des PEGda-Volumens auf 250 pl stirker auf die mechanische
Verformbarkeit aus als eine Verdopplung der Konzentration auf 1 ml.

3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen
zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

In den vorangegangenen Kapiteln stand die physikalische Charakterisierung
der synthetisierten Cryogelstrukturen im Fokus. Zunédchst wurden die ver-
wendeten Reaktionskomponenten, Alginat, Gelatine und HEMA, in unter-
schiedlichen Konzentrationen eingesetzt und deren Auswirkungen auf die
materialspezifischen Eigenschaften untersucht (Experiment 1). Zu diesem
Zwecke wurde mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie die pordse Ober-
flichenbeschaffenheit untersucht und diese in einen Kontext mit der daraus
resultierenden Festigkeit und Elastizitét sowie der Schwellfdhigkeit in wiss-
riger Umgebung gestellt. Daran anschlieBend erfolgte die Untersuchung der
einzelnen Synthesekomponenten, im Speziellen der natiirlichen (Alginat und
Gelatine) und synthetischen (HEMA) Stoffe und deren Einfluss auf die
charakteristische Cryogelstruktur (Experiment 2).

Im ersten Teilabschnitt dieses Kapitels wird nun der Fragestellung nachge-
gangen, inwieweit eine Kultivierung der etablierten Prostatakrebszelllinie

132



3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

LNCaP innerhalb der verschiedenen Cryogelansitze realisierbar ist. Dariiber
hinaus sollen anhand des Zellverhaltens spezifische Unterschiede festgesetzt
werden, die auf entsprechende Anderungen in der Cryogelstruktur zuriickge-
fiihrt werden konnen.

3.2.1 Einfluss der Cryogelzusammensetzung auf das
Verhalten der Prostatakrebszellen

Ziel des Experimentes 1 war die Synthese von vier unterschiedlichen Cryoge-
len, welche iiber eine abweichende Zusammensetzung bei Verwendung
gleicher Materialien (Alginat, Gelatine und HEMA) verfiigen. Wiahrend der
Synthesen blieben die in Kapitel 2.1 beschriebenen Prozessparameter
(Gefrierzeit von 24 h bei einer Temperatur von -21 °C) sowie die PEGda-
Menge und deren Polymerisationsinitiator APS und Katalysator TEMED
konstant. Ausgehend davon wurde im Experiment 2 das Herstellungsproto-
koll der Probe C3 (aus Experiment 1) so abgewandelt, dass die Auswirkun-
gen durch das Fehlen der Hauptkomponenten (Alginat, Gelatine und HEMA)
auf die Materialkennwerte, wie Porositit, Elastizitdt und Schwellrate gepriift
werden konnten.

Nachfolgend werden die Ergebnisse zu den Zellkulturexperimenten und den
daran anschliefenden Untersuchungen zur Sphéroidformation und -verteilung
aufgefiihrt. An gegebener Stelle werden die Experimente nochmals detaillier-
ter beschrieben. Die generelle Vorgehensweise und Informationen zu den
verwendeten Materialien sind in Kapitel 2.4.1 zu finden.

EXPERIMENT 1

Die in Kapitel 3.1.1 synthetisierten Cryogele dienen als Ausgangspunkt fiir
die folgenden Zellkulturexperimente. Innerhalb dieser Cryogele, mit der
Bezeichnung C1 bis C4, dndern sich die Mengenverhiltnisse der Reaktions-
komponenten, welche nochmals in Tabelle 3-6 aufgefiihrt sind. Basierend auf
den bisherigen Erkenntnisstand, kann das Proliferationsverhalten der Zellen
wihrend der Kultivierung (mit und ohne Hormonbehandlung) sowie die
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3 Ergebnisse

Bildung und Verteilung der Zellsphiroide umfangreicher untersucht und
beurteilt werden.

Tab. 3-6:  Zusammensetzung der Cryogelstrukturen C1 bis C4 bezogen auf ein Ausgangsvo-
lumen von 10 ml. Die Konzentrationen fiir APS (0.5 % w/v) und TEMED (0.1 %
v/v) blieben in allen Variationen stets konstant. Die Konzentration von GA wurde
entsprechend der Alginat- bzw. Gelatine-Konzentration angepasst. Der zugehorige
Syntheseprozess wird in Kapitel 2.1 beschrieben.

Cryogel Alginat Gelatine GA HEMA PEGda
Cl1 50 mg 50 mg 25 pul 350 ul 500 pl
C2 100 mg 100 mg 50 ul 350 ul 500 pl
C3 200 mg 200 mg 62.5ul 350 ul 500 pl
C4 50 mg 50 mg 25 ul 700 pl 500 pl

Zur Untersuchung der kultivierten LNCaP-Zellen innerhalb der verschiede-
nen Cryogelstrukturen (C1 bis C4) wurden unterschiedliche mikroskopische
Nachweisverfahren verwendet, deren Ergebnisse von Tag 21 in
Abbildung 3-28 zusammengestellt sind. Unter Abbildung 3-28A sind die
REM-Aufnahmen der mit Glutaraldehyd fixierten Zellsphiroide zusammen-
gefiihrt und durch die unter Abbildung 3-28B dargestellten Hamatoxy-
lin/Eosin (HE)-Firbungen von Cryogel-Schnitten ergiéinzt. Uberdies hinaus
wurden zusitzlich einzelne Sphéroidstrukturen im Rahmen einer Dreifach-
Immunfluoreszenzfarbung in Abbildung 3-28C aufgefiihrt.

Durch eine 20miniitige Fixierung mit GA wurden die Zellcluster innerhalb
der verschiedenen Cryogelstrukturen verhértet, wihrend die Zellorganellen
erhalten blieben. Auf diese Weise sind die Zellstrukturen auch nach der
Trocknung bei RT und der Bestdubung mit Silber-lonen gut erkennbar. Mit
Hilfe der REM-Aufnahmen kann das Wachstumsverhalten und die Vertei-
lung der Zellen in Form von Sphéroiden auf der Oberfliche der Cryogele
untersucht werden. Die unterschiedlichen Cryogelproben (C1 bis C4) weisen
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3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

alle multizelluldren Aggregate auf, welche sich deutlich von der Poly-
merstruktur unterscheiden. Je nach Porengréfe und -form werden diese
komplett oder nur zum Teil von den Sphiroiden ausgekleidet (Abb. 3-28A,
C2 und C3). Bei der Cryogelprobe C3, mit dem hochsten Anteil an Alginat
bzw. Gelatine (200 mg/10 ml), scheinen die gebildeten Sphdroide nur iiber
einzelne Anhaftungsstellen entlang der Porenwéinde zu verfiigen
(Abb. 3-28A). Ausgehend davon entwickelt sich die Sphéroidstruktur in den
Porenraum hinein. Letzteres wird nochmals in Abbildung 3-29A und B am
Beispiel der Probe C3 hervorgehoben. In Abbildung 3-29C kann dariiber
hinaus zwischen den einzelnen Zellen innerhalb des Sphéroids unterschieden
werden (Durchmesser ~10 pm), welche zusétzlich iiber Kontakte mit anderen
Sphéroiden verfiigen. Im Vergleich dazu weist die Cryogelprobe C4 auch
flichige Zellstrukturen auf (Abb. 3-28A). Aufgrund des dichten Porensys-
tems mit einem durchschnittlichen Porendurchmesser von ca. 10 pm
(Abb. 3-3, siche Kapitel 3.1.1), wird das Eindringen der Zellen und damit der
Sphéroidbildung erschwert, wodurch ein Teil der ausgesdten Zellen auf der
Oberflache verbleiben.
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C3

Abb. 3-28: Mikroskopische Betrachtung der LNCaP-Sphéroidstrukturen nach 21 Tagen
Kultivierung (in Cryogelen aus Experiment 1). A) REM-Aufnahmen der Cryogele
C1 bis C4 mit fixierten LNCaP-Sphéroiden in 150facher (MaBstabsbalken 100 pm)
VergroBerung. Die Proben wurden vor der Messung mit einer 2.5%igen Glutaral-
dehydlosung fiir 20 min fixiert, bei RT getrocknet und anschliefend mit Silber-
Ionen bestdubt. Auf diese Weise konnen Aufladungseffekte vermieden werden. B)
HE-Farbung fixierter LNCaP-Sphéroide in 10facher (MafBstabsbalken 200 pm)
VergroBerung. Die Proben wurden vor der histologischen Préparation fiir 24 h mit
einer 3.7%igen Formalinlosung fixiert. C) Nachweis und Lokalisation des AR in-
nerhalb einzelner Zellsphéroide mit Hilfe indirekter Immunfluoreszenz in 63facher
(MaBstabsbalken 100 um) VergroBerung. Dreifach-Immunfluoreszenzfarbung: des
Zellkerns (blau), alpha-Tubulin (griin) und des AR (rot). Die Proben wurden vor
Préparation fiir 24 h mit einer 3.7%igen Formalinlosung fixiert.

Die kompakte Porenstruktur mit den charakteristischen Verzweigungen ist
ebenfalls in den HE-Aufnahmen zu erkennen (Abb. 3-28B). Die Einfarbung
des Geriistes kann hochstwahrscheinlich auf die Wirkung des basischen
Farbstoffes (Himatoxylin) zuriickgefiihrt werden, welcher alle sauren bzw.
basophilen Strukturen blau farbt (Verwendung von Glutaraldehyd als
Polymerkettenvernetzer).
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3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

Mit Hilfe der gingigen Farbemethode ,,Hdmatoxylin/Eosin®, unter Abbildung
3-28B dargestellt, kann eine direkte Unterscheidung zwischen der Poly-
merstruktur und dem Zellverband ermdglicht sowie eine entsprechende
Untersuchung der Sphéroide auf zelluldrer Ebene durchgefiihrt werden. Dazu
wurden die Proben zundchst in einer Formalinlosung fiir 24 h fixiert, in
Paraffinblocke gegossen und die daraus angefertigten Schnitte gefarbt (siche
Kapitel 2.4.3). Auf diese Weise kann die Verteilung der geformten Sphéroide
innerhalb der 3D Strukturen untersucht werden. Allerdings beeinflusste die
Beschaffenheit der Cryogele die Anfertigung der histologischen Schnitte. Mit
zunchmender Porenwandglitte (C1 zu C3, Abb. 3-1, sieche Kapitel 3.1.1)
lieBen sich die in Paraffin eingegossenen Proben einfacher schneiden.

Sowohl in den REM-Aufnahmen als auch in den HE-Farbungen konnte eine
Anpassung der Sphiroidform an die PorengroBe beobachtet werden. In
Abbildung 3-28B der Cryogelproben C1 und C2 wird auBlerdem durch die
Interkonnektivitit der Poren eine Verbindung der Zellcluster untereinander
sichtbar. Nach einer Kultivierungsdauer von 21Tagen zeigen sich innerhalb
der verschiedenen Cryogele unterschiedliche Sphiroidgroen (C1 bis C4,
Abb. 3-28B).

Angesichts der verwendeten Prostatakrebszelllinie LNCaP (AR") wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung (IF) zur spezifischen Markierung des AR durchge-
fiilhrt. Ziel der indirekten IF ist der Nachweis von spezifischen Antigenen
iiber fluoreszenzmarkierte Antikorper (siche Kapitel 2.4.3). Neben der
Markierung des AR (rot), wurde eine Co-Farbung des Zellkerns (blau) und
der Proteingruppe o-Tubulin (griin), als Hauptbestandteil der Mikrotubuli
(Cytoskelett), angesetzt. In Abhédngigkeit von der Sphéroidgrofle wurde eine
verdnderte Lokalisation des AR detektiert, welcher normalerweise bei meta-
bolisch aktiven Zellen im Zellkern nachgewiesen wird. Die Cryogelprobe C3
zeigte im Gegensatz zu den iibrigen Proben eine vermehrte Lokalisation des
AR im Zellkern. In diesem Fall erscheint der Zellkern in einem hellen lila,
was durch die Uberlagerung des emittierten Lichtes des Zellkerns in blau und
des AR in rot hervorgerufen wurde. Dagegen konnte der AR bei den Proben
CI und C2 sowie C4, mit einem geringeren Anteil an Alginat und Gelatine,
lediglich an den AuBenrindern der Sphdroide nachgewiesen werden
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(Abb. 3-28C). Letzteres deutet auf wachstumsaktivere Zellen hin, welche
sich vermehrt im dulleren Bereich befinden (siche Kapitel 1.5).

A B C

Abb. 3-29: REM-Aufnahmen kultivierter LNCaP-Sphiroiden der Cryogelprobe C3. A)
Ermittelte SphéroidgroBe (Durchmesser ~ 130 um) nach drei Kultivierungswochen
[Bdc2016]. 350facher VergroBerung (Mafstabsbalken 50 pm) B) Vergroferung der
Zell-Matrix Interaktion in 300facher Vergrofierung (MaBstabsbalken 50 pum). C)
GroBere Ansammlung an Sphéroiden, welcher untereinander in Verbindung stehen.
250facher VergroBerung (MaBstabsbalken 50 pm). Die Proben wurden vor der
Messung mit einer 2.5%igen Glutaraldehydlésung fiir 20 min fixiert, bei RT ge-
trocknet und anschliefend mit Silber-Ionen bestaubt. Auf diese Weise konnen Auf-
ladungseftekte vermieden werden.

Der Wachstumsverlauf iiber einen Zeitraum von 21 Tagen wird zusammen
mit der Zellwachstumsrate zu den jeweiligen Kultivierungstagen in Abbil-
dung 3-30A und B dargestellt. Dabei wurde zum einen die Verdnderung der
Zellzahl bezogen auf die Ausgangszellzahl von 2.5%10"5 ausgewertet und
zum anderen die momentane Wachstumsrate ermittelt, d.h. mit welcher Rate
nimmt die Zellzahl am Tag 7, 14 oder 21 zum vorherigen Messtag zu
(Abb. 3-30A und B). Anhand dieser Werte kann ein direkter Vergleich
zwischen dem Wachstumsverhalten der Zellen innerhalb der unterschiedli-
chen Cryogelproben vorgenommen werden. Nach sieben Kultivierungstagen
weisen C2 und C4 eine Verdopplung der ausgeséten Zellzahl auf, wihrend
C1 und C3 nur ein geringfiigiges Wachstum vorzeigen. Zwischen Tag sieben
und Tag 14 steigt die Zellzahl der Proben C2 und C4 nochmals um das
Vierfache, wohingegen bei den Cryogelen C1 und C3 eine Zunahme um das
Fiinf- und Sechsfache gegeniiber dem vorhergehenden Untersuchungstag
nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-30A). Im Vergleich zu C1, mit der
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3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

geringsten Konzentration an Alginat und Gelatine (0.5 % w/v) und C3, mit
der hochsten Konzentration an Alginat und Gelatine (2 % w/v), nimmt die
Zellzahl der Proben C2 und C4 zwischen Tag 14 und 21 ab. Diese Entwick-
lung korreliert mit dem Kurvenverlauf der momentanen Wachstumsrate in
Abbildung 3-30B. Die Zellwachstumsrate der Cryogele C1 und C3 liegt zwar
unter den zuvor gemessenen Werten, dennoch blieb eine Stagnierung des
Zellwachstums aus (Abb. 3-30B).
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Abb. 3-30: Auswertung der Zellzahlentwicklung und momentanen Wachstumsrate im Verlauf
von 21 Kultivierungstagen. A) Zellzahlentwicklung bezogen auf eine Ausgangs-
zellzahl von 250.000 Zellen. B) Momentane Wachstumsrate bezieht sich jeweils
auf die Zellzahl, welche sich zu einem bestimmten Zeitpunkt einstellt (Tag 7, 14
und 21). Die Werte entsprechen dem Mittelwert aus je vier unabhidngigen Messun-
gen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte
iber den ungepaarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Generell konnte zu Beginn der Kultivierung eine langsame Zunahme der
Zellzahl beobachtet werden, welche jedoch erste Unterschiede zwischen den
Proben aufzeigte (Zellzahlen von 2.9*10"5 bis 5.9*%10"5). Zwischen der
ersten und zweiten Kultivierungswoche ist ein deutlicher Sprung zu erken-
nen, welcher auch in der Wachstumskurve erkennbar ist (Abb. 3-30B). Nach
einer Kultivierung von drei Wochen erreichten die Cryogelproben C3 und C1
eine Erhéhung um das Neunfache gegeniiber der Ausgangszellzahl, aller-
dings lag die Standardabweichung von C1 mit 2.567.489 + 1.097.649 Zellen
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deutlich tiber der von Probe C3 mit 2.465.119 + 572.509 Zellen (Abb.
3-30A).

Mit Hilfe der Visualisierungssoftware Amira 5.6 wurde unter Zuhilfenahme
der eingefarbten Paraffinschnitte die Anzahl der Sphéroide (inklusive
Sphéroide mit hypoxischen Zellbereich) im Cryogeltyp C3 erfasst und deren
Verteilung sowie Flachenwert in Abbildung 3-31A und B grafisch darge-
stellt. Uber die Bestimmung der Sphiroidanzahl und -groBe kann einerseits
die Versorgung der Zellen in den unterschiedlichen Bereichen (oben, Mitte,
unten) beurteilt und andererseits der Einfluss des zur Verfiigung stehenden
Porenraums untersucht werden. Mit zunehmender SphéroidgrofBle ist eine
Unterversorgung an Sauerstoff (Hypoxie) bei den im Kern befindlichen
Zellen moglich, wodurch es zu einer Wachstumsstdrung kommt oder fort-
schreitend Nekrose induziert wird. Durch die spezifische Farbung von Hima-
toxylin und Eosin kann eine Bestimmung dieser Sphiroide erleichtert werden
und verringert dadurch eine vermeintliche Verwechslung (Abb. 3-31C). Die
ermittelten Sphéroide mit hypoxischen Zellbereich wurden in das Diagramm
von Abbildung 3-31A integriert.

Bei Betrachtung der Graphen aus Abbildung 3-31A und B ist deutlich zu
erkennen, dass die Gesamtmenge und -fliche an erfassten Sphéaroiden vom
oberen bis zum unteren Bereich der Probe abnehmen. Dabei ist der Abstand
zwischen der oberen und mittleren Schicht geringer als zum unteren Bereich
(Abb. 3-31A und B). Dieser sprunghafte Unterschied resultiert aus der
Auftragung der Zellsuspension, welche ausschlieBlich von einer Seite der
Probe durchgefiihrt wird. Beim Vergleich der Maximal- und Minimalwerte
der gemessenen Sphéroidflichen in Abbildung 3-31B fillt jedoch auf, dass
diese sich nur geringfiigig von Ebene zu Ebene unterscheiden und einen
Flachenbereich zwischen 35.000 und 4.000 um? (£ 0.035 und 0.004 mm?)
einnehmen. Diese Beobachtung lisst gleichméfBige Wachstumsbedingungen
und eine homogene Verteilung der Sphéroide innerhalb der Cryogelprobe C3
vermuten. Des Weiteren wurde nur ein geringfiigiger Anteil an Sphéroiden
mit hypoxischen Zellbereich nachgewiesen, welche sich lediglich im oberen
und mittleren Bereich vorkamen (16 %, d.h. max. 5 bei ~ 30 Proben) (Abb.
3-31A). Aufgrund der geringen Anzahl an hypoxischen Sphéroiden und einer
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3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

anndhernd gleichméBigen GroBenverteilung kann eine generelle Unterversor-
gung der Zellen ausgeschlossen werden. Letzteres korreliert zudem mit dem
Wachstumsverhalten der Zellen in Abbildung 3-30.
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Abb. 3-31: Bestimmung der Sphéroidanzahl und -fliche innerhalb der Cryogelprobe C3 nach
21 Tagen. A) Nachweis und Verteilung von Sphdroiden mit hypoxischen Zellbe-
reich iiber drei Ebenen (oben, Mitte, unten) B) Verhiltnis zwischen der groBten und
der kleinsten Sphéroidfliche zur Gesamtflache. Die Werte entsprechen dem Mit-
telwert aus je drei unabhéngigen Messungen und die Fehlerbalken dem Standard-
fehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test Typ 2, *
p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001. C). Lichtmikroskopische Beispiel-Aufnahmen
(HE-Farbung) fiir Sphéroide mit hypoxischen Zellbereich 20facher Vergroferung
(MafB3stabsbalken 200 um).

In herkdmmlichen 2D Zellkulturexperimenten wird in Gegenwart des Andro-
gens DHT eine erhohte Proliferation der Androgen-sensitiven Zelllinie
LNCaP (siche Kapitel 1.6.2) beobachtet. Parallel dazu wird die Produktion
des PSA angeregt. Zur Beurteilung des Zellverhaltens bei Anwesenheit von
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3 Ergebnisse

DHT in einer dreidimensionalen Umgebung, wurde die Hormonstimulation
am Beispiel der Cryogelprobe C3 durchgefiihrt. Zusammen mit der Bestim-
mung der PSA-Konzentration sind die Ergebnisse in Abbildung 3-32A und B

dargestellt.
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Abb. 3-32: Auswertung des DHT-Experiments und Bestimmung der PSA-Konzentration der

Cryogelprobe C3. A) Experimentverlauf zur Hormonbehandlung der LNCaP-
Kultur nach 14 Tagen. Zunéchst erfolgte eine Wachstumsphase tiber 5 Tage (unter
Vollmedium) mit anschlieBender Hungerperiode von 3 Tagen (unter Hungermedi-
um) und einer Hormonbehandlungsphase iiber 6 Tage. B) Bestimmung der PSA-
Konzentration wihrend des Hormonexperimentes. Die Messung der PSA-
Konzentration erfolgt mit Hilfe eines ELISA Testverfahren. Die Werte entsprechen
dem Mittelwert aus je vier unabhingigen Messungen und die Fehlerbalken dem
Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test
Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Das Hormonexperiment verlief {iber einen Zeitraum von 14 Tagen, innerhalb
dessen drei Zeitabschnitte durchlaufen wurden. Unter gewdhnlichen Kultivie-
rungsbedingungen erfolgte zundchst eine Zellwachstumsphase iiber fiinf
Tage, wobei alle zwei Tage das Vollmedium (siche Kapitel 2.4.1) gewechselt
wurde. Wéhrend dieses Zeitraumes stieg die Zellzahl um fast das Doppelte
(Abb. 3-32A) und die PSA-Produktion wurde aktiviert (Abb. 3-32B).
Ab dem sechsten Tag wurde das Vollmedium durch Hungermedium (ohne
Phenolrot und FCS, siehe Kapitel 2.4.1) ersetzt und in den folgenden drei
Tagen téglich gewechselt. Auf diese Weise wurde das Vollmedium vollstin-
dig aus der Geriiststruktur entfernt.
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3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

Darauthin nahm die Wachstumsrate sprunghaft ab, d.h. die Zellzahl verén-
derte sich nur unwesentlich gegeniiber der Zellzahl an Tag fiinf (Anderung
um den Faktor 0.1). Parallel dazu wirkte sich dieses Verhalten auf eine
verringerte PSA-Konzentration aus (Abb. 3-32A und B). Anstelle eines
Mediumwechsels wurden die Proben ab dem neunten Tag mit DHT und die
entsprechenden Kontrollen mit Ethanol behandelt. Infolge der Hormonzuga-
be kam es innerhalb der nédchsten sechs Tage zu einem erkennbaren Anstieg
der Zellzahl und parallel dazu zu einer deutlichen Abnahme (entspricht der
Ethanol-Behandlung) (Abb. 3-32A). Letzteres ging niherungsweise auf einen
Wert von Tag drei zuriick. Bezogen auf die PSA-Menge im Uberstand konnte
sowohl durch DHT- als auch durch Ethanolzugabe ein Konzentrationsanstieg
erfasst werden. Dennoch wurde eine Differenz von 1.500 pg/ml zwischen den
DHT-behandelten Proben und der Kontrolle errechnet (Abb. 3-32B), was auf
die stimulierende Wirkung des Androgens (DHT) zuriickgefiihrt werden
kann.

EXPERIMENT 2

Basierend auf der Materialzusammensetzung der Cryogelprobe C3, wurde die
Auswirkung der Hauptreaktionskomponenten (Alginat (A), Gelatine (G),
HEMA (H)) auf die charakteristischen Porenmerkmale sowie mechanischen
Eigenschaften untersucht. Als Folge dessen wurden vier Cryogele syntheti-
siert (Tab. 3-7), welche durch das Fehlen der natiirlichen und/oder syntheti-
schen Bestandteile gekennzeichnet sind. Anschlieend wurde auf die verdn-
derten Cryogelproben (C3-,, C3-g, C3-,g und C3-y4) die entsprechende
Zellzahl von 2.5*10"5 (Experiment 1) aufgebracht. Die Ergebnisse zum
Wachstumsverhalten, zur Sphéroidbildung sowie DHT-Stimulation werden
im Folgenden dargestellt.
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3 Ergebnisse

Tab. 3-7: Zusammensetzung der Cryogelstrukturen C3_, bis C3.ybezogen auf ein Ausgangsvo-
lumen von 10 ml. Die angepassten Konzentrationen basieren auf der Materialzu-
sammensetzung von C3, welche in den Diagrammen als Referenz angegeben wird.
Die Konzentrationen fiir APS (0.5 % w/v) und TEMED (0.1 % v/v) blieben in allen
Variationen stets konstant. Der zugehorige Syntheseprozess wird in Kapitel 3.1
beschrieben. (-A (Alginat); -G (Gelatine); -H (HEMA))

Cryogel Alginat Gelatine GA HEMA PEGda
C3 200 mg 200 mg 62.5ul 350 pul 500 pl
C3.a - 200 mg 62.5ul 350 ul 500 pl
C3g 200 mg - 62.5ul 350 ul 500 pl
C3.a6 - - 62.5ul 350 pul 500 pl
C3y 200 mg 200 mg 62.5ul - 500 pl

Die mikroskopischen Aufnahmen der Zellsphéroide in dreidimensionaler
Darstellung (REM) und markiert {iber die HE-Farbung sind in
Abbildung 3-33A und B zusammengestellt. Wahrend der Zellkultivierung
kann nur sehr mithsam das Wachstum der Zellen in Form von Sphéroiden
visualisiert werden. Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie kann zu-
nichst der Nachweis eines dreidimensionalen Wachstums erbracht und
folglich die Anordnung und Verteilung der Sphiroide im Porensystem
beurteilt werden.

In den verdnderten Cryogelproben (C3_,, C3.g, C3.og und C3j) konnte
ebenfalls die Bildung von Sphéaroidstrukturen nachgewiesen werden und wie
bereits in Experiment 1 bestétigt wurde (Abb. 3-28A), nehmen auch diese je
nach PorengroBe und —form eine unterschiedliche Gestalt an (Abb. 3-33A).
Im Vergleich zu der Referenzprobe C3, wirkte sich das Fehlen der einzelnen
Reaktionskomponenten (Alginat, Gelatine und HEMA) nicht nachteilig auf
die Bildung und Form der Sphéroide aus. Aufgrund einzelner Zell-Matrix-
Kontaktpunkte ist auch hier eine direkte Trennung zwischen Polymergeriist
und Sphéroid moglich (Abb. 3-33A). Durch die HE-Fiarbung wurde abermals
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3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

die Gertiststruktur eingefarbt, jedoch ist die Intensitit aufgrund der gleich-
bleibenden GA-Konzentration anndhernd identisch (Abb. 3-33B).
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Abb. 3-33: Mikroskopische Betrachtung der LNCaP-Sphiroidstrukturen nach 21 Tagen
Kultivierung (in den Cryogelen aus Experiment 2). A) REM-Aufnahmen der Cryo-
gele C3.5, C3.6, C3.a¢ und C3 mit fixierten LNCaP-Sphéroiden in 150facher
(MafBstabsbalken 100 pm) VergroBerung. Die Proben wurden vor der Messung mit
einer 2.5%igen Glutaraldehydlosung fiir 20 min fixiert, bei RT getrocknet und an-
schlieBend mit Silber-Ionen bestidubt. Auf diese Weise konnen Aufladungseffekte
vermieden werden. B) HE-Féarbung fixierter LNCaP-Sphiroide in 10facher (MaB-
stabsbalken 200 pm) VergroBerung. Die Proben wurden vor der histologischen
Préparation fiir 24 h mit einer 3.7%igen Formalinlosung fixiert.

Wie bereits in den REM-Aufnahmen zur allgemeinen Charakterisierung
dargelegt werden konnte, ist eine eindeutige Differenzierung zwischen der
Ausgangsprobe C3 und den verdnderten Cryogelproben méglich (Abb. 3-28,
siche Kapitel 3.1.1). Letzteres bestétigt sich auch in den lichtmikroskopi-
schen Aufnahmen in Abbildung 3-33B. Aus visueller Sicht scheinen die
groBBten Sphédroide in den Cryogelen C3., (ohne Alginat) und C3_g (ohne
Gelatine) zu existieren, wihrend kleinere Strukturen in den Proben ohne
Alginat bzw. Gelatine (C3_,g) sowie ohne HEMA (C3.) vorkommen.
Nichtsdestotrotz wurde in allen Cryogelproben Sphéroide mit hypoxischen
Zellbereich erfasst, welche in den HE-Aufnahmen rot gekennzeichnet sind
(Abb. 3-33B).

Bezogen auf die Referenzprobe C3 wird das Wachstumsverhalten der Zellen
im Laufe von 21 Kultivierungstagen in Abbildung 3-34A und B dargestellt.
Im Vergleich zur Cryogelprobe C3, konnte sieben Tage nach Zellaussaat eine
hohere Zellzahl innerhalb der Proben C3_, (Doppelte) und C3_ (Dreifache)
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3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

erfasst werden. Letzteres ist auch im Kurvenverlauf der Wachstumsrate
beider Cryogele zu erkennen (Abb. 3-34A und B). Nach weiteren sieben
Tagen nimmt die Zellzahl der Cryogelproben C3_, und C3_g, inklusive der
Referenzprobe (C3), signifikant auf das Sechsfache gegeniiber der Ausgangs-
zellzahl (250.000 Zellen) zu. Dagegen zeigen die Proben ohne Alginat und
Gelatine (C3.5g) sowie ohne HEMA (C3.) nur eine geringfiigige meta-
bolische Aktivitit der Zellen, was sich auch in einer abfallenden Wachstums-
rate in Abbildung 3-34B zeigt. Im Gegensatz zur Probe C3, konnten die
Cryogele ohne Alginat (C3_,) und ohne Gelatine (C3_g) die erreichte Zellzahl
von Tag 14 nochmals verdoppeln und eine erhohte Wachstumsrate aufweisen
(Abb. 3-34A und B).
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Abb. 3-34: Auswertung der Zellzahlentwicklung und momentanen Wachstumsrate im Verlauf
von 21 Kultivierungstagen. A) Zellzahlentwicklung bezogen auf eine Ausgangs-
zellzahl von 250.000 Zellen. B) Momentane Wachstumsrate bezogen auf die Zell-
zahl, welche sich zu einem bestimmten Zeitpunkt einstellt (Tag 7, 14 und 21). Die
Werte entsprechen dem Mittelwert aus je vier unabhidngigen Messungen und die
Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den
ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Referenzprobe C3,* p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001.

Dabei verzeichnete die Cryogelprobe C3.g den hdchsten Messwert (siehe
Zellzahl, Abb. 3-34A) sowie die am deutlichsten ansteigende Kurve. Im
Vergleich dazu erreichen die Cryogele C3_5g und C3.y nur eine Zellzahl von
rund 1.8*¥1076 (Tag 21), welche lediglich den erfassten Werten von C3_4
(1.6*1076 Zellen) und C3 (1.6¥10"6 Zellen) an Tag 14 entspricht
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3 Ergebnisse

(Abb. 3-34A und B). Trotz der Abwesenheit von Gelatine, welche aufgrund
ihrer speziellen Aminosdurensequenz (RGD, Arg-Gly-Asp) einen positiven
Effekt auf die Zellanheftung ausiiben sollte, wurde keine stérende Wirkung
auf das Zellwachstumsverhalten erfasst. Zwar wurde durch das Fehlen von
Gelatine und Alginat (C3.,g) eine geringere Zellzahl gegeniiber der Refe-
renzprobe erreicht, allerdings muss diese Abweichung nicht allein auf das
Fehlen von Gelatine zuriickgefiihrt werden (Abb. 3-34A).

Das Wachstumsverhalten der LNCaP-Zellen wihrend der Hormon-
behandlung in den neu synthetisierten Cryogelvarianten wird in Abbildung 3-
35 dargestellt. Die wachstumsstimulierende Wirkung von DHT konnte
bereits erfolgreich an der Referenzprobe C3 gepriift werden (Abb. 3-32A).
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Abb. 3-35: Nachweis der DHT Sensitivitit wihrend der LNCaP-Kultivierung von
14 Tagen. Nach einer Wachstumsphase von 5 Tage (Vollmedium) und einer an-
schlieBenden Hungerperiode von 3 Tagen (Hungermedium), erfolgte ab dem 8. Tag
die Hormonbehandlung (Zugabe von DHT ohne Mediumwechsel). Die parallele
Behandlung mit Ethanol diente als Kontrolle. Die erfasste Zellzahl an Tag 14 stand
im Verhiltnis zur erreichten Zellzahl nach der Hungerperiode (Tag 8). Die Werte
entsprechen dem Mittelwert aus je vier unabhdngigen Messungen und die Fehler-
balken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den unge-
paarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Dagegen zeigten die neusynthetisierten Cryogelproben (C3_5, C3.g, C3.ag
und C3.) im Rahmen des Hormonexperimentes unterschiedliche Reaktionen
auf die DHT- und Ethanol-Behandlung. Im Gegensatz zur Referenzprobe C3,
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erhohte sich die Zellzahl der Proben C3_, (ohne Alginat) und C3_sg (ohne
Alginat & Gelatine) um fast das Doppelte, wihrenddessen sich die Ethanol-
Behandlung hemmend auf das entsprechende Wachstumsverhalten auswirkte.
Im Vergleich dazu weisen die Cryogele ohne Gelatine (C3.g) und HEMA
(C3.y) nur geringfligige Verdnderungen nach DHT-Zugabe auf (Abb. 3-35).
Jedoch fiihrte die Ethanol-Behandlung, wie auch bei Referenzprobe C3
(Abb. 3-28A), zu einer Verringerung der Zellzahl (unterhalb der Ausgangs-
zellzahl) und somit zu einem riicklaufigen Wachstumsverhalten. Generell
konnte bei allen verdnderten Cryogelzusammensetzungen (C3_,, C3.g, C3_46
und C3_y), einschlielich der Referenzprobe C3, ein signifikanter Unterschied
zwischen den Messwerten nach DHT- und Ethanol-Behandlung aufgezeigt
werden.

Die Bestimmung der Sphéroidanzahl und deren Verteilung iiber drei Ebenen
wurden mit Hilfe der zuvor eingefirbten Paraffin-Schnitte (HE-Féarbung)
durchgefiihrt, deren Ergebnisse in Abbildung 3-36 dargestellt sind. Im
Vergleich zur Referenzprobe C3, wurden in den Cryogelen C3. (ohne
Gelatine), C3_5g (ohne Alginat & Gelatine) sowie C3 .y (ohne HEMA) mehr
Sphéroide aufgezeichnet, deren Verteilung sich jedoch ausschlielich auf den
oberen und mittleren Bereich erstreckt. Dabei nimmt die Anzahl an Sphéroi-
den nur unwesentlich von der oberen zum mittleren Ebene ab (Abb. 3-36).
Die geringste Gesamtmenge an Sphiroiden wurden bei der Cryogelprobe
C3_4 erfasst, welche sich allerdings gleichmiBig iiber alle drei Ebenen verteilt
(Abb. 3-36).
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Abb. 3-36: Bestimmung der Sphdroidanzahl und mittleren Sphéroidfliche nach 21 Tagen
Kultivierung. A) Verteilung der erfassten Sphéroide iiber drei Ebenen (oben, Mitte,
unten). LNCaP-Sphéroide mit hypoxischen Zellbereich wurden aus dieser Berech-
nung ausgeschlossen. B) Mittlere Sphéaroidfliche der einzelnen Cryogele C3.4, C3.
6> C3.a6, C3.yund der Referenzprobe C3. Die Werte entsprechen dem Mittelwert
aus je drei unabhéngigen Messungen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die
statistische Auswertung erfolgte tiber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Re-
ferenzprobe C3, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Mit der Probe ohne Alginat bzw. Gelatine (C3_5) konnte die hochste Anzahl
an Sphiroiden bestimmt werden, welche sich um das Doppelte von der
Referenzprobe (C3) unterscheidet (Abb. 3-36). Die gleichmiBige Verteilung
der Sphéroide iiber alle Ebenen ist ein MaB fiir die Poreninterkonnektivitit
und das Schwellvermdgen der einzelnen Proben. Die Cryogelprobe C3_, wies
gegeniiber der Referenzprobe C3 ein sehr homogen vernetztes Porensystem
(Abb. 3-8, siche Kapitel 3.1.1) sowie ein deutlich verbessertes Schwellver-
halten (Abb. 3-10, siche Kapitel 3.1.1) auf. Demnach wire eine schnelle
Aufnahme der Zellsuspension in die gesamte Probe gewahrleistet, was
zugleich die einheitliche Verteilung der Zellen garantiere. Im Vergleich dazu
wurde auch iiber die Tomographiescans der Probe C3_y (ohne HEMA) ein
homogenes Porennetzwerk nachgewiesen (Abb. 3-8, siche Kapitel 3.1.1),
welches allerdings iiber ein geringeres Hohlraumvolumen sowie Schwellver-
halten verfiigte (Abb. 3-9/3-10, siche Kapitel 3.1.1) und auf diese Weise eine
gleichmiBige Zellverteilung behindern wiirde.
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3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

Die Verteilung der Sphiroide mit hypoxischen Zellbereich wird in den
Abbildungen 3-37A und B dargestellt und resultiert aus den Ergebnissen von
Abbildung 3-36. Verglichen zur Referenzprobe C3 wurde eine geringe
Anzahl an Sphéroiden mit Anzeichen einer Hypoxie erfasst (durchschnittli-
che Anzahl an hypoxischen Sphéroiden bezogen auf die Gesamtanzahl: 3.7).
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Abb. 3-37: Nachweis von Sphéroiden mit hypoxischer Kernstruktur nach 21 Tagen Kultivie-
rung. A) Bestimmung der Anzahl an Sphédroiden mit hypoxischen Zellbereich iiber
drei Ebenen (oben, Mitte, unten). B) Verhéltnis zwischen der Sphéroidfliche und
dem dazugehorigen hypoxischen Bereich. Die Werte entsprechen dem Mittelwert
aus je drei unabhéngigen Messungen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die
statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Re-
ferenzprobe C3, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Im Fall der Cryogelproben C3_; (ohne Gelatine) und C3_5g (ohne Alginat &
Gelatine), welche die hochste Sphéroidanzahl mit hypoxischen Zellbereich
besitzen, liegt der Anteil an der Gesamtzahl dennoch unter 20 % (Abb. 3-36;
Abb. 3-37A). Mit Ausnahme von C3_g und C3 .y (ohne HEMA), verteilt sich
die Mehrzahl der hypoxischen Sphiroide auf den oberen Bereich, wobei
C3_5g mit einem Anteil von acht den groBten Messwert vorweist. In tieferen

Bereichen wurden bei keiner Probe Sphéiroide mit hypoxischen Zellbereich
beobachtet (Abb. 3-37A).
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Der Flachenanteil des hypoxischen Zellbereiches an der Gesamtsphiroid-
flache der jeweiligen Cryogele wird in Abbildung 3-37B detaillierter darge-
stellt. Im Vergleich zur Referenzprobe C3, liegt der durchschnittliche prozen-
tuale Anteil an der Sphéroidfliche unter 50 %, was ungefédhr einem Drittel
entspricht (Abb. 3-37B). Dabei bildet die Cryogelprobe ohne Alginat bzw.
Gelatine (C3_5g) mit einem Anteil von ca. 20 % (hypoxischer Bereich) bei
einer geringeren Spharoidfliche die Ausnahme. Generell wurden innerhalb
dieser Probe vermehrt kleinere Sphiroide mit hypoxischen Zellbereich
erfasst. Dagegen weist die Referenzprobe C3 Sphiroide mit anndhernd
60 %igen Anteil des hypoxischen Zellbereiches auf, welche jedoch bei einem
Verhéltnis von 5:56 (Sphéroide ohne Hypoxie) vernachldssigbar erscheinen
(Abb. 3-37A und B).

3.2.2 Einfluss von Syntheseparametern auf das
Verhalten von Prostatakrebszellen

Basierend auf den Ergebnissen aus Kapitel 3.1.2, in welchem die Wirkung
der Reaktionszeit und der Temperatur sowie der Einfluss der Quervernetzung
der Polymerketten untersucht wurde, werden nun die verschiedenen Cryogele
zur Kultivierung der epithelialen Prostatakrebszelllinie LNCaP verwendet.
Ziel des Experiments 3 war die Untersuchung unterschiedlicher Synthese-
temperaturen und deren Einfluss auf die strukturelle Beschaffenheit der
polymeren Gele. Auf diese Weise konnte eine eindeutige Unterscheidung
zwischen den Hydrogelen, welche bei RT bzw. +4 °C hergestellt wurden und
den Cryogelen, synthetisiert bei -21 °C (entspricht C3, Experiment 1)
bzw. -80 °C, belegt werden (siche Kapitel 3.1.2). Weitere Untersuchungen
der Hydrogelstrukturen waren im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgesehen.

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse zu den Zellkulturexperimenten und
den daran anschlieBenden Untersuchungen zur Sphiroidformation und -
verteilung aufgefiihrt. Dabei wurde die Wirkung der verénderten Cryogel-
strukturen, aufgrund abweichender Gefriertemperatur und Gefrierzeit
(Experiment 4) sowie umgewandelter Polymerkettenverzweigungen (Expe-
riment 5), auf die kultivierten Zellen analysiert.
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EXPERIMENT 4

In diesem Experiment wurde zunichst der Einfluss unterschiedlicher Gefrier-
temperaturen und Reaktionszeiten auf die charakteristische Porenstruktur
iiberpriift. Dazu wurde die Synthesezeit von 24 h auf 1 und 5 h verringert und
anschliefend deren Wirkung bei einer Synthesetemperatur von -21 und
-80 °C untersucht. Die Cryogel Variante C3 (-21 °C) diente erneut als Aus-
gangsstruktur bzw. Referenz. Vergleichbar zu den Ergebnissen aus den
durchgefiihrten Experimenten in Kapitel 3.2.1, liegt auch hier der Schwer-
punkt auf dem Wachstumsverhalten der Zellen sowie der Entwicklung und
Verteilung von Sphéroiden innerhalb der Gertiste.

In den Abbildungen 3-38A und B sind die mikroskopischen Aufnahmen
zusammengestellt, welche unter Anwendung der Rasterelektronen- und
Lichtmikroskopie entstanden sind. Korrelierend mit den REM-Aufnahmen
aus Abbildung 3-18 in Kapitel 3.1.2, erscheinen die Cryogele auch nach
dreiwdchiger Zellkultivierung in ihrem charakteristischen Aufbau. Vergli-
chen zu den Mikroskopaufnahmen des vorherigen Ergebnisabschnittes,
wirken sich die strukturellen Cryogeleigenschaften deutlich auf die Form und
Verteilung der Zellsphdroide aus (Abb. 3-38A und B). Im Gegensatz zu den
Proben mit einer Gefriertemperatur von -21 °C, scheinen die Sphéroide der
Cryogele 1h ggoc und 5h ggec primér auf der AuBlenflache lokalisiert zu sein
und bilden aus diesem Grund vermehrt flachige Strukturen aus. Sphéroide die
im Inneren des Porensystems gebildet wurden, werden wéhrend der Trock-
nung durch das Zusammenschieben der Porenwinde verdeckt (Abb. 3-38A).
Mittels HE-Féarbung der Paraffinschnitte (7 pm) konnen jedoch deutliche
Unterschiede zwischen den fadenformigen Sphéroiden der Proben bei -80 °C
und der Cryogele 1h.,joc und 5h.;;oc aufgezeigt werden (Abb. 3-38B). Letztere
weisen sowohl in den REM-Aufnahmen als auch in den histologischen
Farbergebnissen runde und dichtere Sphéroidstrukturen auf. Dabei steigt mit
zunehmender Gefrierzeit bei -21 °C nicht nur die Offenporigkeit der
Cryogele (vgl. Abb. 3-18, siehe Kapitel 3.1.2), sondern auch der zur Verfii-
gung stehende Porenbereich zur Sphiroidwachstum und -versorgung (Abb.
3-38A und B).

153



3 Ergebnisse

1h 21¢ A B

154



3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

Abb. 3-38: Mikroskopische Betrachtung der Sphéroidstrukturen nach 21 Tagen Kultivierung
(in den Cryogelen aus Experiment 4). A) REM-Aufnahmen der Cryogele bei einer
Synthese von 1 und 5 h bei jeweils -21 und -80 °C mit fixierten LNCaP-Sphédroiden
in 100facher (Maf3stabsbalken 200 um) Vergroferung. Die Proben wurden vor der
Messung mit einer 2.5%igen Glutaraldehydlosung fiir 20 min fixiert, bei RT ge-
trocknet und anschlieBend mit Silber-lonen bestaubt. Auf diese Weise konnen Auf-
ladungseffekte vermieden werden [Béc2016]. B) HE-Farbung fixierter LNCaP-
Sphéroiden in 10facher (MaBstabsbalken 200 pm) Vergroerung. Die Proben wur-
den vor der histologischen Priparation fiir 24 h mit einer 3.7%igen Formalinlosung
fixiert.

Dennoch zeigen die REM-Aufnahmen der Proben mit einer Gefrierzeit von
1 h (-21 °C) Sphéroide, welche wihrend des Trocknungsvorgangs aus den
Poren herausgedriickt wurden. Weiterhin weisen die oberfldchlichen Vertie-
fungen einzelner Sphéroide auf hypoxische Zellbereiche hin, welche auf
einen moglichen Platzmangel und Sauerstoffunterversorgung zuriickgefiihrt
werden konnen (Abb. 3-38A). Grundsitzlich konnte mit Hilfe der REM- und
HE-Aufnahmen bildhaft demonstriert werden wie die Form und Ausrichtung
der Poren inklusive Porenwinde die Struktur der Sphiroide beeinflusst
(Abb. 3-38A und B).

Das Wachstumsverhalten der Zellen innerhalb der Cryogele mit unterschied-
lichen Gefrierzeiten (1 und 5 h) sowie Gefriertemperaturen (-21 und -80 °C)
wird durch die Abbildungen 3-39A und B reprisentiert. Innerhalb der ersten
Kultivierungstage zeigt sich mit zunehmender Gefrierzeit und -temperatur
eine ansteigende Zellzahl um das Vierfache ihrer Ausgangszellzahl
(Abb. 3-39A). Letzteres liegt, zusammen mit der Referenzprobe
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C3 (24 h, -21 °C) iiber den bisher erfassten Werten (Abb. 3-30A und 3-34 A,
siche Kapitel 3.2.1). Nach einer weiteren Woche erhdhte sich die Zellzahl bei
allen Proben, wobei die Cryogele 1h.,joc und lhggyc eine stabilere Wachs-
tumsrate aufweisen konnten (Abb. 3-39B). Generell zeigte sich bei einer
Gefriertemperatur von -80 °C eine hohere Zellzahl nach 14tigiger Kultivie-
rungszeit, welche jedoch mit den in Abbildung 3-38A dargestellten flichigen
Zellanhdufungen auf den Porenwinden korrelieren konnte.

14 18Tag 7 2300000 1 ~1h-21°C
Tag 14 %z --3h -21°C
. |—~1h-80°C

240.000
~o-5h -80°C

180.000

120.000
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60.000 4

0 0+ T T T T d
1h-21°C 5h-21°C Th-80°C 5h-80°C 0 700.000 1.400.000 2.100.000 2.800.000 3.500.000
Zellzahl [N]

Abb. 3-39: Auswertung der Zellzahlentwicklung und momentanen Wachstumsrate im Verlauf
von 14 Kultivierungstagen. A) Zellzahlentwicklung bezogen auf eine Ausgangs-
zellzahl von 250.000. B) Momentane Wachstumsrate bezogen auf die Zellzahl,
welche sich zu einem bestimmten Zeitpunkt einstellt (Tag 7 und 14). Die Werte
entsprechen dem Mittelwert aus je vier unabhdngigen Messungen und die Fehler-
balken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den unge-
paarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Die Ergebnisse in Abbildung 3-40A und B stellen den quantitativen Nach-
weis des AR im Rahmen des Proteinnachweises mittels Western Blot-
Verfahren dar. Letzteres représentiert eine erginzende Methode zur qualitati-
ven Detektion mittels Immunfluoreszenz (Abb. 3-28C, siehe Kapitel 3.2.1).
Zunichst wurde das Proteingemisch aus dem Zelllysat entsprechend der
Proteingrofle in einzelne Proteinbanden aufgetrennt (SDS-Page), anschlie-
Bend auf eine Trager-Membran transferiert und schlieBlich fir die Immuno-
detektion vorbereitet. Die Protein-Identifizierung wurde iiber eine Lumines-
zenz-Reaktion beendet und durch einen Molekulargewichtsmarker konnte
eine definierte Zuordnung erfolgen (siche Kapitel 2.4.2).
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Abb. 3-40: Auswertung der Western Blot-Analyse zum Nachweis des AR nach 14 Kultivie-
rungstagen. A) Proteinbanden des AR im Bereich von 117 kDa resultierend aus
Zelllysaten der Cryogele 1h.ec, Shec, 1hgec und Sh ggec. B) Auswertung der Blot-
Intensitdt mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramm ImageJ. C) Verdnderung der
Peak-Intensitit gegeniiber der Referenzprobe C3. Die Werte entsprechen dem Mit-
telwert aus je zwei unabhingigen Messungen und die Fehlerbalken dem Standard-
fehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test Typ 2, *
p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramm ImageJ erfolgte die graphische
Auswertung der Blot-Intensitit aus Abbildung 3-40A. Nach Markierung der
Blots wurde anschlieBend ein Dichteverteilungs-Diagramm erstellt, dessen
einzelnen Flacheninhalte (gemessen in Pixel) die Peak-Intensitdt und schluss-
folgernd die Blot-Intensitdt widerspiegeln. In Abbildung 3-40B wird der
Mittelwert der einzelnen Cryogele 1h_yjoc und Sh_yjoc sowie lh_ggec und Sh.ggec
tabellarisch aufgefiihrt und nochmals graphisch als Verdnderung gegeniiber
der Referenzprobe C3 in Abbildung 3-40C dargestellt.
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Die Western Blot-Analyse zeigt, dass mit zunehmender Gefrierzeit und
abnehmender Gefriertemperatur die Peak-Intensitdt (entspricht Blot-
Intensitdt) gegeniiber der Cryogelprobe C3 zunimmt. Dabei wurde mit mehr
als 50 % der messbar grofite Unterschied zwischen der Referenzprobe C3 und
der Probe 1h.joc ermittelt. Je hoher die Blot-Intensitét, desto stirker ausge-
pragt erscheint die Bande nach der Immunodetektion, d.h. das gesuchte
Protein konnte in einer hoheren Konzentration nachgewiesen werden. Die
zunchmende Konzentration des AR im Zelllysat der Cryogele weist auf eine
gesteigerte Wachstumsbereitschaft der Zellen hin. Letztgenanntes korreliert
mit dem Diagramm zur Zellzahlentwicklung der Cryogele mit 1 und 5 h
Gefrierzeit bei -21 bzw. -80 °C Gefriertemperatur in Abbildung 3-39A. Auch
hier konnte eine wachsende Zellzahl mit zunehmender Gefrierzeit und
abnehmender Gefriertemperatur festgestellt werden. Dabei weist die Cryo-
gelprobe Shgpc ein vergleichbares Wachstumsverhalten zur Referenzprobe
C3 auf (Abb. 3-30A, siche Kapitel 3.2.1), welches aus der Auswertung des
Western Blots abzuleiten ist (Abb. 3-40B und C).

Mit Hilfe der eingefarbten Paraffin-Schnitte und der Visulisierungssoftware
Amira 5.6 konnte wie zuvor die Anzahl und Verteilung der Sphéroide inklu-
sive der ermittelten Fliache iiber drei Ebene (oben, Mitte, unten) untersucht
werden. Die Ergebnisse hierzu werden in der Abbildung 3-41A und B gra-
phisch zusammengefasst. Auffallend ist zunédchst der Unterschied zwischen
der Sphiroidanzahl der Cryogelproben bei -21 °C und den Proben bei -80 °C.
Letztere weisen unabhéngig von der Gefrierzeit eine deutliche hohere Ge-
samtzahl an Sphéroiden auf, welche vom oberen zum unteren Bereich jeweils
um die Hélft abnimmt (Abb. 3-41A). Dagegen verteilen sich die Sphéiroide
der Probe 1h,oc anndhernd gleichmiBig tiber alle drei Ebenen. Die Cryogel-
variante bei Sh.,,oc weist als einzige mehr Sphéroide im mittleren Bereich
auf, wihrend in der unteren Ebene keine detektiert wurden (Abb. 3-41A).
Diese Tatsache korreliert mit dem in Abbildung 3-19 (siehe Kapitel 3.1.2)
berechneten Porendurchmesser, welcher sich durchschnittlich auf einen Wert
von 80 pum einstellte. Bei Betrachtung der gemessenen Sphéroidflichen aus
Abbildung 3-41B zeigen sich gegeniiber den vorherigen Ergebnissen ver-
mehrt kleinere Flichenwerte auf, welche in einem Bereich zwischen 5.000
und maximal 15.000 um? liegen. Tendenziell weicht der Durchschnittsfla-
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chenwert sowohl unter den jeweiligen Cryogelproben als auch zwischen den
einzelnen Ebenen nur unwesentlich voneinander ab. Eine Ausnahme bildet
dabei die Probe bei 1 h Gefrierzeit und -21 °C, deren Mittelwert im oberen
Bereich sich signifikant unterscheidet (> 15.000 pm?, Abb. 3-41B). Hervor-
zuheben sind ebenfalls die Proben bei einer Gefriertemperatur von -80 °C
(1h_ggec/5hgooc), welche aufgrund struktureller Ahnlichkeiten auch anndhernd
identische Sphéroidformen erreichen (~ 7.000 pum?). Letzteres konnte auch
durch die HE-Aufnahmen in Abbildung 3-38B dargestellt werden.
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Abb. 3-41: Bestimmung der Sphidroidanzahl und mittleren Sphéroidfliche nach 14 Tagen
Kultivierung. A) Verteilung der erfassten Sphiroide tiber drei Ebenen (oben, Mitte,
unten). B) Mittlere Sphéroidfliche der einzelnen Cryogelen lhsjec, Shajec, 1hgec
und Shgpec verteilt iiber drei Ebenen (oben, Mitte, unten). Die Werte entsprechen
dem Mittelwert aus je vier unabhingigen Messungen und die Fehlerbalken dem
Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test
Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

EXPERIMENT 5

In diesem Experiment wurde der Fokus auf die Quervernetzung der Polymer-
ketten wéhrend der Polymerisation gelegt. Dabei wurde die Ausgangskon-
zentration von PEGda, eingesetzt als Cross-Linker, von 5 % v/v (500 pl/
10 ml) auf 10 % v/v verdoppelt sowie auf 2.5 % v/v (250 ul/10 ml) gesenkt
um auf diese Weise eine Umwandlung der strukturellen Eigenschaften
hervorzurufen. Zum einen soll die Wirkung der verdnderten Vernetzungsei-
genschaften und zum anderen das Fehlen des zelladhdsiven Markers (RGD)
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3 Ergebnisse

durch die natiirliche Komponente Gelatine untersucht werden. Letzteres 16ste
keine relevanten Anderungen beziiglich der mechanischen Merkmale aus
(siche Kapitel 3.1.2). Ausgehend von den gleichen Cryogelproben
C3550/C3250u1,-6 und C31m/C31mi-g sowie der Referenzstruktur C3, werden in
diesem Abschnitt die Zellkulturexperimente inklusive des Zellwachstums-
verhaltens, der Sphéroidbildung, -struktur und -verteilung in den jeweiligen
Cryogelen ausgewertet.

Die 3D Porenstruktur nach dreiwdchiger Zellkultivierung wurde mit Hilfe
des Rasterelektronenmikroskops und eines gédngigen histologischen Farbe-
nachweis untersucht und in Abbildung 3-42A und B zusammengefasst.
Erginzt werden die Aufnahmen durch Ergebnisse der indirekten Immunfluo-
reszenz (IF), bei welcher der Fokus auf die Markierung des AR gelegt wurde
(Abb. 3-42C). Wie schon bereits in den REM-Aufnahmen der Proben bei
-80 °C (Abb. 3-18, siche Kapitel 3.1.2), konnte auch bei den Cryogelen mit
verringerter PEGda-Konzentration (von 500 auf 250 pl) eine Instabilitdt der
Gertiste erkannt werden (Abb. 3-24; siche Kapitel 3.1.2).

B C
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Abb. 3-42: Mikroskopische Betrachtung der Sphéaroidstrukturen nach 21 Tagen Kultivierung
(in den Cryogelen aus Experiment 5). A) REM-Aufnahmen mit fixierten LNCaP-
Sphéroiden der Cryogele mit verdnderter PEGda Konzentration (24 h/-21 °C) in
35facher (Mafstabsbalken 500 um) Vergroferung. Die Proben wurden vor der
Messung mit einer 2.5%igen Glutaraldehydlosung fiir 20 min fixiert, bei RT ge-
trocknet und anschliefend mit Silber-Ionen bestdubt. Auf diese Weise konnen Auf-
ladungseffekte vermieden werden. B) HE-Farbung fixierter LNCaP-Sphéroiden in
10facher (MaBstabsbalken 200 um) VergroBerung. Die Proben wurden vor der his-
tologischen Priparation fiir 24 h mit einer 3.7%igen Formalinlosung fixiert. C)
Nachweis und Lokalisation des AR einzelner Zellsphidroide mit Hilfe indirekter
Immunfluoreszenz in 63facher (MaBstabsbalken 100 pm) VergroBerung. Die Pro-
ben wurden vor Préparation fiir 24 h mit einer 3.7%igen Formalinlosung fixiert.

Die Zellsphéroide verteilen sich vermehrt auf den Porenwidnden der Auflen-
seiten (rot markiert) und weisen eine flichige Struktur auf (Abb. 3-42A,
C3550/ C3250.-)- Infolge des Trocknungsvorganges wurden zudem einzelne
Zellaggregate eingeschlossen, was die anschlieBende Detektion erschwerte.
Der feine Aufbau des Porennetzes mit verringerter PEGda-Konzentration
(250 pl) wird durch die gefdrbten Paraffin-Schnitte (HE-Farbung) sichtbar
und zeigt auch vereinzelte Sphéiroide (Abb. 3-42B). Im Gegensatz dazu ist
die Cryogelstruktur der Proben mit doppelter Konzentration (500 pl auf

161
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10 ml) fester und stabiler, was eine Beurteilung der Sphéroidformen und
-verteilung erleichtert (Abb. 3-42A).

Auch die lichtmikroskopischen Aufnahmen weisen kompaktere Sphiroide
eingebettet in eine dichtere Porenstruktur mit dickeren Porenwinden auf
(Abb. 3-42B). Zum Teil treten flichige Zellschichten auf (C3y.g), welche
jedoch vorrangig an den Probenridndern auftauchen (Abb. 3-42A, rot mar-
kiert). Basierend auf den Ergebnissen in Abbildung 3-42A und B, wirkt sich
das Fehlen von Gelatine (C32s0,1-6/ C31mi-g) nicht ausschlaggebend auf die
Sphédroidbildung und -verteilung aus. Dagegen wurde bei der Immunfluores-
zenzmarkierung des AR (rot) Unterschiede zwischen den Proben mit und
ohne Gelatine erkannt. Im Gegensatz zu den Cryogelen C3;50y und C3;py
ohne Gelatine, wurde der AR in den Zellen der Proben mit Gelatine vermehrt
im Zellkern erfasst, was auf metabolisch aktivere Zellen hinweist.

Das Wachstumsverhalten der Prostatakrebszelllinie LNCaP innerhalb der
Cryogele mit verdnderter PEGda-Konzentration wird in Abbildung 3-43A
und B dargestellt und zusétzlich mit den Cryogelen gleicher Zusammenset-
zung ohne Gelatine verglichen. Gegeniiber der Zellzahlentwicklung der
Referenzprobe C3 mit einer PEGda-Konzentration von 5 % v/v wurde bei
allen Proben ein deutlich schwicheres Wachstum festgestellt (Abb. 3-43A).
Dabei konnte nach einer Kultivierungswoche die Zellzahl annidhernd verdop-
pelt werden, jedoch zeichnet sich bereits nach weiteren sieben Tagen eine
riicklaufige Wachstumsrate ab (Abb. 3-43B).

Grundsitzlich liegen nach 14 Tagen die Zellzahlen der Proben in einem
Bereich zwischen 6*1075 und 1*¥107°6 Zellen, wobei sich ein minimaler
Unterschied zwischen den Cryogelen mit und ohne Gelatine eingestellt hat
(Abb. 3-43A). Nach zweiwochiger Kultivierung wurde zwischen den C3a50,
und C3,50u1.6 sowie C3yy und C3y, g eine Differenz von 0.3 berechnet
(Anderung gegeniiber der Ausgangszellzahl 250.000 am Tag 0).
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Abb. 3-43: Auswertung der Zellzahlentwicklung und momentanen Wachstumsrate nach 14
Kultivierungstagen. A) Zellzahlentwicklung bezogen auf eine Ausgangszellzahl
von 250.000. B) Momentane Wachstumsrate bezogen auf die Zellzahl, welche sich
zu einem bestimmten Zeitpunkt einstellt (Tag 7 und 14). Die Werte entsprechen
dem Mittelwert aus je vier unabhédngigen Messungen und die Fehlerbalken dem
Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test
Typ 2 relativ zur Referenzprobe C3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Die Auswertung des Western Blots zum spezifischen Nachweis des AR
wurde nach dem gleichen Verfahren, wie bereits in Experiment 4 beschrieben
(Abb. 3-40), durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-44A bis C
dargestellt und reprisentieren die Intensitdt des markierten Proteins (AR)
gegeniiber der Referenzprobe C3.

Im Vergleich zum Cryogel C3, mit einer PEGda-Konzentration von 5 % v/v
und einem Gelatine Anteil von 2 % w/v, erreichten die Proben mit verringer-
ter PEGda-Konzentration (2.5 % v/v) eine um fast 10 % erhdhte Blot-
Intensitit. Dagegen verringerte sich die Intensitit der Cryogele mit doppelter
Konzentration (10 % v/v) um mehr als 20 % (Abb. 3-44B und C). Unabhén-
gig vom gemessenen Proteingrad, korrelierte dieser nicht mit dem Wachs-
tumsverhalten wéhrend der Zellkultivierung. In Anbetracht der ermittelten
Werte aus dem Western Blot, hitten diese gegeniiber der Referenzprobe C3
zu einem gesteigerten Zellwachstum im Fall der Proben C3 550, und C3550,.-G
sowie zu einem geringeren Wachstum der Cryogele C3,,, und C3,,, ¢ fithren
miissen.
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Abb. 3-44: Auswertung der Western Blot-Analyse zum Nachweis des AR nach 14 Kultivie-
rungstagen. A) Proteinbanden des AR im Bereich von 117 kDa resultierend aus
Zelllysaten der Cryogele mit verdnderter PEGda-Konzentration. B) Auswertung der
Blot-Intensitdt mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramm ImageJ. C) Verdnderung
der Peak-Intensitit gegeniiber der Referenzprobe C3. Die Werte entsprechen dem
Mittelwert aus je zwei unabhéngigen Messungen und die Fehlerbalken dem Stan-
dardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test Typ
2, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Im Zuge der HE-Féarbung wurde neben der allgemeinen Untersuchung zur
Sphéroidbildung und -struktur auch die Verteilung der Sphéroide iiber drei
Probenabschnitte erfasst. Die Ergebnisse hierzu werden in Abbildung 3-45A
dargestellt. In einem separaten Diagramm, Abbildung 3-45B, werden zusétz-
lich die kalkulierten Sphéroidflichen durch Aufzeichnung des maximalen
und minimalen Wertes zusammengefasst.
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Abb. 3-45: Bestimmung der LNCaP-Sphéroidanzahl und -flache nach 14 Tagen Kultivierung.
A) Verteilung der erfassten Sphéroide iiber drei Ebenen (oben, Mitte, unten).
B) Verteilung des maximalen und minimalen Sphéaroidflichenwertes der einzelnen
Cryogelen C3, C3250ul, C3250ul,-G, C31ml und C31ml,-G iber drei Ebenen
(oben, Mitte, unten). Die Werte entsprechen dem Mittelwert aus je vier unabhéngi-
gen Messungen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswer-
tung erfolgte tiber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Referenzprobe C3,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Im Vergleich zur Referenzprobe C3 (PEGda-Konzentration: 5% v/v) wurden,
mit Ausnahme der Probe mit verringerter PEG-Menge und ohne Gelatine
(C3250u1-6), Sphéroidzahlen zwischen 20 und 40 ermittelt. Allerdings vertei-
len sich davon nur die Sphiroide der Probe C3,50,, . und C3,y auf alle drei
Bereiche (Abb. 3-45A). Dariiber hinaus ist zu erwéhnen, dass gegeniiber der
Referenzprobe C3 die Sphéroidfliche bezogen auf den maximalsten Wert zur
Mitte zunimmt (Bsp. C3,s,.¢ und C3,,y), wihrend die Minimalwerte kaum
Veranderungen aufweisen (Abb. 3-45B). Im Verhiltnis zur Cryogelprobe C3
wurden abgesehen von einer erhéhten Anzahl auch groflere Sphdroiden
erfasst, welche jedoch in keinem direkten Zusammenhang zum aufgezeichne-
ten Wachstumsverlauf der Zellen stehen (Abb. 3-45A und B, Abb. 3-43A
und B).
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3 Ergebnisse

3.2.3 Verhalten unterschiedlicher Prostatakrebszellen
innerhalb ausgewihlter Cryogele

Basierend auf den Ergebnissen zur Charakterisierung der unterschiedlichen
Cryogelstrukturen, wurden in den vorherigen Kapiteln 3.2.1 bzw. 3.2.2 die
Untersuchungen zur Kultivierung der Prostatakrebszelllinie LNCaP durchge-
fiihrt. In diesem Zusammenhang wurden zunéchst die verschiedenen Cryo-
gelproben mit variierenden Konzentrationsverhéltnissen der Reaktionskom-
ponenten, Alginat, Gelatine und HEMA, fiir erste Zellkultivierungs-
experimente verwendet (Experiment 1). Dabei wurde zum einen das
Wachstumsverhalten der LNCaP-Zellen an zuvor festgesetzten Messtagen
aufgezeichnet und zum  anderen die  Sphéroidbildung  und
-verteilung innerhalb der Cryogelproben (C1 bis C4) mit Hilfe unterschied-
licher Farb- und Mikroskopmethoden untersucht. Ausgehend von diesem
Experiment wurden weitere Parameter beziiglich ihres Einflussbereiches
gegeniiber der strukturellen Beschaffenheit der Cryogele verdndert, wie z.B.
der Materialkomposition, der Gefriertemperatur sowie der Gefrierzeit (siche
Kapitel 3.1.1/3.2.1) und deren Auswirkung auf das zellulire Verhalten
untersucht.

Bezogen auf bisherige Ergebnisse erfolgt in diesem Abschnitt die Kultvie-
rung der Prostatakrebszelllinie PC3, welche im Gegensatz zur Zelllinie
LNCaP aus der Knochenmetastase eines Mannes isoliert wurde. In Anleh-
nung an die bisherigen Experimente wurden die Cryogele C1 bis C4 aus dem
Experiment 1 sowie die Cryogelproben aus dem Experiment 5
(C3250u/C3250u1.6 und C31,/C3 1) zur Kultivierung der Zelllinie PC3
ausgewdhlt. Dabei wurde der Einfluss von verschiedenartigen Porenstruktu-
ren, hervorgerufen durch variierte Mischungsverhdltnisse (Experiment 1),
unterschiedlichen Elastizitdten (Experiment 5) sowie verdnderten Oberflé-
chenmarkierungen (RGD) untersucht.

Im Folgenden werden nun die Ergebnisse der Zellexperimente bezogen auf
die metabolische Aktivitit der Zellen sowie der Sphéroidbildung und
-verteilung innerhalb der Cryogelproben aufgefiihrt. Hierzu wurden sowohl
qualitative als auch quantitative Verfahren angewendet.
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EXPERIMENT 1

Im Rahmen dieses Experimentes dienen die synthetisierten Cryogele von
Experiment 1 aus dem Kapitel 3.1.1 als Ausgangspunkt fiir die nachfolgen-
den Zellkulturexperimente. Charakteristisch fiir diese Cryogele, mit der
Bezeichnung C1 bis C4, sind die verdnderten Mengenverhiltnisse der Haupt-
komponenten (Alginat, Gelatine bzw. HEMA), welche nochmals in
Tabelle 3-8 aufgefiihrt sind. Basierend auf den bisherigen Ergebnissen wurde
fiir die Aussaat der PC3-Zelllinie die gleiche Ausgangszellzahl von 250.000
angesetzt. Die Ergebnisse der Cryogelprobe C3 mit kultivierten LNCaP-
Zellen (siehe Kapitel 3.2.1) wurden zum direkten Vergleich in diesem Kapi-
tel mit aufgefiihrt.

Tab. 3-8:  Zusammensetzung der Cryogelstrukturen C1 bis C4 bezogen auf ein Ausgangsvo-
lumen von 10 ml. Die Konzentrationen fiir APS (0.5 % w/v) und TEMED (0.1 %
v/v) blieben in allen Variationen stets konstant. Die Konzentration von GA wurde
entsprechend der Alginat- bzw. Gelatine-Konzentration angepasst. Der zugehorige
Syntheseprozess wird in Kapitel 2.1 beschrieben.

Cryogel Alginat Gelatine GA HEMA PEGda
Cl1 50 mg 50 mg 25 ul 350 pl 500 pl
C2 100 mg 100 mg 50 ul 350 pl 500 pl
C3 200 mg 200 mg 62.5ul 350 pl 500 pl
C4 50 mg 50 mg 25 ul 700 pl 500 pl

Die REM-Aufnahmen zur Untersuchung der Sphéroidbildung und deren
Verbindung mit dem pordsen Netzwerk werden in Abbildung 3-46A darge-
stellt. Ergdnzend hierzu wurden in Abbildung 3-46B die HE-Féarbungen der
Paraffinschnitte (7 pm) zur zelluldren Differenzierung hinzugefiigt. Generell
konnte in keiner der vier Cryogelproben (C1 bis C4) Spharoide oder Ansétze
einer Clusterstruktur nachgewiesen werden. Nach einer 14tdgigen Kultivie-
rung der Prostatakrebszelllinie PC3 wurden lediglich flachige Zellstrukturen
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3 Ergebnisse

detektiert, welche sich iiber die gesamte Probenoberfliche ausbreiten
(Abb. 3-46A). Im Fall der Cryogelprobe C3, mit dem hdchsten Anteil an
Alginat bzw. Gelatine (2 % w/v), zeigen die REM-Aufnahmen sehr anschau-
lich wie die PC3-Zellen entlang der Porenwénde einzelne Poren auskleiden.
Der visuelle Unterschied zwischen den gebildeten Formen der verwendeten
Zelllinien, wird am Beispiel der Cryogelprobe C3 in Abbildung 3-47 noch-
mals veranschaulicht. Im Vergleich zu den LNCaP-Zellen, welche innerhalb
der ersten 14 Tage nach Zellaussaat bereits typische Sphiroide gebildet
haben, bleibt diese Beobachtung bei den PC3-Zellen aus. Im Gegensatz zu
den REM-Aufnahmen konnten in den HE-Aufnahmen der Cryogelproben C2
und C3 vereinzelte Zellansammlungen erfasst werden (Durchmesser ca. 100
pm, Abb. 3-46B). Diese Aufnahmen bildeten jedoch nach zweiwdchiger
Zellkultivierung die Ausnahme. Vielmehr konnten die durchgefiihrten Far-
bungen die Verteilung der PC3-Zellen innerhalb des Porennetzwerkes in
Form von einzelnen Zellen entlang der Porenwidnde bis hin zu kleineren
Zellgruppen durch Ubereinanderlagerung bestitigen (Abb. 3-46B).

C1 A B
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C4

Abb. 3-46: Untersuchung der Spharoidstruktur auf Basis unterschiedlicher Mikroskopaufnah-

170

men (in den Cryogelen von Experiment 1). A) REM-Aufnahmen der PC3-Zellen
nach 14tagiger Kultivierung in 150fache (Abb. oben; Mafstabsbalken 200 pm) und
400fache (Abb. unten; MaBstabsbalken 50 um) VergréBerung. Die Proben wurden
vor der Messung bei RT getrocknet und anschlieBend mit Silber-Ionen bestéubt.
Auf diese Weise konnen Aufladungseffekte vermieden werden. B) HE-Férbung fi-
xierter PC3-Zellen in 10facher (Abb. oben; Mafstabsbalken 100 pm) und 20fache
(Abb. unten; Mafstabsbalken 100 um) VergroBerung. Die Proben wurden vor der
histologischen Préparation fiir 24 h mit einer 3.7%igen Formalinlosung fixiert.



3.2 Eignung modifizierter Cryogelstrukturen zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

Abb. 3-47: REM-Aufnahme fixierter LNCaP-Zellen nach 14tégiger Kultivierung (Cryogelpro-
be C3 (Experiment 1)). Bereits 14 Tage nach Zellaussaat bildeten sich Zelllinien
typische Sphéroide aus, welche sich deutlich von der Polymerstruktur abheben.
35fache VergroBerung (Aufnahme links; MaBstabsbalken 500 pm) und 250fache
VergroBerung (Aufnahme rechts; MaBstabsbalken 100 pm).

Die Zellzahlentwicklung und die momentanen Wachstumsrate wahrend der
14tigigen Kultivierung werden in Abbildung 3-48A und B dargestellt und
beschreiben das Wachstumsverhalten der PC3-Zellen innerhalb der Cryogele
C1 bis C4. Zum direkten Vergleich wurden die Ergebnisse der Cryogelprobe
C3 mit kultivierten LNCaP-Zellen in die jeweiligen Diagramme integriert.
Gegeniiber den erreichten LNCaP-Zellzahlen in den vorhergehenden Expe-
rimenten (siche Kapitel 3.2.1/3.2.2) wurde nach sieben Tagen eine Verdopp-
lung (C3) bis achtfache Erhdhung (C2) der PC3-Zellzahl erreicht. Zwischen
Tag sieben und Tag 14 trat ein signifikanter Einbruch der Zellzahl mit
gleichzeitiger Abnahme der Wachstumsrate auf (Abb. 3-48A und B). Die
Messwerte verringerten sich durchschnittlich um mehr als 50 % gegeniiber
den erfassten Zahlen an Tag sieben, was zu einer negativen Wachstumsrate
fiihrte. Im Vergleich dazu verzeichnete die Cryogelprobe C3 mit kultivierten
LNCaP-Zellen nach 14 Tagen eine positive Wachstumsrate (Abb. 3-48B).

Generell wurde das hochste Wachstumspotential trotz Zellzahlriickgang bei
den Proben C2 und C4 festgestellt (Abb. 3-48A). Letzteres konnte jedoch auf
die ausgedehnte Oberflachenkultivierung zuriickgefiihrt werden, welche mit
Hilfe der REM-Aufnahmen gezeigt wurde (Abb. 3-46).
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Abb. 3-48: Auswertung der Zellzahlentwicklung und momentanen Wachstumsrate im Verlauf
von 14 Kultivierungstagen. A) Zellzahlentwicklung bezogen auf eine Ausgangs-
zellzahl von 250.000 Zellen. B) Momentane Wachstumsrate bezogen auf die Zell-
zahl, welche sich zu einem bestimmten Zeitpunkt einstellt (Tag 7 und 14). Die
Werte entsprechen dem Mittelwert aus je vier unabhingigen Messungen und die
Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den
ungepaarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

EXPERIMENT 5

Im Folgenden Experiment lag der Schwerpunkt auf der Vernetzung der
Polymerketten wéhrend der Polymerisation de Gels. Dabei wurde die Kon-
zentration des verwendeten Cross-Linkers, PEGda, von 5 % v/v (500 pl/
10 ml) auf 10 % v/v verdoppelt bzw. auf 2.5 % v/v (250 pl/10 ml) verringert
(siche Tab. 3-5 Kapitel 3.1.2). Durch die abgewandelte PEGda-Konzentration
wurde eine strukturelle Verdnderung des Porensystems und daraus resultie-
rend eine Erhohung sowie Verminderung des E-Moduls hervorgerufen (siche
Kapitel 3.1.2). Der Einfluss dieser abweichenden mechanischen Festigkeit
auf die Kultivierung der Prostatakrebszelllinie LNCaP wurde bereits in
Kapitel 3.2.2 untersucht und wird nun im Rahmen dieses Abschnittes durch
die Zelllinie PC3 erweitert. In Anbetracht der zelluldren Herkunft der Prosta-
takarzinomzelllinie PC3 (Knochenmetastase) wurde sowohl die Wirkung der
verdnderten Elastizitdtseigenschaften als auch das Fehlen der natirlichen
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Komponente Gelatine, inklusive der spezifischen Aminosdurensequenz RGD,
iberpriift.

Ausgehend von den Cryogelproben mit verdnderter PEGda-Konzentration,
C32500/ C3s0u-6 und C31/ C3imi.g, sowie der Referenzprobe C3 (mit
LNCaP Zellen), werden im Folgenden die Zellkulturexperimente inklusive
des Wachstumsverhaltens der Zellen, der Sphéroidbildung, -struktur und
-verteilung in den jeweiligen Cryogelen ausgewertet.

Das Aussehen und die Verteilung der PC3-Zellen innerhalb der Cryogelpro-
ben mit verdnderter PEGda-Konzentration werden durch die REM-
Aufnahmen und HE-Farbungen in Abbildung 3-49A und B dargestellt.
Verglichen zu den Ergebnissen aus Experiment 1 (siche Kapitel 3.2.1),
konnten auch innerhalb der Proben mit reduzierter (2.5 % v/v) bzw. doppelter
PEGda-Konzentration (10 % v/v) und unabhingig von der Anwesenheit der
natiirlichen Komponente Gelatine keine Zellsphdroide festgestellt werden.
Wie schon zuvor gezeigt (Abb. 3-46A und B), wurden lediglich fldchige
Zellstrukturen, welche sich vorrangig entlang der Porenwandriander befanden,
detektiert (Abb. 3-49A). Diese Erscheinung wurde gehiuft bei den Cryogel-
proben C3,50,1-6 (ohne Gelatine) und C3;, beobachtet.
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Abb. 3-49: Untersuchung der Sphéroidstruktur auf Basis unterschiedlicher Mikroskopaufnah-
men (Experiment 5). A) REM-Aufnahmen der PC3-Zellen nach 14tigiger Kultivie-
rung in 150fache (Abb. links; MaBstabsbalken 200 pm) und 400fache (Abb. rechts;
MaBstabsbalken 50 pm) VergroBerung: Die Proben wurden vor der Messung bei
RT getrocknet und anschliefend mit Silber-lIonen bestdubt. Auf diese Weise kon-
nen Aufladungseffekte vermieden werden. B) HE-Farbung fixierter PC3-Zellen in
10facher (Abb. oben; MafBstabsbalken 100 um) Vergroferung: Die Proben wurden
vor der histologischen Priparation fiir 24 h mit einer 3.7%igen Formalinlosung
fixiert.

Verglichen zu den REM-Aufnahmen, weisen die HE-Aufnahmen von geféarb-
ten Schnitten aus dem Inneren der Cryogelstruktur mit verringertem PEGda-
Volumen (250 upl/10 ml) und ohne Gelatine erste Anzeichen einer
Sphéroidbildung auf (Abb. 3-49B). Generell dominierte jedoch die Vertei-
lung der PC3-Zellen in Form einzelner Zellen oder eines schichtweisen
Aufbaus (Abb. 3-46A und B). Dabei traten nur geringfiigige Unterschiede
zwischen den Cryogelproben mit doppelter und verringerter PEGda-
Konzentration sowie mit und ohne Gelatine auf.

Das Wachstumsverhalten der PC3-Zellen innerhalb der Cryogele mit verédn-
derter PEGda-Konzentration wird mit Hilfe der Diagramme in
Abbildung 3-50A und B dargestellt. Im Vergleich zum Wachstumsverlauf
der Zellen in den Cryogelproben C1 bis C3, wird nach einer Kultivierungs-
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woche die Zellzahl maximal um das Dreifache erhéht (Abb. 3-50A,
Abb. 3-48A). Dabei wurde die hochste Zellzahl in den Cryogelproben mit
erhohter PEGda-Konzentration ermittelt (C3,; C3imi-g), welche fast das
Doppelte gegeniiber den Proben C3,spy und C3s0u.6 ausmacht (Abb.
3-50A).
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Abb. 3-50: Auswertung der Zellzahlentwicklung und momentanen Wachstumsrate im Verlauf
von 14 Kultivierungstagen. A) Zellzahlentwicklung bezogen auf eine Ausgangs-
zellzahl von 250.000 Zellen. B) Momentane Wachstumsrate bezogen auf die Zell-
zahl, welche sich zu einem bestimmten Zeitpunkt einstellt (Tag 7 und 14). Die
Werte entsprechen dem Mittelwert aus je vier unabhingigen Messungen und die
Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den
ungepaarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Zwischen der ersten und zweiten Kultivierungswoche wurde erneut, wie
schon im Experiment 1 beobachtet, eine Verringerung der Zellzahl festge-
stellt. Dabei sank die Anzahl an PC3-Zellen zwischen 30 und 45 % gegen-
iiber den erreichten Messwerten an Tag sieben. Im Fall der Cryogelprobe
C3550u,-6 wurde zudem ein Riickgang unterhalb der Ausgangszellzahl erfasst
(Abb. 3-50A). Dieser abnehmende Wachstumstrend wird durch die negativen
Wachstumsraten in Abbildung 3-50B nochmals veranschaulicht und bildet
einen auffilligen Kontrast zum Verhalten der LNCaP-Zellen in der Cryogel-
probe C3. Im Gegensatz zu den Ergebnissen des LNCaP-Zellwachstums
innerhalb der Cryogelproben mit verdndertem PEGda-Anteil (Abb. 3-43A,
siche Kapitel 3.2.2), besteht im Fall der PC3-Zellen ein offensichtlicherer
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Unterschied zwischen den Proben mit geringerer und erhéhter PEGda-
Konzentration sowie mit bzw. ohne Gelatine.

3.3 Charakterisierung und Vergleich von
Seidenfibroingeriisten

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels wird die physikalische Charakterisierung
unterschiedlicher Seidenfibroingeriiste diskutiert. In diesem Zusammenhang
wird auf die gleichen Untersuchungsmethoden wie in den vorhergehenden
Kapiteln zuriickgegriffen, um einen direkten Vergleich zu den Cryogelen zu
ermdglichen (siche Kapitel 3.1). Des Weiteren wird die Eignung der Seiden-
fibroingeriiste bezogen auf die durchgefiihrten Zellkulturexperimente iiber-
priift und diskutiert.

3.3.1 Einfluss verschiedener Mischungskomponenten
auf die Matrixeigenschaften von
Seidenfibroingeriisten

In diesem Kapitel werden unter Beurteilung verschiedener Ausgangskompo-
sitionen die Struktur und das mechanische Verhalten von Seidenfibroingeriis-
ten untersucht und in einen Kontext mit den charakteristischen Merkmalen
der Cryogele gestellt. Basierend auf dem extrahierten Seidenfibroin des
Seidenraupenspinners B.mori wurden unterschiedlich zusammengesetzte
Geriiststrukturen hergestellt. Zu den Bestandteilen zéhlen Kollagen, Gelatine,
Chitosan, das Seidenfibroinextrakt aus A.pernyi und das rekombinantes
Strukturprotein (Spidroin) der Spinnenseide von Araneus diadematus (ge-
wohnliche Gartenkreuzspinne) bzw. Nephila clavipes (Goldene Seiden-
spinne, siehe Kapitel 1.4.3). Die in Kapitel 2.2 beschriebenen Fertigungs-
schritte setzen sich grundsétzlich aus dem Entbasten der Seidenkokons, der
Extraktion des Seidenproteins Fibroin sowie dem anschlieBenden Einfrieren
(24 h bei -21 °C) und Gefriertrocknen fiir 24 bis 48 h zusammen. Mit Hilfe
der darauffolgenden Ethanol-Behandlung kann die Wasserloslichkeit redu-
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ziert und die Geriiststruktur stabilisiert werden. Letzteres ist ein wesentlicher
Schritt um die Zellkultivierung in Nahrstoffmedium durchfiihren zu kénnen.

Nachfolgend werden nun die Ergebnisse zu den Untersuchungen der Poren-
struktur, der mechanischen Eigenschaften und dem Verhalten in fliissiger
Umgebung dargestellt.

Die REM-Aufnahmen zur qualitativen Untersuchung der pordsen Eigen-
schaften der Seidenfibroingeriiste werden in Abbildung 3-51A und B darge-
stellt. Gleichzeitig dienen die Aufnahmen dem direkten Vergleich zwischen
den Ethanol unbehandelten (Abb. 3-51A) und behandelten Proben
(Abb. 3-51B). Basierend auf dem extrahierten Seidenfibroin des Seidenrau-
penspinners B.mori wurden fiinf unterschiedliche Zellgeriisttrager hergestellt,
welche aus verschiedenen natiirlichen Komponenten (Kollagen, Gelatine,
Chitosan, Seidenfibroin von A.pernyi und Spidroin) aufgebaut sind. Reine
Seidenfibroingeriiste aus B.mori dienen dabei als unfunktionalisierte Refe-
renzstruktur. Mit Ausnahme des zusammengesetzten Geriistes aus dem
Seidenfibroin von A.pernyi, B.mori und Chitosan (AP-BM-chi), zeigen alle
Proben im unbehandelten Zustand eine sichtbare Porenstruktur. Ein besonde-
res Merkmal dafiir sind die diinnen Porenwinde, welche eine blattdhnliche
Struktur mit diinnen Ausldufern an den Porenwandrindern aufweisen
(Abb. 3-51A). Diese materialspezifische Eigenschaft wird am Beispiel von
REM-Aufnahmen reiner Seidenfibroingeriiste in Abbildung 3-52A ergidnzend
dargestellt. Im Fall der zusammengesetzten Geriiste mit Kollagen (BM-coll)
und Gelatine (BM-gel) dient eine vierprozentige Fibroinlosung als Aus-
gangsgemisch, welche zu einer strukturellen Ahnlichkeit zwischen den
Proben fiihrt. Zusammen mit dem Seidenfibroingeriist aus Chitosan (BM-
chi), welches auf einer dreiprozentigen Fibroin-Ldsung basiert, weisen diese
Proben groflere Poren in einer langlichen Form auf. Letzteres differenziert
sich von der kleinporigeren Struktur der reinen Fibroingeriiste sowie in
Verbindung mit dem rekombinanten Seidenspidroin  (BM-SSP)
(Abb. 3-51A).
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Abb. 3-51:

Untersuchung der Porenstruktur der Seidenfibroingeriiste auf Basis hochauflosen-
der Mikroskopaufnahmen. A) REM-Aufnahmen der Seidenfibroingeriiste ohne
Ethanol-Behandlung in 40facher (linke Spalte; MaBstabsbalken 500pm) VergroBe-
rung. B) REM-Aufnahmen der Seidenfibroingeriiste mit Ethanol-Behandlung in
40facher (rechte Spalte; Mafstabsbalken 500um) VergroBerung. Nach der Fibroin
Extraktion und Herstellung der Geriiste werden diese fiir 1 h mit 100 % Ethanol be-
handelt. Auf diese Weise wird die Loslichkeit herabgesetzt und die Stabilitdt in
Flussigkeit erhoht.
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3 Ergebnisse

Als Folge der Ethanol-Behandlung kommt es teilweise zu einer strukturellen
Veranderung des Porensystems. Dabei weisen BM-coll und BM-gel vermehrt
kleinere Poren mit dickeren Porenwénden auf, welche auch pordse Stellen
verdecken (Abb. 3-51B). Verglichen dazu wirken die Poren von BM-SSP
groBBer und heterogener verteilt, wihrend im Fall von BM-chi und
AP-BM-chi kaum noch Poren zu erkennen sind (Abb. 3-51B). Letztere
scheinen auBlerdem nach der Alkohol-Behandlung mechanisch fester und
grober zu sein. Die geringfiigigsten Verdnderungen sind bei den reinen
Fibroingeriisten zu erkennen. Es konnte lediglich eine Verfestigung der
charakteristischen  Ausldufer der Porenwinde festgestellt werden
(Abb. 3-52B).

Abb. 3-52: REM-Aufnahmen der blittrigen Porenstruktur am Beispiel reiner Seidenfibroinge-
riiste. A) REM-Aufnahmen von Ethanol unbehandelten BM-Geriisten zeigen eine
blattartige Porenwandstruktur mit astdhnlichen Ausldufern in 100facher (Mafstabs-
balken 100 pm) VergroBerung. B) Nach Ethanol-Behandlung zeigen die BM-
Geriiste Verfestigungen innerhalb der charakteristischen Ausldufer in 100facher
(MaBstabsbalken 100 pm) VergroBerung [Bac2017].

Zur Erweiterung der visuellen Strukturuntersuchung wurde mit Hilfe der
Elektron-Synchrotron-Strahlung das gesamte Porensystem gescannt, um
dadurch die Poreninterkonnektivitdt nachzuweisen. Die rekonstruierten 3D
Aufnahmen und Tomographiescans aus der Probenmitte werden in Abbil-
dung 3-53 zusammengefasst. Durch die Bestétigung der Porenverbundenheit
werden die strukturellen Voraussetzungen geschaffen, welche fiir eine erfolg-
reiche Zellkultivierung notwendig sind. Dabei gewdhrleistet die vernetzte
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Struktur die Versorgung der Zellen mit Néhr- und Sauerstoffen und sichert
zugleich den Abtransport von Stoffwechselendprodukten.

Mit Hilfe der Tomographiescans wird hervorragend veranschaulicht in wie
weit sich die Porenstruktur reiner Seidenfibroingeriiste von den zusammen-
gesetzten Proben unterscheidet. Im Gegensatz zu den tibrigen Fibroingeriisten
erscheinen die Poren sehr viel groBer und nehmen in Folge der Verbindung
mit Kollagen (BM-coll) und Gelatine (BM-gel) deutlich an Gréfie ab
(Abb. 3-53). Verglichen dazu weisen die Chitosan-basierten Seidenfibroinge-
riiste (BM-chi, AP-BM-chi) strukturelle Ahnlichkeiten auf, welche in den
REM-Aufnahmen weniger auffallend waren (Abb. 3-51). Gegeniiber den
reinen Fibroingeriisten verringerte sich die Porengréfe nicht und scheint an
manchen Stellen sogar groer. Durch die Verbindung mit Spidroin (BM-SSP)
wurde eine sehr homogene Porenstruktur erzeugt, welche auch iiber die
REM-Aufnahmen im Ethanol-behandelten und -unbehandelten Zustand
bestitigt wurde (Abb.3-51/3-53).

BM
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BM-coll

BM-gel

BM-chi
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AP-BM-chi

BM-SSP

Abb.3-53: Rontgen-Mikro-CT-Aufnahmen der Porenstruktur. Mit  Hilfe der
3D-Rontgenbildgebung konnte die Interkonnektivitit der Porenstruktur analysiert
werden. Die untersuchten Seidenfibroingeriiste wurden vorab mit Ethanol
behandelt und bei RT getrocknet. (MaBstabsbalken 500 pm).

Generell konnte bei allen Seidenfibroingeriisten eine vernetzte Porenstruktur
in allen gescannten Ebenen nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den
gemessenen Cryogelproben sind die Poren kleiner und Porenwinde auffal-
lend diinner. Es sollte jedoch beachtet werden, dass dieser Ausschnitt nicht
der gesamten Probengréfle entspricht, sondern nur einen kleinen Teil wieder-
gibt. Dementsprechend miissen die qualitativen und quantitativen Messer-
gebnisse zusammen betrachtet und ausgewertet werden.
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Die Untersuchung der Porensysteme erfolgte mit Hilfe der Quecksilberporo-
simetrie und wird in Abbildung 3-54A und B dargestellt. Quecksilber wird
mit ansteigendem Druck in die Poren gepresst, wonach ein Zusammenhang
zwischen dem angewandten Druck und in dem aufgenommenen Volumen der
Poren entsteht (siche Kapitel 2.3.1, Washburn-Gleichung). Aufgrund der
Verwendung von Quecksilber, als nicht benetzende Fliissigkeit, konnte die
Ermittlung der Gesamtporositit und dem dazugehdrigen Porenvolumen vor
der Ethanol-Behandlung erfolgen. Die gemessene Porositit nimmt einen
Bereich zwischen 65 und 95 % ein, wobei der Maximalwert bei BM-chi
(~95 %) sowie der Minimalwert bei BM-gel (~65 %) liegt. Korrelierend dazu
fallt das Porenvolumen entsprechend hoch aus (2.200 bis 13.000 mm?®/g),
welches sich deutlich von den zuvor gemessenen Werten der Cryogelproben
unterscheidet (100 bis 1.000 mm?>/g bei einer maximalen Porositit von 50 %
(Experiment 1 bis 5, siche Kapitel 3.1.1/3.1.2)).

Verglichen zu den reinen Fibroingeriisten, zeigt BM-chi ein erhdhtes Poren-
volumen (~ 13.000 mm?/g) trotz geringer Differenz zwischen den Porositéten
(~10 %). Dagegen weisen BM-coll, BM-gel und AP-BM-chi Porenvolumen-
werte in einem Bereich zwischen 2.200 und 2.800 mm?/g auf (Abb. 3-54A).

Der Zusammenhang zwischen PorengroBe (ermittelt durch Quecksilberporo-
simetrie) und der Gesamtporenoberfliche wird in Abbildung 3-54B darge-
stellt. Mit Hilfe der Visualisierungssoftware Avizo wurde die Porenoberfla-
che von gefirbten Paraffinschnitten (h=7 pm, Abb. 3-55A, links) bestimmt
und anschlieBend ausgewertet (Abb. 3-55A, rechts). Auf diese Weise konnte
die quantitative Beurteilung der inneren Porenstruktur von annidhernd feuch-
ten Probenschnitten durchgefiihrt werden.
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Abb. 3-54: Quantitative Charakterisierung des Porensystems mittels Quecksilberporosimetrie.
A) Bestimmung der Gesamtporositit als Verhiltnis zwischen Porenvolumen (Ge-
samtintrusionsvolumen) und Rohvolumen. B) Ermittlung des Median Porendurch-
messers und der Gesamtporenoberflache im Zuge der Porosimetrie-Messungen. Die
dargestellten Messungen fanden vor der Ethanol-Behandlung statt. Aufgrund der
weichen Struktur von BM-SSP, konnte keine Messung mit dem Quecksilberporo-
simeter durchgefiihrt werden. Die Werte entsprechen dem Mittelwert aus je drei
unabhéngigen Messungen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte tiber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur Probe BM,
* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Die grofiten Porendurchmesser (Median) wurden bei den zusammengesetzten
Seidenfibroingeriisten aus Gelatine, Chitosan bzw. A.pernyi und Chitosan
nachgewiesen (~ 45 pum), wohingegen reine Fibroingeriiste nur eine Grofie
von ~ 20 um aufzeigen. Gleichzeitig weist BM-chi die grofite Gesamtporen-
oberflache auf (Abb. 3-54B).

Aufgrund der anndhernd identischen Porendurchmesser wird die Haufig-
keitsverteilung der gemessenen Porenoberflichen von BM-gel, BM-chi und
AP-BM-chi in Abbildung 3-55B zusammengefasst. Im Gegensatz zu BM-gel
und AP-BM-chi wird deutlich, dass BM-chi vermehrt groBere Porenoberfla-
chen aufweist, was sich wiederum in den Messwerten der Gesamtporenober-
fliche in Abbildung 3-54B widerspiegelt.
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A)

B)
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Abb. 3-55: Auswertung und Haufigkeitsverteilung der ermittelten Porenoberflichen. A) Mit
Hilfe der Analyse Software Avizo konnte die Porenoberfliche der Seidenfibroinge-
riiste (BM-gel, BM-chi bzw. AP-BM-chi) untersucht werden. Hierfiir wurden histo-
logische Schnitte (h=7 um) aus Paraffinblocken angefertigt, welche anschliefend
mit Hamatoxylin eingefdarbt wurden (Beispielaufnahme: BM-gel). Die Tatsache,
dass die Geriiststruktur einen signifikanten Anteil an Farbe aufnehmen (Bild links),
ermoglichte die Unterscheidung zwischen Porenwand und Poren (Bild rechts). B)
Haufigkeitsverteilung der gemessenen Porenoberfléchen von BM-gel, BM-chi und
AP-BM-chi.

Die Ergebnisse zur Untersuchung des Schwellverhaltens in Nahrmedium,
welche eine erginzende Messmethode zur Charakterisierung des Porensys-
tems darstellt, werden in Abbildung 3-56 und Tabelle 3-9 zusammengefasst.
Auf diese Weise kann der Einfluss der Porenstruktur auf die notwendige
Fliissigkeitsaufnahme tiberpriift werden, was ein entscheidender Punkt bei
der Aufnahme der Zellsuspension im Zuge der Kultivierungsexperimente ist.
Aufgrund der experimentellen Bedingungen erfolgte die Untersuchung erst
nach der Ethanol-Behandlung. Bei Betrachtung der Schwellraten wird deut-
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lich, dass sich die zusammengesetzten Seidenfibroingeriiste BM-SSP
(Spidroin) und BM-coll (Kollagen) von den iibrigen Geriisten abgrenzen
(oberen zwei Kurven). Bezogen auf ihr Ausgangsgewicht nimmt BM-SSP
um das Siebenfache und BM-coll um das Fiinffache zu, wiahrend die anderen
Seidenfibroingeriiste ihr Gewicht nur verdoppeln kénnen (Abb. 3-56A).
Diese Beobachtung spiegelt sich ebenfalls im Diagramm in Abbildung 3-56B
wider.

A) B)

~BM 45 1 mGewichtnach 105

#-BM-coll 4 8 Gewicht nach 10 min *
BM-gel
BM-chi 36 (o9
AP-BM-chi .

= BM-SSP *

0 2 4 6 8 10

2 BM BM-coll  BM-gel BM-chi  AP-BM-chi BM-SSP
cit 5

Abb. 3-56: Nachweis des Schwellverhaltens in Nahrstoffmedium. A) Es wurde das Feuchtge-
wicht zu den Zeitpunkten t = 5, 10 s ermittelt und zum Ausgangstrockengewicht
bezogen [Bdc2017]. B) Gewichtszunahme der Seidenfibroingeriisten in Néhrstoff-
medium. Aufgetragen und verglichen wurden die Gewichte der verschiedenen Sei-
denfibroingeriiste nach 10 s und 10 min (bezogen auf das Ausgangsgewicht). Das
durchschnittliche Ausgangsgewicht betrug 0.01484 + 0.006 g. C) Flussigkeitsgehalt
der Seidenfibroingeriiste nach 10 min in Ndhrmedium. Die Werte entsprechen den
Mittelwerten aus drei unabhéngigen Versuchen und die Fehlerbalken dem Stan-
dardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte {iber den ungepaarten T-Test Typ 2
relativ zur Probe BM, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Nach zehn Minuten konnte das zusammengesetzte Seidenfibroingeriist aus
Spidroin sein Gewicht um das 35fache mit einem Fliissigkeitsgehalt von ca.
95 % steigern (Abb. 3-56B und Tab. 3-9). Innerhalb dieser Zeit erhdhten
auch BM-gel und BM-chi ihr Gewicht und konnten am Ende einen Fliissig-
keitsgehalt von mehr als 80 % aufweisen (Tab. 3-9). Im Gegensatz dazu
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3 Ergebnisse

konnten reine Seidenfibroingeriiste und BM-coll ihr Gewicht nur geringfligig
durch die Fliissigkeitsaufnahme erhdhen (Abb. 3-56A und B). Grundsitzlich
zeigt BM-SSP die hochste Schwellrate mit hervorragender Féhigkeit das
umgebende Nahrmedium aufzunehmen. Verglichen zum Schwellverhalten
der Cryogelproben aus Experiment 1 bis 5 (siehe Kapitel 3.1), konnten im
Rahmen dieser Untersuchung um ein Vielfaches hohere Schwellraten ermit-
telt werden.

Tab. 3-9 Gewichtsentwicklung und Vergleich des Fliissigkeitsgehaltes nach 10 s.

Seidenfibroingeriist Fliissigkeitsgehalt [%]
BM 79.10 £ 4.14
BM-coll 87.33£1.96
BM-gel 81.02 +4.18
BM-chi 86.99 +£2.27
AP-BM-chi 76.68 +0.01
BM-SSP 97.16+0.16

Die Ergebnisse zum elastischen Verhalten der einzelnen Seidenfibroingeriiste
werden in Abbildung 3-57 dargestellt. Hierbei wurde eine Druckkraft von
maximal 1 N auf die Proben ausgeiibt und deren Auswirkungen auf die
Materialien, Eindriickweg zu Eindriickkraft, aufgezeichnet. Mit Hilfe dessen
konnte anschlieBend das Spannungs-Dehnungs-Diagramm der einzelnen
Strukturen erstellt werden. Im linear-elastischen Bereich der Verlaufskurve
(Hook’sche Gerade) ist das E-Modul definiert als Quotient aus Spannung und
Dehnung und konnte auf diese Weise berechnet werden. In Abbildung 3-57A
ist eine eindeutige Abnahme des E-Moduls von reinen Fibroingeriisten und
BM-coll mit ca. 30 kPa bis hin zu BM-SSP mit ca. 5 kPa erkennbar. Zwi-
schen diesem maximalen und minimalen Wert liegen die zusammengesetzten
Seidenfibroingeriiste aus Gelatine, Chitosan bzw. der Kombination aus
A. pernyi und Chitosan in einem Bereich von 20 bis 10 kPa (Abb. 3-57A).
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3.3 Charakterisierung und Vergleich von Seidenfibroingeriisten

BM-coll und reines BM weisen dabei dhnliche elastische Eigenschaften wie
die Cryogelprobe C3 mit einem E-Modul von rund 30 kPa auf (Abb. 3-5A,
siche Kapitel 3.1.1). Die signifikanten Differenzen zwischen den Seidenfibro-
ingeriisten sind ebenfalls im Spannungs-Dehnungs-Diagramm zu erkennen
(Abb. 3-57B). Mit kleiner werdenden E-Modul reduziert sich die Fldche
unterhalb der Verlaufskurve, was auf eine Zunahme des linear elastischen
Bereichs hinweist. Im Fall der Verbindung von Seidenfibroin und Spidroin
(BM-SSP) verlduft die Kurve in einem ndherungsweise getreckten Winkel,
wodurch der Zusammenhang zu dem niedrigen E-Modul von 5 kPa gegeben
ist (Abb. 3-57B). Letzteres dhnelt zugleich dem Kurvenverlauf der Cryogel-
synthesen bei -80 °C und bei verringerter PEGda-Konzentration (siche
Kapitel 3.1, Experiment 3 bis 5).

0018 1 = BM
w - BM-coll
0,015 BM-gel
40 BM-chi
0,012 AP-BM-chi
) | -~ BM-SSP
£ : 5 0,009
320 . g
;5 ’ E_ 0,006 ”
3 [T] = e /
0,003
- ==
0 r r r_:’—’//

BM  BM-coll BM-gel  BM-chi AP-BM-chi BM-SSP 0,000 ~

1] 5 5 20 25 30

10 15

Dehnung

Abb. 3-57: Bestimmung des E-Moduls der Seidenfibroingeriiste. A) Messung des
E-Moduls durch Druckausiibung tiber Eindriickkraft (max. 1 N) und Eindriickweg
(entspricht Langendnderung) [Bdc2017]. B) Kurvenverlauf im Spannungs-
Dehnungs-Diagramm wihrend der Komprimierung der Seidenfibroingeriiste. Unter
Erhohung der Kraft wird diese iiber der verursachten Lingenidnderung (hier: Ho-
henénderung) grafisch dargestellt. Dabei wird die Léngendnderung auf die An-
fangslange und die Kraft auf den Querschnitt des Korpers im nicht-deformierten
Zustand bezogen. Vor Messbeginn wurden die Proben fiir 24 h in Ndhrmedium ge-
trinkt um die maximale Quellrate zu erreichen. Die Werte entsprechen den Mittel-
werten aus drei unabhédngigen Versuchen und die Fehlerbalken dem Standardfehler.
Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test Typ 2 relativ zur
Probe BM, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

189



3 Ergebnisse

Im Gegensatz dazu weisen die Seidenfibroingeriiste BM und BM-coll den
kleinsten linear elastischen Bereich auf, welcher mit dem erhéhten E-Modul
Werten (~ 30 kPa) zusammenhéngt. Die elastischen Eigenschaften des reinen
Seidenfibroingeriistes konnten durch die Zusammensetzung mit Gelatine,
Chitosan, Seidenfibroin aus A.pernyi und Chitosan bzw. durch das rekombi-
nante Protein Spidroin deutlich verbessert werden. Die Verbindung mit
Kollagen scheint den geringsten Einfluss auf die mechanischen Merkmale
auszuiiben, was wiederum auf die geringere Konzentration von Kollagen
(0.3 % w/v) zuriickzufiihren wire.

Die Korrelation zwischen der Streckgrenze und der zugehdrigen Lingendn-
derung der verschiedenen Seidenfibroingeriisten wird in Abbildung 3-58
beschrieben. Mit Hilfe des jeweiligen Spannungs-Dehnungs-Diagramms
kann die Streckgrenze direkt aus dem Graphen abgelesen und durch Division
mit dem Querschnitt der Probe berechnet werden. Die zugehorige Langenin-
derung ergibt sich aus dem Quotienten des Eindriickweges und der Aus-
gangshohe der Probe. Auf diese Weise ist es moglich die materialspezifi-
schen Komprimierungseigenschaften genauer zu untersuchen. Die
Streckgrenze der Seidenfibroingeriiste liegt in einem Spannungsbereich
zwischen 0.0014 N/mm? (BM-SSP) und 0,0025 N/mm?> (AP-BM-chi)
(Abb. 3-58). AuBerhalb des Bereiches, spezifisch fiir jede Probe, treten
plastische Verformungen auf, welche nach Entlastung des Materials zu einer
dauerhaften Verdnderung fiihren.
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Abb. 3-58: Nachweis der Streckgrenze und zugehdoriger Langendnderung der Seidenfibroinge-
riiste im geschwollenen Zustand. Die Streckgrenze oder Yield Punkt wird als Uber-
gang vom linear elastischen Verhalten zum Auftreten erster plastischer Verformun-
gen betrachtet. Die prozentuale Angabe der Léngendnderung entspricht der
Formverdnderung gegeniiber der Ausgangshéhe (d= 3.5 mm). Die Werte entspre-
chen den Mittelwerten aus drei unabhingigen Versuchen und die Fehlerbalken dem
Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte iiber den ungepaarten T-Test
Typ 2 relativ zur Probe BM, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Das Stauchungsverhalten der verschiedenen Seidenfibroingeriiste variiert
stirker und verhilt sich umgekehrt proportional zu den E-Modul-Werten
(Abb. 3-57A). Reine Fibroingeriiste und BM-coll weisen aufgrund ihrer
dhnlichen E-Modul-Werte auch ein gleichartiges Dehnungsverhalten (~ 4 %)
bei einer Spannung von 0.0020 N/mm 2 auf (Abb. 3-58). Ausgehend davon
nimmt die Langenénderung der zusammengesetzten Geriiststrukturen zu und
erreicht sein Maximum mit 12 % bei BM-SSP. Letzteres zeigt im Vergleich
zu den ibrigen Seidenfibroingeriisten eine erhdhte Verformung bei einer
geringeren Spannung (0.0140 N/mm?) (Abb. 3-58). Die erfasste Langenédnde-
rung des zusammengesetzten Geriistes aus Spidroin (BM-SSP) korreliert mit
dem niedrigen E-Modul (~ 5 kPa; Abb. 3-57A) und liegt ndherungsweise im
Bereich der Cryogelsynthesen bei -80° C (Experiment 3 und 4) bzw. verrin-
gerter PEGda-Konzentration (Experiment 5, siche Kapitel 3.1).
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3.3.2 Eignung unterschiedlicher Seidenfibroingeriiste
zur Kultivierung von Prostatakrebszellen

Die in Kapitel 3.3.1 erworbenen Kenntnisse hinsichtlich der charakteristi-
schen Eigenschaften der Seidenfibroingeriiste bilden die Grundlage fiir die
nachfolgenden Ergebnisse der Zellkulturexperimente. Basierend auf dem
extrahierten Fibroin des Seidenspinners B.mori und unter Verwendung
verschiedener natiirlicher Komponenten (Kollagen, Gelatine, Chitosan,
Seidenfibroin aus A.pernyi und rekombinantes Seidenspidroin; Protokolle
siche Kapitel 2.2) wurde die Struktur und die mechanischen Merkmale der
Seidenfibroingeriiste untersucht und in einen Kontext mit den spezifischen
Eigenschaften der Cryogelen gestellt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Zellkultivierung der Prostatakrebs-
zelllinie LNCaP innerhalb der einzelnen Seidenfibroingeriiste aufgefiihrt und
beziiglich des Wachstumsverhaltens, ausgehend von einer Zellzahl von
100.000, der Sphéroidbildung und deren Verteilung bewertet. Dabei steht die
Verwendung von qualitativen (z.B. Rasterelektronenmikroskopie) und
quantitativen Untersuchungsmethoden (z.B. Viabilitédtsassay) im Fokus.

Die mikroskopische Auswertung der gebildeten Sphéroide sowie deren
strukturellen Beschaffenheit auf zelluldrer Ebene wird in den
Abbildungen 3-59A und B aufgefiihrt. Die teils dichte und ungleichmaBige
Oberflachenstruktur erschwerte die Detektion der Zellsphéroide, wodurch die
Auswahl der zur Verfiigung stehenden Abbildungen begrenzt wurde. Mit
Hilfe der REM- und HE-Aufnahmen konnten sowohl Sphéroide, eingebettet
im Porensystem (BM-coll und BM-gel), als auch fliachige Zellauslaufer (BM)
beobachtet werden (Abb. 3-59A). Im Gegensatz dazu weisen die zusammen-
setzte Seidenfibroingeriiste aus Chitosan (BM-chi) sowie aus dem Seiden-
fibroin A.pernyi und Chitosan (AP-BM-chi) gleichméaBigere Sphéroidstruktu-
ren auf (Abb. 3-59A). Letzteres kann mit den ermittelten Werten zur
Porositdit und Porendurchmesser in Zusammenhang gebracht werden
(Abb. 3-54A und B, siehe Kapitel 3.3.1).
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AP-BM-chi

Abb. 3-59: Mikroskopische Betrachtung der Sphéroidstrukturen nach 14 Tagen Kultivierung.
A) REM-Aufnahmen der SF-Geriise mit fixierten LNCaP-Sphéroiden. BM, BM-
coll in 100facher (MaBstabsbalken 200 pm) VergroBerung, BM-gel, BM-chi, AP-
BM-chi, BM-SSP in 300facher (MaBstabsbalken 50 um) Vergroferung. Die Proben
wurden mit einer 2.5%igen GA-Losung fiir 20 min fixiert, bei RT getrocknet und
anschlieBend mit Silber-lonen bestdubt. B) HE-Farbung fixierter LNCaP-
Sphéroide. BM, BM-coll, BM-gel in 10facher (Mafistabsbalken 200 pm) VergroBe-
rung, BM-chi, AP-BM-chi, BM-SSP in 10facher (MafBstabsbalken 100 um) Ver-
groBerung. Die Proben wurden fiir 24 h mit einer 3.7%igen Formalinlosung fixiert
[B&c2017].

Verglichen zu den REM-Aufnahmen, verschaffen die mit Himatoxylin und
Eosin eingefirbten histologischen Schnitte (Schnittdicke 7 um) einen detail-
lierteren Eindruck zur Verteilung und Zusammensetzung der Sphéroidstruk-
turen (Abb. 3-59B). Entsprechend der Cryogelstrukturen in Kapitel 3.2,
passen sich die Sphiroide der Seidenfibroingeriiste ebenfalls an die Poren-
formen an und kleiden diese fast vollstindig aus (BM-chi, Abb. 3-79B). Im
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3.3 Charakterisierung und Vergleich von Seidenfibroingeriisten

Fall der Proben mit Chitosan-Anteil nimmt das Porengeriist besonders stark
die Farbung mit Eosin an (Abb. 3-59B).

Im Vergleich zu den Tomographiescans aus Kapitel 3.3.1 (Abb. 3-53) werden
in Abbildung 3-60 HE-gefirbte Probenschnitte von Seidenfibroingeriisten im
anndhernd feuchten Zustand gezeigt. Im Gegensatz zu den gefarbten
Cryogelschnitten aus Kapitel 3.2, erscheinen die Seidenfibroingeriiste
gleichmédBiger, was auch iiber die morphologische Charakterisierung gezeigt
werden konnte (Abb. 3-51/3-53, siche Kapitel 3.3.1). Bei Betrachtung der
Probenschnitte kénnen eindeutige Parallelen zwischen der inneren Poren-
struktur reiner Seidenfibroingeriiste (BM), zusammengesetzt mit Gelatine
(BM-gel) und mit Spidroin (BM-SSP) gezogen werden. Wobei die Poren-
form und charakteristische Farbung der auf Chitosan basierten Geriiste eine
Ausnahme darstellt.

BM -~ BM-coll
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AP-BM-chi BM-SSP

y IS AL 9 W

Abb. 3-60: HE-Firbungen der Seidenfibroingeriiste ohne Zellen. Die histologischen Schnitte
wurden als Kontrolle zu den Zellkulturexperimenten mitgefiihrt und auf die gleiche
Weise behandelt sowie anschlieend gefarbt. In Sfacher Vergroerung (MaBstabs-
balken 200 pum).

Das Wachstumsverhalten der LNCaP-Zellen wihrend der 14tdgigen Kultivie-
rung wird in den beiden Abbildungen 3-61A und B zusammengefasst. Auf-
fallend ist zunédchst das nach sieben Kultivierungstagen bereits eine starke
Zellzahlzunahme stattfand, welche von den gemessenen Werten der Cryogel-
proben deutlich abweicht (siehe Kapitel 3.2.1/3.2.2). Dabei weisen die reinen
Seidenfibroingeriiste (BM) sowie in Verbindung mit Chitosan (BM-chi) die
hochsten Messwerte auf (~Zehnfaches Zellwachstum), wiahrend AP-BM-chi
die geringste Zellzahl aufzeigt (Abb. 3-61A).
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Abb. 3-61: Auswertung der Zellzahlentwicklung und momentanen Wachstumsrate innerhalb
von 14 Kultivierungstagen. A) Die Zellzahlentwicklung bezieht sich auf eine Aus-
gangszellzahl von 100.000 (Ausnahme BM-gel mit einer Ausgangszellzahl von
250.000) [B&dc2017]. B) Momentane Wachstumsrate bezogen auf die Zellzahl, wel-
che sich zu einem bestimmten Zeitpunkt einstellt (Tag 7 und 14). Die Werte ent-
sprechen dem Mittelwert aus je drei unabhéngigen Messungen und die Fehlerbal-
ken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte {iber den ungepaarten
T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Im weiteren Verlauf des Experimentes setzte bei allen Seidenfibroingeriisten
eine abfallende Wachstumsrate ein, welche im Fall der Fibroinzusammenset-
zung mit Spidroin (BM-SSP) zu einer verringerten Zellzahl um das 0.1fache
gegeniiber Tag sieben fiihrte (Abb. 3-61A und B). Dagegen konnten die
Proben BM, BM-coll (Kollagen) und BM-gel (Gelatine) trotz einer riickldu-
figen Wachstumsrate eine Zellzunahme verzeichnen. Bei den Seidenfibroin-
geriisten mit Chitosan-Anteil (BM-chi und AP-BM-chi) wurde der stetigste
Wachstumsverlauf beobachtet, welcher im Fall von AP-BM-chi sogar eine
Verdopplung der Zellzahl von Tag sieben auf Tag 14 zur Folge hatte
(Abb. 3-61A und B).

Die erfasste Gesamtanzahl an Sphéroiden und deren Gesamtflache verteilt
iiber zwei Ebenen wird in den Abbildungen 3-62A und B dargestellt. Im
Vergleich zu den ermittelten Sphéroidmengen der Cryogelproben im Rahmen
der vorhergehenden Analysen, wurde eine deutlich hohere Anzahl innerhalb
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3 Ergebnisse

der Seidenfibroingeriiste erfasst (Abb. 3-62A). Der grofite Anteil an Sphéroi-
den verteilt sich allerdings im oberen Bereich der Proben, was insbesondere
die reinen Seidenfibroingeriiste BM (£ 89 % der Gesamtmenge), BM-coll
(2 80 % der Gesamtmenge) und BM-chi (£ 87 % der Gesamtmenge) betrifft.

200 15 Oben 12000 1 m0pen
Unten Unten
160

. 9.000
I

6.000

3.000 =
- 04— . . =

BM BM-coll BM-gel  BM-chi AP-BM-chi BM-SSP BM BM-coll  BM-gel  BM-chi AP-BM-chi BM-SSP

Gesamtanzahl Sphiroide
=

Mittlere Sphiroidfliche [pum?]

3

Abb. 3-62: Bestimmung der LNCaP-Sphéroidanzahl und -fliche nach 14 Tagen Kultivierung.
A) Verteilung der erfassten Sphéroide iliber drei Ebenen (oben und unten). B) Ver-
gleich der mittleren Sphéroidflichen iiber zwei Ebenen (oben und unten)
[Bdc2017]. Die Werte entsprechen dem Mittelwert aus je drei unabhédngigen Mes-
sungen und die Fehlerbalken dem Standardfehler. Die statistische Auswertung er-
folgte liber den ungepaarten T-Test Typ 2, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001.

Dagegen wurde die geringste Anzahl mit 28 gemessenen Sphiroiden bei
BM-SSP (Seidenfibroin und Spidroin) und mit 14 Sphéroiden bei BM-gel
(Seidenfibroin und Gelatine) bestimmt (Abb. 3-62A). Gegeniiber den durch-
schnittlichen Sphédroidflichen der Cryogelproben (zwischen 7.000 und
18.000 um?, Kapitel 3.2.1 und 3.2.2), fallen die Werte der Seidenfibroinge-
riiste sehr viel geringer aus und nehmen lediglich einen Bereich von 2.500 bis
10.000 um? ein (Abb. 3-62B). Die grofiten Werte im oberen Bereich wurden
bei den zusammengesetzten Geriisten aus Kollagen (BM-coll) und Spidroin
(BM-SSP) mit ca. 10.000 um? ermittelt. Im Gegensatz zu den reinen Seiden-
fibroingeriisten und AP-BM-chi (~ 6.000 pm?), nimmt die durchschnittliche
Sphéroidfliche vom oberen zum unteren Probenbereich ab, wobei BM-coll
und BM-SSP die kleinsten Werte aufweisen (~ 3.000 um?, Abb. 3-62B).
Letztgenanntes stellt eine Verringerung der durchschnittlichen Spharoidfla-
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3.3 Charakterisierung und Vergleich von Seidenfibroingeriisten

che von ca. 70 % dar. Generell konnten im Rahmen der Messungen keine
Sphéroide mit hypoxischen Zellbereich detektiert werden, was hochstwahr-
scheinlich aus der durchschnittlichen Grofle von 5.500 um? resultiert (Cryo-
gele mit hypoxischen Zellbereich ab 15.000 um?, Abb. 3-37B, siche Kapitel
3.2.1).
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4 Diskussion

Schwerpunkt dieser Arbeit war die Etablierung eines dreidimensionalen
Zellgeriisttragers auf Cryogelbasis, welcher als Alternativmethode bzw.
ergidnzendes Verfahren in der Prostatakrebsforschung zur Bearbeitung biolo-
gischer Fragestellungen geeignet ist. Im Verlauf der Etablierungsarbeit wurde
an konkreten Beispielen die Variabilitdt der charakteristischen Porenstruktur
einschlieBlich der mechanischen Eigenschaften veranschaulicht und deren
Einfluss auf die Prostatakarzinomzelllinien LNCaP und PC3 aufgezeigt. So
konnten in der vorliegenden Arbeit die Anforderungen und auch Auswirkun-
gen des 3D Modellsystems anhand spezifischer Analysen belegt werden.

4.1 Einfluss der Porenstruktur

Zur Kultivierung multizelluldrer Sphiroide kann im Allgemeinen zwischen
einer Gerlist-freien bzw. Suspensionskultur und einer Matrix-basierten
Kultivierung unterschieden werden (siche Kapitel 1.5.1). Dabei bildet das
dreidimensionale, interkonnektive Porensystem eines auf Cryogelierung
basierten polymeren Gels die Grundlage fiir ein Tumorsphiroidmodell. Die
miteinander verbundenen Poren agieren wie ein kapillares Netzwerk und
schaffen so die Voraussetzung fiir eine bestdndige Zufuhr an Nihrstoffen bei
gleichzeitiger Entfernung von Stoffwechselmetaboliten bzw. Abfallproduk-
ten. Auf diese Weise wird die Lebensfihigkeit der Zellen innerhalb der
Geriiststruktur gewiéhrleistet. Das makropordse Porennetzwerk der Cryogele
kann durch eine Vielzahl an Parametern, wie z.B. die Monomerkonzentrati-
on, beeinflusst werden und reprédsentiert damit selbst eine entscheidende
Einflussgrofe [Sav2016].

In der vorliegenden Arbeit wurde iiber die Materialzusammensetzung der
Cryogele, der Synthesezeit sowie der Temperatur die Porenform, -gréfe und
-verteilung signifikant verdndert. Auf Basis dieser Untersuchungen werden
im Folgenden die jeweils erzielten Ergebnisse néher diskutiert.
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4 Diskussion

4.1.1 Monomerkonzentration und Synthesetemperatur

Die Zusammenstellung der Reaktionskomponenten fiir den Aufbau der
Cryogele wurde bereits in den Arbeiten von Singh und Kollegen aus dem
Jahr 2013 angewandt [Sin2013]. Im Gegensatz zu den hier vorliegenden
Experimenten wurde im Rahmen dieser Studie die dreidimensionale Cryoge-
lumgebung zur Nachahmung des nativen Lungengewebes einschlie8lich der
Kultivierung  von  Lungenepithelzellen zur Bildung spezifischer
EZM-Komponenten eingesetzt. Neben in vitro-Studien, innerhalb derer die
Geriiststrukturen Méusen implantiert wurden, konnte im Rahmen der in vitro-
Experimente nach ca. 14 Tagen ein Wachstumsriickgang der humanen
Lungenepithelzellen beobachtet werden. Letzteres wurde mit einer reduzier-
ten Oberfliche gegeniiber herkdmmlichen Kultivierungsbedingungen be-
griindet.

Die verwendete Polymerkombination besteht aus den natiirlichen Bestandtei-
len Alginat (hier: Natriumalginat) und Gelatine sowie der synthetischen
Substanz Hydroxyethylmethacrylat (HEMA), welche untereinander iiber die
Cross-Linker Glutaraldehyd bzw. PEGda vernetzt sind (sieche Kapitel 2.1). Im
Fokus der Untersuchungen stand die Manipulation der Porenstruktur hervor-
gerufen durch eine direkte Verdnderung der Monomer- oder Cross-Linker-
Konzentration sowie der Abwandlung der Reaktionszeit/-temperatur und der
anschlieBenden Uberpriifung als geeigneter Zellgeriisttréiger.

In der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass durch die Aus-
wahl der Komponenten und angesetzten Konzentrationsverhdltnisse die
Herstellung stabiler 3D Cryogelgeriiste mit einem ausgebildeten Porensystem
mdglich ist. Mit zunehmender Monomerkonzentration der natiirlichen Be-
standteile konnte die Homogenitdt der Porenstruktur wesentlich verbessert
werden. Bei einer Konzentration von 2 % w/v (Alginat bzw. Gelatine) wurde
ndherungsweise eine einheitliche Porenform und -grofie (~ 30 um) erzeugt,
deren Reproduzierbarkeit im Rahmen anschlieBender Versuche ebenfalls
bestitigt werden konnte. Der pordse Aufbau kann auf folgende Griinde
zurlickgefiihrt werden. Zum einen wird wihrend der Cryogelsynthese durch
die Erhdhung der Komponentenkonzentration in der nicht-gefrorenen Fliis-
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4.1 Einfluss der Porenstruktur

sigkeitsphase die Polymerreaktion beschleunigt, welche die Bildung von
festeren und stabileren Porenwinden verursacht. Zum anderen ruft die
Anwesenheit von Alginat bzw. Gelatine zu gleichen Anteilen eine typische
Faserstruktur mit wabendhnlichen Porenformen hervor (Abb. 3-1, siche
Kapitel 3.1.2) [Cho1999]. Im Gegensatz dazu konnte durch die Verdopplung
der HEMA-Konzentration kein Porensystem geschaffen werden, welches den
zuvor gesetzten Anforderungen entsprach. Zwar wurden durch die physikali-
schen Untersuchungen sehr gute Werte hinsichtlich der Gesamtporositit und
dem Porenvolumen erzielt, aber die dichtere Porenstruktur liel ein
Sphiroidwachstum nur geringfiigig zu (siche Kapitel 3.2.1). Es kann also
angenommen werden, dass ohne direkte ZelleinschlieBung (engl. Cell encap-
sulation, siche Kapitel 1.2.1) eine ausreichende Porengrofe fir die Zellauf-
nahme vorhanden sein muss.

Mit einer Ausgangszellzahl von 2.5*%10"5 konnten Zellkultivierungsexperi-
mente bis zu drei Wochen durchgefiihrt werden. Wéhrenddessen wurde eine
stetige Wachstumszunahme beobachtet. Angesichts der ansteigenden Zellzahl
konnte eine ausreichende Versorgung iiber das Porennetzwerk vorausgesetzt
werden. Auf Basis der Cryogelzusammensetzung mit einer Alginat- bzw.
Gelatine-Konzentration von 2 % w/v und einem HEMA-Anteil von 3.5 % v/v
wurde untersucht, inwiefern eine Stimulation der Androgen-sensitiven
Zelllinie LNCaP mit DHT moglich war. Parallel dazu wurde die PSA-
Konzentration im Medium bestimmt, welche ebenfalls ein charakteristisches
Merkmal der verwendeten Prostatakarzinomzelllinie ist. Es konnte gezeigt
werden, dass in Folge der Hormonbehandlung ein positiver Effekt auf das
Proliferationsverhalten ausgeiibt wurde und dieses mit einer erhdhten PSA-
Konzentration, freigesetzt in das umliegende Medium, korrelierte (Abb.
3-32B, siehe Kapitel 3.2.1). Die erfassten Ergebnisse stimmten demnach mit
den Beobachtungen der 2D Zellkultur iiberein und bestétigten gleichzeitig die
Durchldssigkeit des Porensystems fiir geloste Stoffe. Auf diese Weise wurde
anhand der ausgewéhlten Materialzusammensetzung belegt, dass neben der
Kultivierung der Zellen auch eine Behandlung mit Boten- bzw. Signalstoffen
moglich ist und die Freisetzung dergleichen nachgewiesen werden kann.
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Des Weiteren konnte die Abhéngigkeit des Porensystems von der Reaktions-
zeit und -temperatur experimentell ermittelt werden. Nicht nur die Material-
zusammensetzung bestimmt den grundlegenden Aufbau des Cryogelgeriistes,
sondern auch die Gelbildung bei einer spezifischen Temperatur. Das in der
vorliegenden Arbeit verwendete Herstellungsprinzip beruht auf vorangegan-
gene Versuchsreihen [Béc2013], in welchen eine Gefrierzeit von 24 h bei
einer Gefriertemperatur von -21 °C als ideale Syntheseparameter festgelegt
wurde. Dennoch sollte die Bedeutung der Konstanten fiir den strukturellen
Aufbau veranschaulicht werden um gleichzeitig den Einfluss auf die kultivie-
renden Zellen untersuchen zu kénnen. Generell verursacht das Einfrieren des
Reaktionsgemisches die Entstehung eines Zweiphasensystems, in welchem
die gelosten Monomere durch die Eiskristallbildung in eine nicht-gefrorene
Flissigkeitsphase verdringt werden. Dort erfolgt die Polymerisation zum
Gel, welches von einem verzweigten Kristallnetz umgeben ist. Es konnte
zunédchst gezeigt werden, dass bei einer Temperatur oberhalb des Gefrier-
punktes (bei RT und bei +4 °C) ein Hydrogel gebildet wird, dessen struktu-
relle Merkmale sich grundlegend von denen des Cryogels unterscheiden
(siche Kapitel 3.1.2). Unabhingig von der Reaktionszeit (zwischen 1 und
24 h) wurde bei einer Gefriertemperatur weit unterhalb des Gefrierpunktes
(-80 °C) ein pordses Netzwerk gebildet, dessen Polymerisationsgeschwindig-
keit deutlich durch die gewihlte Temperatur beeinflusst wurde. Folglich
entstanden Cryogele mit verringertem Porendurchmesser umgeben von sehr
schmalen Porenwinden (~ 15 pum, siehe Kapitel 3.1.2). Dieser Effekt resul-
tiert zum einen aus der beschleunigten Erstarrung des Losungsmittels (Was-
ser), was vermehrt zur Bildung kleinerer Eiskristalle fithrt und zum anderen
aus der verzogerten Reaktionskinetik, bedingt durch eine geringere Energie
der reagierenden Monomere [Oel2016]. Letztgenanntes fithrte zwangslaufig
zu einer instabileren Polymerstruktur, welche sich nicht nur negativ auf die
Festigkeit der Probe, sondern auch auf das Verhalten der Zellen (LNCaP)
auswirkte. Die so entstandenen Kultvierungsvoraussetzungen ermoglichten
keine verbesserten Wachstumsbedingungen und zwangen die Zellen zu einer
deutlich abweichenden Sphéroidform (siehe Kapitel 3.2.2). Diesem uner-
wiinschten Effekt wurde durch die Festlegung von -21 °C als Gefriertempera-
tur entgegengewirkt. In der Annahme, dass die Reaktionszeit bei einer
Synthese von -21 °C eine bedeutendere Rolle spielt, wurde die Gefrierzeit
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von 24 h auf 1 bzw. 5 h reduziert. Es zeigte sich auch an dieser Stelle, dass
fur die Herstellung der Cryogele ein Zeitraum von mindestens 12 bis 24 h
einzuplanen ist. Je kiirzer die Gefrierzeit gewidhlt wurde, desto weniger
Eiskristalle konnten sich bilden und zu einem Netzwerk heranwachsen.
Folglich traten verstirkte Porenwénde bis zu 120 pm sowie kleinere Poren-
durchmesser (~ 5 um) auf, welche den wachsenden Sphiroiden nicht genii-
gend Hohlraum zur Verfiigung stellen konnten.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass sowohl die eingesetzten
Reaktionskomponenten als auch die Syntheseparameter (Gefrierzeit und
-temperatur) die Moglichkeit bieten, die charakteristische Porenstruktur der
Cryogele signifikant zu verdndern. In diesem Zusammenhang wurde eine
anwendungsspezifische Materialzusammensetzung fiir eine Cryogelstruktur
erarbeitet, welche am Beispiel der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP die
aussagekriftigsten Ergebnisse lieferte und damit den Anforderungen eines
einsetzbaren 3D Zellkultursystems gerecht wurde.

4.2 Einfluss der Elastizitat

Gertist-basierte Modellsysteme besitzen im Allgemeinen den Vorzug, die
Porenstruktur auf Grundlage der Polymerkonzentration sowie der Synthese-
parameter zu variieren. Sowohl der porse Aufbau als auch die mechanische
Festigkeit der Cryogele kann nicht losgeldst voneinander betrachtet werden.
Beides agiert im Einklang, d.h. wird auf die oben beschriebene Art und
Weise das Porensystem veréndert, fiihrt dies zwangslaufig zu einer Umwand-
lung der elastischen Merkmale. Wie so viele etablierte Karzinomzelllinien
wurde auch die Prostatakrebszelllinie LNCaP unter herkommlichen 2D
Kultivierungsbedingungen untersucht, wodurch ein grundlegendes Verstiand-
nis beziiglich der Krebsbiologie gesammelt werden konnte. Allerdings sind
Zellen im nativen Gewebe in einer dreidimensionalen Struktur eingebettet,
von welcher nicht nur struktureller Halt sondern auch chemische und mecha-
nische Signale ausgehen [Cuk2002]. In vitro- und in vivo-Studien konnten
bestitigen, dass die Festigkeit des umliegenden Geriistes einen wesentlichen
Einfluss auf das Zellverhalten austibt [Ti12012; Ban2009].
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden die elastischen Eigenschaften der Cryogele
neben der Porenstruktur, hervorgerufen durch verdnderte Synthesebedingun-
gen, auch mit Hilfe abgewandelter Cross-Linker-Konzentration beeinflusst.
Letzteres hat gegeniiber der Gefrierzeit und -temperatur wesentlich signifi-
kantere Auswirkungen auf die Elastizitdt der Geriiste. Vorab wurde hierfiir
die Auswahl der geeigneten Quervernetzer getroffen. In einer separaten
Versuchsreihe wurde auf Basis der oben beschriebenen Materialzusammen-
setzung die Auswirkung von PEGda, als Cross-Linker der HEMA-
Polymerketten im Zuge der radikalische Co-Polymerisation, untersucht.
Gemil der Fille an Experimenten wurde auf zusdtzliche Untersuchungen
beziiglich des Einflusses von Glutaraldehyd, als Vernetzer zwischen Gelatine
und Alginat, verzichtet. Wenngleich auch in den Arbeiten von Tripathi und
Kollegen die Wirkung von Glutaraldehyd, als ein moglicher Vernetzer
zwischen Gelatine und Alginat, in Bezug auf die Cryogelstruktur sowie auf
die kultivierenden Zellen, aufgezeigt werden konnte [Tri2013].

Anhand konkreter Beispicle konnte die Abhédngigkeit der mechanischen
Festigkeit von der pordsen Geriiststruktur {iber die Bestimmung des Elastizi-
tatsmoduls im nassen Zustand veranschaulicht werden. Im Allgemeinen gilt,
dass mit zunehmender Netzwerkdichte, d.h. eine Verringerung der Durch-
schnittsporengréBe und Zunahme der Porenwanddicke, die mechanische
Festigkeit der Cryogele zunimmt (E-Modul >> 0) [B&c2016]. Letzteres
schlieft dabei eine Reduzierung der Elastizitit ein. Im Gegensatz dazu
bewirkt eine erhohte Porositdt inklusive groBerer Poren eine verbesserte
Flissigkeitsadsorption, was gleichzeitig die elastischen Fahigkeiten fordert.
Die radikale Polymerisation einzelner PEGda-Monomere zum Polymer wird
durch die Zugabe von APS als Polymerisationsinitiator und TEMED als
Polymerisationskatalysator eingeleitet. Es konnte gezeigt werden, dass sich
die E-Modul-Werte durch die Verdopplung bzw. Halbierung der urspriingli-
chen PEGda-Konzentration (5 % v/v) entsprechend erhéhten bzw. verringer-
ten. Ersteres kann auf die beschleunigte Polymerisation gegeniiber der Eis-
Nukleation zuriickgefiihrt werden, welche zu einer Verdichtung des Poren-
systems und Verfestigung der Cryogelstruktur fithrt. Umgekehrt verursachte
eine geringe PEGda-Konzentration die Verzogerung der Polymerisation und
hemmte zugleich die Vernetzung der PHEMA-Ketten, was zu anndhernd
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identischen Elastizititseigenschaften wie bei geringer Gefriertemperatur
(-80 °C) zur Folge hatte. Auf Grundlage dieses Wissens kann die mechani-
sche Festigkeit der Cryogele anwendungs- bzw. zellspezifisch angepasst
werden.

Im Fokus der Untersuchungen stand weiterhin die Uberpriifung des Zellver-
haltens infolge verdnderter Elastizitdtseigenschaften. In diesem Zusammen-
hang wurden die Prostatakarzinomzelllinien LNCaP und PC3 miteinander
verglichen. Unter Beriicksichtigung der zelluliren Abstammung (PC3 aus
Knochenmetastase, LNCaP aus Lymphknotenmetastase) wurde angenom-
men, dass eine Verdnderung der Cryogelsteifigkeit das Wachstumsverhalten
bzw. die Sphéroidformation und -gréfle beeinflusst. In zahlreichen Studien
wurde sich mit den Auswirkungen der Materialsteifigkeit auf die Zellmor-
phologie sowie dem Proliferationsverhalten auseinandergesetzt. Allerdings
beruht die Mehrzahl auf dem Prinzip der ZelleinschlieBung in Hydrogel-
basierten Modellsystemen bzw. Basalmembranartigen Matrices (z.B. Matri-
gel, Alvetex und Cultrex BME) sowie der Zellaussaat auf diinnen Polymer-
schichten [Sie2014; Edm2016; Win2012]. Angesichts der abweichenden
Kultivierungsbedingungen im Rahmen dieser Arbeit ist es nahezu unméglich
einen direkten Vergleich der Ergebnisse durchzufiihren. So konnte im Fall
der LNCaP-Zellen festgestellt werden, dass unabhéngig von der Materialzu-
sammensetzung in einem E-Modul-Bereich zwischen 20 und 40 kPa ein
vergleichbares Proliferationsverhalten und SphéroidgroBenverteilung auftrat.
Dagegen wurden bei einer erhohten Elastizitdt (E-Modul zwischen 1 und
20 kPa) bzw. Festigkeit (E-Modul > 40 kPa) vermehrt kleine Sphiroide
nachgewiesen (siche Kapitel 3.2.1/3.2.2). Es ist zu vermuten, dass durch die
instabile Struktur der Cryogele die Zellaussaat teils missgliickt war bzw. die
Zellanheftung durch die verringerte Festigkeit erschwert wurde. Wohingegen
die mechanisch festeren Geriiste ein reduziertes Hohlraumvolumen aufgrund
ihrer Porenstruktur aufwiesen und demzufolge das Wachstum der Sphiroide
hemmten. Diese Beobachtungen stehen jedoch im Gegensatz zu der Arbeit
von Sieh et al.,, in welcher eingeschlossene LNCaP-Zellen in PEGda-
Hydrogelen die hdchste Proliferationsrate unterhalb von 10 kPa aufzeigten
[Sie2012].
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus aktuellen wissenschaftlichen Arbeiten
wurde im Rahmen dieser Untersuchungen widerspriichliche Reaktionen der
PC3-Zelllinie festgestellt [Win2012]. Unter der Annahme, dass die Bildung
von Sphéroiden und deren Haufigkeit eher in mechanisch festeren Cryogelen
auftreten miisste, zeigte sich ein ,,Steifigkeits-unabhéngiges™ Zellverhalten.
Unabhidngig von der Materialzusammensetzung konnte weder in weicheren
(E-Modul < 2 kPa) noch in steiferen Cryogelproben (E-Modul zwischen 25
und 60 kPa) Zellanhdufungen, entsprechend der kompakten LNCaP-
Sphéroide, nachgewiesen werden (siche Kapitel 3.2.3). Es wurden lediglich
Zellschichten entlang der Porenwédnde bis Trauben-dhnlichen Zellansamm-
lungen erfasst. Vergleichbare Ergebnisse zeigt die Arbeit von Fitzgerald und
Kollegen, wobei in diesem Fall sowohl LNCaP- als auch PC3-Zellen keine
Sphéroide innerhalb eines auf Kollagen-basiertem Geriist bildeten [Fit2015].
Neben der abweichenden Zellmorphologie konnte auch ein verdndertes
Proliferationsverhalten erfasst werden. Angesichts der Tatsache, dass in der
vorliegenden Arbeit ein Cryogelgeriist bestechend aus drei Komponenten
verwendet wird, konnen die auftretenden Reaktionen auf folgende Griinde
zurlickgefiihrt werden. Zum einen konnten die neuen Wachstumsbedingun-
gen, ausgelost durch die Cryogele, eine verzogerte Anpassung der
PC3-Zellen hervorrufen, welche hochstwahrscheinlich bei einer lidngeren
Kultivierungsdauer vernachlissigbar wére. Letztgenanntes resultiert aus der
verlangsamten Wachstumsgeschwindigkeit der LNCaP-Zellen wahrend der
ersten Kultivierungswoche (siche Kapitel 3.2). Auch in der Publikation von
Wang und Kollegen zeigte sich erst nach einer 14tigigen Kultivierung die
Ausbildung von sphéroidalen Strukturen [Wan2015]. Zum anderen ist es
moglich, dass die unterschiedlichen Cryogelfestigkeiten im Zusammenhang
mit der offenporigen Struktur einen negativen Einfluss auf die Zellmorpholo-
gie ausiiben. Im Gegensatz zur Zellaussaat auf einer flachen Hydrogelstrukur
oder eingeschlossen in ein polymeres Gel, beeinflusst die mechanische
Festigkeit der Cryogele die Zellen auf eine andere Art und Weise. Letzteres
sollte durch erginzende Experimente untersucht werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die elastischen Eigenschaften
der Cryogelstrukturen sowohl vom Aufbau des Porensystems und somit von
den eingestellten Synthesebedingungen als auch von der festgelegten Materi-
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alzusammensetzung abhéngen. Eine wesentliche Rolle spielt dabei die
Auswahl und Konzentration des Cross-Linkers. Im Vergleich zur Gefrierzeit
und -temperatur, wirken sich bereits geringfiigige Verdnderungen des Cross-
Linker-Anteils signifikant auf die Porenstruktur aus. Es konnte weiterhin
dargelegt werden, dass die Sensitivitdt von LNCaP-Zellen gegeniiber verdn-
derten Elastizitdten sehr geringfiigig ist und die verdnderten Sphéroidformen
vorwiegend ein Resultat der verschiedenen Porenstrukturen sind. Das Verhal-
ten von Krebszellen sich in einer dreidimensionalen Umgebung zu Aggrega-
ten zusammenzuschlieBen, konnte im Fall der PC3-Zellen nicht nachgewie-
sen werden und beruht womdglich auf einer zu geringen mechanischen
Festigkeit der Cryogele.

4.3 Einfluss der RGD-Sequenz

Bei der Verwendung verschiedener Monomere/Polymere spielen die Eigen-
schaften der einzelnen Komponenten eine entscheidende Rolle. Unter ande-
rem beeinflussen die freien funktionellen Gruppen bzw. spezifische Adhisi-
onsmotive die Zellanheftung wihrend der Zellaussaat, was schlieBlich den
Erfolg des entwickelten Geriistes ausmacht. Die Oligopeptidsequenz RGD,
welche fiir die Aminoséuren Arginin-Glycin-Asparaginsiure steht, zéhlt zu
den bekanntesten Zelladhisionsmotiven. Uber Oberflichenrezeptoren
und/oder Integrine, welche in der Zellmembran verankert sind, kdnnen diese
mit der umliegenden Umgebung in Wechselwirkung treten. Auf diese Weise
kann der Zellkontakt mit der Geriiststruktur begiinstigt werden. In unter-
schiedlichsten Studien konnte der positive Einfluss der RGD-Sequenz,
entweder chemisch an ein Polymer (z.B. PEGda oder Alginat) gekoppelt oder
in Form von Gelatine in einer zusammengesetzten Gerliststruktur verwendet,
nachgewiesen werden [Zho2016; Dum2016]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
der Einfluss der RGD-Sequenz, als Teil der Proteinstruktur von Gelatine, auf
das Zellverhalten der LNCaP- bzw. PC3-Zellen untersucht werden. Im Fall
der verwendeten Cryogele wurden die freien Aminogruppen von Gelatine
iiber Glutaraldehyd verlinkt, wodurch gleichzeitig die Polymerketten von
Alginat eingeschlossen werden. Es war anzunehmen, dass mit steigender
Konzentration der natiirlichen Bestandteile ebenfalls die Zellwachstumsrate

209



4 Diskussion

zunimmt. Allerdings traten unabhingig von der Gelatine-Konzentration keine
signifikanten Verdnderungen beziiglich des Wachstumsverhaltens oder der
Sparoidmorphologie auf. Dieser unvorhergesehene Effekt ist hochstwahr-
scheinlich auf die Materialzusammensetzung bzw. der Art und Weise der
Gelatine-Alginat-Kopplung zuriickzufiihren. Zum einen kdénnte es sein das
die Cryogelzusammensetzung die Adhdsionsmotive verdecken und somit
eine optimale Zellanheftung behindern. Eine Moglichkeit dem entgegenzu-
wirken wiére ein Austausch des verwendeten Cross-Linkers (Glutaraldehyd)
gegen Ethylcarbodiimid (EDC)/Hydroxysuccinimid (NHS). Im Gegensatz zu
Glutaraldehyd kann die Kombination aus EDC/NHS Amidbindungen zwi-
schen den freien Carboxygruppen von Alginat und den Amingruppen von
Gelatine bzw. zwischen den Carboxy- und Amingruppen von Gelatine
bilden. Des Weiteren konnen Esterbindungen zwischen den freien Carboxyg-
ruppen von Alginat, Gelatine bzw. Alginat und Gelatine geschaffen werden.
Zum anderen gibe es die Option Gelatine erst nach der Cryogelherstellung an
Alginat zu binden. Dieses Verfahren fiihrte auch in den Arbeiten von Petren-
ko und Kollegen zu einer Verbesserung der Zellanheftung [Pet2011]. Den-
noch sollte auch in Betracht gezogen werden, dass zur Kultivierung der
Prostatakarzinomzelllinie LNCaP keine zusdtzliche Funktionalisierung notig
ist, was wiederum mit den Arbeiten von Goppert et al. iibereinstimmen
wiirde [G6p2016]. In diesem Fall wurde ein rein auf synthetischem Material
(PEGda) basierte Cryogelstruktur zur Kultivierung von LNCaP-Zellen
verwendet. Obwohl PEGda bekannt fiir seine schwachen Zellanhaftungsei-
genschaften ist, war eine Funktionalisierung mit RGD-Motiven nicht not-
wendig.

Zusammenfassend konnte dargestellt werden, dass sowohl die unterschiedli-
chen Gelatine-Konzentrationen im Laufe der Protokollentwicklung als auch
die Abwesenheit des Proteins keine signifikanten Auswirkungen auf das
Wachstumsverhalten der Zellen ausiibte. Lediglich die Verbindung aus
Alginat und Gelatine und deren gemeinsames Fehlen in der Materialzusam-
mensetzung konnte ein verringertes Wachstum auslosen. Dennoch wéren
weitere Experimente ndtig um eine eindeutige Aussage zu treffen.
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4.4 Einfluss der Materialzusammensetzung

Neben der Etablierung eines geeigneten Cryogelgeriistes zur Kultivierung
von Prostatakarzinomzellen, wurde eine Vergleichsstudie mit einem Modell-
system, welches auf rein natiirlichen Materialien basiert, durchgefiihrt. Auf
Grundlage von Seidenfibroin des Seidenspinners B.mori wurden unterschied-
liche Geriiststrukturen entwickelt, welche aus den natiirlichen Bestandteilen
Kollagen, Gelatine, Chitosan, Seidenfibroin des Seidenspinners A.pernyi oder
dem rekombinanten Protein Spidroin (Spinnenseide) zusammengesetzt sind.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Cryogel-Technologie zur Herstellung der
verschiedenen Seidenfibroingeriiste verwendet und durch einen anschlieBen-
den Gefriertrocknungsschritt ergénzt. Ziel war es, die Auswirkungen der
einzelnen Materialkomponenten auf die Struktur des reinen Seidenfibroinge-
riistes bzw. deren Eignung als Zellgeristtrager fiir die Prostatakarzinomzell-
linie LNCaP zu untersuchen.

Im Allgemeinen gelten die mechanischen Eigenschaften der Gele aus reinem
Kollagen, Gelatine bzw. Chitosan als sehr schwach und instabil im feuchten
sowie trockenen Zustand, was eine Verwendung im Bereich der Langzeitkul-
tivierung, Hochdurchsatz-Screening (engl. High Throughput Screening,
HTS) oder Tissue Engineering erschwert [She2008; Lu2009]. Demgegeniiber
stehen jedoch exzellente biokompatible Eigenschaften und das Potenzial als
3D Zellgeriistmaterial. Durch die Verbindung mit Seidenfibroin sollen die
Schwichen der einzelnen Bestandteile (z.B. mechanische Eigenschaften)
verringert werden und gleichzeitig deren Vorziige positiv auf das Gerlist
einwirken.

Zunéchst konnte gezeigt werden, dass durch die Gefriertrocknung ein homo-
generes Porensystem gegeniiber dem der Cryogele erzeugt werden konnte.
Im Zuge der Gefriertrocknung wird der Zwischenschritt, in welchem das
gefrorene Wasser bei Raumtemperatur schmilzt, vermieden (Sublimation).
Ob die Cryogelgeriiste fiir die Gefriertrocknung geeignet wiren, konnte in
weiteren Versuchsreihen untersucht werden. Generell ist jedoch die Herstel-
lung der Seidenfibroingeriiste, vom Entbasten der Seide bis zur Extraktion
des Proteins, zeit- und arbeitsaufwendiger als die der Cryogele. Mit Hilfe der
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durchgefiihrten Experimente konnte dargestellt werden, dass reine Seiden-
fibroingeriiste eine blattdhnliche Struktur mit knospenartigen Fasern bilden,
welche auch nach der Ethanol-Behandlung bestehen bleibt. Wéhrend der
Gelierung kommt es zur spontanen Selbstaggregation, wobei eine Umfor-
mung der Random Coil-Struktur zur B-Faltblatt-Konformation stattfindet.
Letzteres wird durch den hohen Anteil an Glycin-Alanin-Wiederholungen
begilinstigt (siche Kapitel 1.4). Bevor es jedoch zur Gelierung der Losung
kam, wurde dem extrahierten Seidenfibroin verschiedenen Proteine
(Kollagen, Gelatine, Fibroin (A.pernyi) & Spidroin) und Polysacharide
(Chitosan) beigemischt. Folglich traten zwischen den Molekiilen intermole-
kulare Wechselwirkungen auf. Dabei kann zwischen Wasserstoftbriickenbin-
dungen, bevorzugt zwischen Seidenfibroin und Chitosan, und kovalenten
Bindungen unterschieden werden. Kovalente Bindungen kdnnen wiederum in
An- und Abwesenheit eines Cross-Linkers geformt werden. Im Fall der
verwendeten Proteine wurde lediglich fiir die Zusammensetzung mit Gelatine
der Cross-Linker Glutaraldehyd verwendet.

Durch die Verbindung mit den natiirlichen Bestandteilen konnte sowohl die
Porositit als auch die DurchschnittsporengréBe erhoht werden (Abb. 3-54,
siche Kapitel 3.3.1). Im Fall von Chitosan wurde dies ebenfalls in den Arbei-
ten von Bhardwaj et al. nachgewiesen [Bha2011]. Mit Ausnahme von Sei-
denfibroin-Kollagen kam es in Folge der vergroBerten Poren zu einer Verbes-
serung der elastischen Eigenschaften, infolgedessen verringerte E-Modul-
Werte aufgezeichnet wurden (Abb. 3-57, siche Kapitel 3.3.1). Dieser Effekt
kann auf die verstirkten Porenwénde zuriickgefiihrt werden, welche im
Gegensatz zu den iibrigen Geriiststrukturen bei der Verbindung mit Kollagen
bereits vor der Ethanol-Behandlung fester erschienen. Auf diese Weise blieb
die mechanische Festigkeit der Geriiste erhalten und wurde zu alledem
minimal erhoht. Im Allgemeinen konnte wéhrend der Experimente festge-
stellt werden, dass gegeniiber der Cryogele die Seidenfibroingeriiste iiber
einen robusteren Aufbau verfiigen. Dieser duflerte sich in erster Linie beim
Ubergang vom geschwollenen zum trockenen Zustand, wobei eine ausge-
préagte Formstabilitit nachgewiesen werden konnte.
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Des Weiteren wurde vermutet, dass sowohl Chitosan als auch Kollagen und
Gelatine infolge ihrer hydrophilen Eigenschaften das Schwellverhalten der
reinen Fibroingeriiste maBgeblich beeinflussen und auf diese Weise steigern
konnen. Allerdings konnte allein bei der Kombination aus Seidenfibroin
(B.mori) und Kollagen sowie in Verbindung mit dem rekombinanten Protein
Spidroin eine deutliche Erhohung der Wasseraufnahmeféhigkeit beobachtet
werden. Im speziellen Fall von Spidroin lagen diese Werte um das Vierfache
hoher (Abb. 3-56 und Tab. 3-9, siche Kapitel 3.3.1). Dies widersprach den
Arbeiten von Lu und Gobin et al., in welchen die Zusammensetzung aus
Seidenfibroin und Gelatine bzw. Chitosan die Schwellrate in fliissiger Umge-
bung steigerte [Gob2005; Lu2010]. Dagegen wurden in den Untersuchungen
von Sun und Kollegen vergleichbare Ergebnisse erzielt [Sun2014].

Mit Hilfe von Gelatine und dem Seidenfibroin des Seidenspinners A.pernyi
sollte zusitzlich die Zellanheftung und in dem Zusammenhang die Wachs-
tumsrate der Zellen begiinstigt werden. Im Gegensatz zu B.mori wurde in der
Proteinstruktur des Fibroins von A.pernyi ebenfalls die zellanheftungsfor-
dernde Tripeptidsequenz RGD nachgewiesen. Wie zuvor zeigte sich auch in
den Zellkulturexperimenten keine wesentliche Verbesserung des Zellwachs-
tums aufgrund der Anwesenheit von RGD gegeniiber den reinen Fibroinge-
riisten. Dessen ungeachtet wurde generell bei allen Seidenfibroingeriisten
eine sehr hohe Proliferationsrate gemessen, welche zunéchst auf die dichten
Zellstrukturen auf der Oberfldche der Geriiste zuriickgefiihrt werden konnte.
Im Vergleich zu den Cryogelen musste angesichts vorangegangener Untersu-
chungen die Vorgehensweise zur Sterilisation der Fibroingeriiste verdndert
werden. Anfinglich diente als Sterilisationsmethode die Autoklavierung,
welche jedoch zu einer Verdichtung der Oberflichenstruktur und Abnahme
der Quellfihigkeit aufgrund der hohen Temperaturen fiihrte. Infolgedessen
bildete sich anstelle der gewlinschten Sphéroide eine Monolayer-dhnliche
Zellschicht aus, was zu einer Verfdlschung der Ergebnisse filihrte. Dieser
unerwiinschte Effekt konnte durch die Behandlung mit UV-Licht (24 h)
anstelle der HeiBsterilisation und der Reduzierung der Ausgangszellzahl von
2.5*¥1075 auf 1*1075 minimiert werden. Im Gegensatz zu den Cryogelstruk-
turen erfolgte die Aufnahme der Zellsuspension trotz erhohter Schwellrate
der Seidenfibroingeriiste, im Speziellen in Verbindung mit Kollagen und
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Spidroin, verzdgerter. Diese Beobachtung konnte spater durch die Messung
der Sphéroidanzahl bestdtigt werden, in welcher eine erhohte Anzahl an
Sphéroiden im oberen Bereich erfasst wurde, die wiederum deutlich in den
tieferen Arealen abnahm (Abb. 3-62, siche Kapitel 3.3.2)

Prinzipiell konnte festgestellt werden, dass die Zusammensetzung von
Seidenfibroin mit den natiirlichen Substanzen Kollagen, Gelatine und Chito-
san zu morphologischen Verdnderungen der Geriiststruktur fithrte. Am
auffalligsten waren diese Beobachtungen bei der Kombination aus Fibroin
mit dem rekombinanten Protein Spidroin. Die Verwendung von Spidroin als
Geriistbestandteil sowie die Kultivierung von Prostatakrebszellen innerhalb
dieser Proben stellt eine Erweiterung der Einsatzmdglichkeiten des Struktur-
proteins dar. Normalerweise erfolgt die Herstellung von Spidroin-basierten
Geriisten iiber die Salt Leaching-Methode, Elektrospinnen oder Selbstgelie-
rung zu flachen Hydrogelen oder Filmen [Sch2016; Zha2016; Sch2011].
Zusammen mit Fibroin des Seidenspinners B.mori wurde eine 3D Matrix
erzeugt, welche durch ein interkonnektives Porensystem mit einer erstaunli-
chen Quellfdhigkeit in flissiger Umgebung und ausgeprigten elastischen
Eigenschaften liberzeugt. Zur weiteren Entwicklung sollte die Synthese und
Untersuchung von unterschiedlichen Proteinkonzentrationen (Fibroin und
Spidroin) sowie die Einfiihrung weiterer Komponenten, z.B. Gelatine als
Trager der RGD-Sequenz, eingefiihrt werden.

Im Gegensatz zur Herstellung der Cryogelgeriiste, erwies sich die Etablie-
rungsarbeit zur Synthese der Seidenfibroinstrukturen als herausfordernd.
Neben der Entbastung der Seide und der anschlieBenden Proteinextraktion
wurde bis zuletzt an einer geeigneten Probenform fiir die Gefriertrocknung
gearbeitet. Mit dem Einsatz der 48-Well-Platte traten hin und wieder Schwie-
rigkeiten auf, welche sich hauptsidchlich auf die Homogenitdt der Gefrier-
trocknung beziehen. Aus diesem Grund war es mitunter notwendig die
Gefriertrocknungszeit auf 48 h zu erhdhen.
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Ziel dieser Arbeit war die Etablierung und Charakterisierung einer geeigneten
Cryogelstruktur aus unterschiedlichsten Materialien, welche als 3D Zellge-
risttrager zur Kultivierung von Prostatakarzinomzelllinien eingesetzt werden
kann und auf diese Weise herkommliche Kultivierungsmethoden ergénzen
bzw. ersetzen konnte. Parallel dazu wurde ebenfalls der Fokus auf die Ent-
wicklung einer rein natiirlichen Gerststruktur gelegt, welche auf der Basis
des Seidenstrukturproteins Fibroin des Seidenspinners B.mori aufgebaut
wurde.

Schon seit einigen Jahren widmen sich die unterschiedlichsten Fachrichtun-
gen der Entwicklung von 3D Modellsystemen, welche die gingigen aber
Organismen-fernen Kaultivierungsmethoden in einer zweidimensionalen
Umgebung, z.B. auf einer Kulturschale aus fester Plastik, ablosen kdnnen.
Dabei beruhen die unterschiedlichen Systeme auf einer kiinstlichen Umge-
bung, welche die natiirlichen Bedingungen annéhernd nachahmen kdnnen.
Ein Teil dieser Entwicklungsarbeit kann bereits kduflich erworben werden
und bietet dem Anwender eine kostenintensive Mdglichkeit der 3D Zellkul-
tur. Im Bereich der Krebszellforschung dienen multizelluldre Sphéroide
(Zellaggregate) als geeignetes Modell zur Untersuchung der Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Wechselwirkungen. Diese dreidimensionale Struktur wird von
Tumorzellen in Geriist-freien aber auch in pordser Umgebung angenommen
und stellt auf diese Weise in vivo-dhnliches Verhalten fester Tumore dar.
Dabei spielt besonders die Interaktion mit der umgebenen Matrix eine ent-
scheidende Rolle. Angesichts dieser morphologischen Verdnderung treten
gegeniiber der 2D Kultivierung auch abweichende Verhaltensweisen der
Zellen auf, welche die Proliferationsrate, das Auftreten von Nekrose und eine
verdnderte Genexpression betreffen konnen. Ein GroBteil der bisher entwor-
fenen Modelle basiert auf der Bildung von Sphéroiden in Geriist-freier
Umgebung oder eingebettet in einer Matrix, d.h. liber direkte Zelleinschlie-
Bung oder Zellaussaat. Zu den bekanntesten Beispiele zéhlen das Hanging-
Drop-Modell, in welchem Sphéroide in einem hidngenden Tropfen generiert

215



5 Zusammenfassung

und anschlieBend in eine 96-Well-Platte tiberfithrt werden oder die Liquid
Overlay-Technik, bei welcher Well-Platten mit einem nicht-adhidsivem
Polymer (z.B. Agarose) beschichtet werden und die darauf ausgesiten Zellen
Sphdroide bilden. Dagegen gehdren Basalmembranartige Matrices, wie
Matrigel bzw. Alvetex, sowie Gertiststrukturen auf Basis technischer Herstel-
lungsmethoden (z.B. Elektrospinnen, 3D-Drucken) zu den Modellsystemen,
welche den Einfluss der umgebenen Struktur berticksichtigen.

Im Fokus der Arbeit lag die Entwicklung einer geeigneten Materialzusam-
mensetzung zur Herstellung von Cryogelen, welche zundchst zur Kultivie-
rung der epithelialen Prostatakarzinomzelllinien LNCaP und PC3 diente.
Dabei wurde dem charakteristischen Porensystem sowie den elastischen
Eigenschaften eine besondere Aufmerksamkeit gewidmet. Bevor die eigentli-
che Kultivierung innerhalb der 3D Strukturen stattfinden konnte, wurde mit
Hilfe unterschiedlicher Ausgangskonzentrationen der Monomere (Alginat,
Gelatine und HEMA) die Auswirkungen auf die Porenstruktur inklusive
Porenform und -groe demonstriert und auf diese Weise die optimalste
Zusammensetzung ermittelt. Ein entscheidendes Kriterium hierfiir war ein
nahezu homogenes Netzwerk, welches den Zellen eine hervorragende Umge-
bung zum Wachstum in sphéroidaler Form ermoglicht. Basierend auf diesem
optimierten Herstellungsprotokoll konnte auerdem der Einfluss der Synthe-
separameter, der Gefrierzeit und -temperatur, sehr ausfiihrlich belegt werden.
So wurde gezeigt, dass in Verbindung mit der entwickelten Komponentenzu-
sammenstellung eine Gefrierzeit von mindestens 12 h, im Idealfall von 24 h,
bei einer Gefriertemperatur von -21 °C die mechanisch stabilste Cryogel-
struktur erzeugt. Unter diesen Voraussetzungen herrscht ein Gleichgewicht
zwischen der Eis-Nukleation des Losungsmittels (hier: Wasser) bzw. der
Bildung eines kristallinen Netzwerkes und der Polymerisation des Gels. Dies
vermeidet sowohl die Entstehung zu diinner Porenwinde und folglich einem
sehr elastischen bzw. instabilen Cryogel (Gefriertemperatur -80 °C) als auch
zu dicker Porenwénde und dem daraus resultierenden Verlust an Hohlraum-
volumen (Gefrierzeiten unter 5 h bei -21 °C).
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Aufgrund des Zusammenspiels zwischen Porenstruktur und Elastizitét des
Gertistes bewirkten die verdnderten Syntheseparameter ebenfalls eine Modi-
fikation der Cryogelfestigkeit. Letztere konnte jedoch mit der
Cross-Linker-Konzentration gravierender beeinflusst werden. Es konnte
gezeigt werden, dass je hoher die PEGda-Konzentration gewdhlt wird, sich
die elastischen Eigenschaften der Cryogele verringerten und mechanisch
festere Strukturen gebildet wurden. Dies beruht auf einer verstarkten Vernet-
zung der Polymerketten, infolgedessen die Porositit inklusive Porengrof3e
abnahmen. Umgekehrt resultierte eine erhdhte Elastizitit aus der geringeren
Kopplung zwischen den Polymerketten, wodurch die Porengrof3e einschliel3-
lich des Porenvolumens zunahm. Infolge der Variabilitit der Porenstruktur ist
es moglich, die elastischen Merkmale verschiedenster Gewebe nachzuahmen
und diese mit Hilfe der Cross-Linker-Konzentration exakt einzustellen.
Angesichts dieser Beobachtung konnte belegt werden, dass die entwickelten
Cryogelstrukturen hinsichtlich ihrer mechanischen Eigenschaften nicht auf
das Anwendungsgebiet der Prostatakrebsforschung beschrinkt sind, sondern
auch Elastizitdten anderer Gewebe nachahmen konnen.

Die im Rahmen dieser Arbeit angefertigten Seidenfibroingeriiste zeigten
zudem, dass allein durch die Kombination aus zwei verschiedenen Materia-
lien, bei gleichbleibenden Syntheseparametern und ohne
Cross-Linker-Anteil (ausgenommen Seidenfibroin-Gelatine), eine Veridnde-
rung der Porenstruktur hervorgerufen werden kann. So war es moglich die
schwachen elastischen Eigenschaften der reinen Fibroingeriiste zu verbessern
und ebenso die Variabilitit der auf Fibroin basierten Strukturen darzustellen.
Im Vergleich zu den iibrigen Seidenfibroinverbindungen, fiihrte die Zusam-
mensetzung mit dem rekombinanten Protein Spidroin zu den auffallendsten
morphologischen und mechanischen Verdnderungen. Gegeniiber der Cryo-
gelgeriiste ist das Herstellungsverfahren zwar zeitaufwendiger, nichtsdestot-
rotz sind durch die Verarbeitung des Strukturproteins Fibroin (B.mori)
dhnliche Anwendungsbereiche erkennbar. Mit Hilfe der Rontgenmikrocom-
putertomographie konnte zudem veranschaulicht werden, dass unter anderem
der Gefriertrocknungsschritt fiir die Erzeugung eines sehr homogenen Poren-
netzwerkes verantwortlich ist.
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5 Zusammenfassung

Wihrend der Kultivierung der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP konnte
sowohl in den entwickelten Cryogelen als auch in den zusammengesetzten
Seidenfibroingeriisten ein stetiges Zellwachstum iiber mehr als 14 Tage
beobachtet werden. Bereits nach wenigen Tagen wurden erste Sphéroide
detektiert und bestitigten auf diese Weise die Richtigkeit der ausgewéhlten
Ausgangszellzahl. Wahrend der Kultivierungszeit wuchsen die Zellen zu
Sphéroiden unterschiedlicher Grofle heran und passten sich der umliegenden
Porenstruktur, im speziellen der Porenform und -gréfe, an. In Abhéngigkeit
von der Porengrofle bildeten sich auch hypoxische Zellbereiche (zentrale
Nekrose), welche auf eine zunehmende SphéroidgroBe und der damit ver-
bundenen mangelnden N&hr- und Sauerstoffversorgung zuriickzufithren
waren. Dieser strukturelle Aufbau ahmt die natiirlich vorkommenden Tumor-
gradienten nach, womit die Wirksamkeit und das Eindringen von Medika-
menten sowie Boten- und Signalstoffen untersucht werden konnten. Letzteres
wurde mit Hilfe der Hormonexperimente (Behandlung mit DHT) erfolgreich
demonstriert. Durch die Zugabe von DHT in das umliegende Medium und
der detektierten Proliferationssteigerung konnte die Durchléssigkeit des
Porensystems fiir geloste Stoffe bestétigt werden.

Mit der Wahl von Gelatine als Cryogelbestandteil sollte zusétzlich die Mo g-
lichkeit geboten werden den positiven Einfluss der RGD-Sequenz auf die
kultivierten Zellen zu demonstrieren. In Anbetracht der Ergebnisse im Rah-
men dieser Arbeit konnte keine Abhingigkeit der Prostatakarzinomzellen
gegeniiber der RGD-Sequenz bewiesen werden. Generell wurde in diesem
Fall iiber die physikalischen Charakteristika der Cryogele ein signifikanterer
Effekt auf die Zellen nachgewiesen.

Grundsitzlich konnten im Rahmen dieser Arbeit die Vorteile des Cryogelver-
fahrens gegeniiber dhnlichen Modellsystemen (z.B. Hydrogele) verdeutlicht
werden. Allein die Verwendung von Wasser als mogliches Losungsmittel,
die Vielfalt an Reaktionskomponenten natiirlichen und/oder synthetischen
Ursprungs, die unkomplizierte bzw. ziigige Synthese sowie die Variation der
charakteristischen Eigenschaften belegen die vielseitigen Einsatzmoglichkei-
ten als 3D Zellgeriisttriiger. Uber mehrere Arbeitsschritte ist es gelungen ein
Protokoll zu erstellen, mit dessen Hilfe homogene Cryogelstrukturen erzeugt
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werden konnen, innerhalb dessen ein Wachstum von Prostatakarzinomzellen
moglich ist. So verfiigt der Anwender iiber die Kontrolle des gesamten
Prozesses, von der Synthese der Cryogele iiber die Zellaussaat bis hin zur
spezifischen Ergebnisauswertung. Dariiber hinaus wurde durch die Verwen-
dung des Seidenstrukturproteins Fibroin die Zuverldssigkeit einer rein natiir-
lichen Komponente und deren Kompatibilitdt gegeniiber anderen natiirlichen
Substanzen demonstriert. Somit kann abschlieend festgestellt werden, dass
die etablierten Cryogele eine ausgezeichnete Grundlage fiir weitere experi-
mentelle Fragestellungen im Bereich der Prostatakrebsforschung bilden und
als Alternativmethode fiir die Zellkultivierung eingesetzt werden konnte.
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6 Offene Fragen und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine geeignete Materialzusammensetzung
vereint in einer Cryogelstruktur zur Kultivierung von Prostatakrebszellen
entwickelt werden. Dariiber hinaus wurde diese Arbeit durch rein natiirliche
Gertststrukturen ergénzt, welche auf einer komplett unterschiedlichen
Grundsubstanz basieren. In beiden Féllen bleiben dennoch einige Fragen
ungeklart, welche in weiteren Experimenten bearbeitet werden sollten.

Funktionalisierung

Trotz der erfolgreichen Zellkultivierung innerhalb der Cryogelstrukturen
bleibt die Uberlegung in wie weit Gelatine einen Einfluss auf das Zellverhal-
ten hat. Aufgrund zahlreicher Verdffentlichungen, welche die Wirkung von
Gelatine einschlieBlich der RGD-Sequenz bestdtigen, bleibt zu diskutieren,
ob weitere Versuchsreihen dazu angesetzt werden sollten. Sowohl durch die
Untersuchungen von Fu et al. als auch Dumbleton et al. konnte durch die
Kopplung von Gelatine als Trager der RGD-Sequenz und der direkten Bin-
dung von RGD-Peptiden eine verstirkte Zellanheftung und Wachstum
beobachtet werden [Fu2013; Dum2016]. So wire eine Kopplung der RGD-
Sequenz an Alginat bzw. PEGda vorstellbar. Dariiber hinaus sollte ebenfalls
die Kopplung von RGD-Peptiden an die Fibroingeriiste erfolgen bzw. die
Herstellung von zusammengesetzten Geriisten auf Basis von Fibroin des
Seidenspinners A.pernyi untersucht werden. Eine Verbesserung der Zellan-
heftung wire fiir den weiteren Einsatz als 3D Zellgeriistmatrix forderlich und
konnte zum Teil in der Arbeit von Morgan und Kollegen am Beispiel einer
Osteoblasten-Zelllinie (MC3T3-E1) demonstriert werden [Mor2008]. Zur
Beurteilung der Funktionalisierungsmethode kdnnten Analysen mit Hilfe des
FTIR-Spektrometers oder der Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)
durchgefiihrt werden.
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Zelllinien

Die Kultivierung der PC3-Zelllinie erwies sich als weniger zufriedenstellend
und sollte aus diesem Grund weiter untersucht werden. Dies schlief3t auch die
Verwendung der Seidenfibroingeriiste als mogliche Zellgertsttrager ein. In
Anbetracht der zelluldren Herkunft (Knochenmetastasen) wurde vermutet,
dass eine erhohte Elastizitét (geringe mechanische Festigkeit) das Verhalten
der Zellen beeinflusst und im Gegensatz zu den LNCaP-Zellen, welche einer
Lymphknotenmetastase entstammen, das Wachstum hemmt. Zur Erkliarung
der erzielten Ergebnisse konnten weitere Variationen der Elastizi-
tdt/mechanischen Festigkeit vorgenommen werden und eventuell ein Ver-
gleich zu anderen etablierten Prostatakarzinomzellen, wie z. B. DU145
(Gehirnmetastase), denkbar sein.

Ko-Kultivierung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieBlich die Kultivierung einer einzel-
nen Zelllinie untersucht. In Anbetracht der zelluliren Umgebung, erfolgt die
Nachahmung des Prostatagewebes basierend auf einer Monokultur sehr
vereinfacht. Aus diesem Grund sollte angesichts bisheriger Ergebnisse die
Arbeit an einer Ko-Kultur fortgesetzt werden. Auf diese Weise kdnnen unter
anderem Zell-Zell-Kontakte sowie Wechselwirkungen zwischen malignen
und benignen Prostatakrebszellen untersucht werden. Dariiber hinaus bieten
die erarbeiteten Protokolle, angefangen von der Herstellung der Cryogele
iiber spezifische Charakterisierungsverfahren bis hin zu géngigen Farbeme-
thoden (z.B. Hamatoxylin/Eosin-Farbung), eine ausgezeichnete Basis zur
Kultivierung von Primérzellen.

Reproduzierbarkeit

Im Gegensatz zu den Cryogelen, konnte die Etablierung der Seidenfibroinge-
riiste noch nicht 100%ig abgeschlossen werden. Zwar konnten in mehrfachen
Versuchsreihen die Protokolle zum Entbasten der Seidenfasern, sowohl von
B.mori als auch von A.pernyi, und der Proteinextraktion festgesetzt werden,
so wurde dennoch die Reproduzierbarkeit der Geriistsynthesen durch die
Probenform (48-Well-Platte) gestort. In Abhdngigkeit von der Belegung
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innerhalb einer Well-Platte traten unterschiedliche Porenstrukturen auf. Je
geringer der Abstand der Proben in der Trocknungskammer zum Kiihlsystem
war, desto schneller erfolgte die Gefriertrocknung. Dagegen waren die mittig
gelegenen Proben noch feucht. Infolgedessen wurde die Gefriertrocknungs-
zeit zum Teil auf 48 h erhoht. Um einen reibungslosen Ablauf zu garantieren,
sollte an einer verbesserten Probenform gearbeitet werden.

Einfluss Spidroin

Aufgrund einer geringen Menge an Spidroin konnte nur eine kleine Anzahl
an Experimenten durchgefiihrt werden. Im Gegensatz zur Fibroingewinnung
aus den Seidenkokons von B.mori und A.pernyi stellt die Proteinextraktion
aus Spinnenseide eine groBere Herausforderung dar. Zum einen kénnen
Spinnen nur unter gewissen Umstidnden geziichtet werden und produzieren
zum anderen nur eine geringfiigige Menge an Spinnenseide. Aus diesem
Grund musste auf die zeitaufwindigere und kostenintensivere Herstellung
rekombinanter Proteine zuriickgegriffen werden. Basierend auf den bisheri-
gen Ergebnissen konnten weitere zusammengesetzte Geriliste mit Spidroin
entwickelt werden. Interessant wére eine Verbindung mit dem Seidenfibroin
aus A.pernyi bzw. einer Kombination aus dem aktuellen Seidenfibroin-
Gelatine-Geriist mit Spidroin.

Sphiroid-Darstellung

Bisheriger Schwachpunkt stellt eine iiberzeugende Methode zur Visualisie-
rung der Sphédroidstrukturen innerhalb der 3D Systeme dar. Dabei sollte
neben der statischen Beobachtung mit Hilfe von Rasterelektronenmikrosko-
pie und der 2D Darstellung nach Paraffineinbettung, auch eine Echtzeitbe-
obachtung mdglich sein. Um eine exakte Einschédtzung der Zellanordnung
und Verteilung innerhalb der Cryogele und Seidenfibroingeriiste zu gewéhr-
leisten ist es notwendig eine komplexe und kontrastreiche Veranschaulichung
erstellen zu konnen. Mit Hilfe der Rontgen-Mikro-Computertomographie am
ANKA konnten erste Erfolge in dieser Richtung erzielt werden. Neben der
3D Darstellung des Porensystems zum Nachweis der Poreninterkonnektivitit,
konnten auch Zellsphéroide visualisiert werden [Cec2016]. Dariiber hinaus
kann auf Basis der Tomographiescans zusammen mit einer entsprechenden
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6 Offene Fragen und Ausblick

Software die Gesamtporositit und PorengroBe sowie das Porenvolumen
bestimmt werden. Eine weitere Variante wére die Magnetresonanztomogra-
phie (MRT), welche ebenfalls eine nicht-destruktive Methode zur Erzeugung
von 3D Aufnahmen darstellt.
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7

Materialien und Gerite

Tab.7-1:  Ubersicht verwendeter Materialien fiir die Cryogelherstellung und Geriisten auf
Seidenproteinbasis.
Material Hersteller CAS-
Nummer
Ammoniumperoxidsulfat Merck, Darmstadt 7727-54-0
Antheraea pernyi The World of Butter- -
(Kokons) flies and Moths
Bombyx mori (Kokons) Patchworkshop -
Calciumnitrat Tetrahydrat Merck, Darmstadt 13477-34-4
Chitosan (from shrimp shells) Sigma Aldrich, 9012-76-4
Taufkrichen
Collagen Typ I (Rat tail tendon)  Corning 9007-34-5
Dialysekassetten Thermo Scientific -
(2,000 MWCO)
Essigsédure Merck, Darmstadt 64-19-7
Ethanol Merck, Darmstadt 64-17-5
Gelatine (from cold Sigma Aldrich, 9000-70-8
water fish skin) Taufkirchen
Glutaraldehyd Calbiochem 111-30-8
2-Hydroxyethylmethacrylat Alfa Aesar, Karlsruhe 868-77-9
Lithiumbromid Merck, Darmstadt 7550-35-8
Natrium Alginat Sigma Aldrich, 9005-38-3
(from brown algae) Taufkirchen
Natriumcarbonat Merck, Darmstadt 497-19-8
Natriumhydrogencarbonat Merck, Darmstadt 144-55-8
Polyethylenglycoldiacrylat Sigma Aldrich, 26570-48-9
(M, =700) Taufkirchen
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Rekombinant Spider Silk AMSilk -
Protein Spidroin (SSPO1)
Tetramethylethylendiamin Merck, Darmstadt 110-18-9

Tab.7-2:  Verwendete Materialien fiir die Zellkulturexperimente.

Material Hersteller CAS-
Nummer

Antibiotic Antimycotic Solution Sigma Aldrich, -

(100x%) Taufkirchen

Bromphenolblau Sigma Aldrich, 115-39-9
Taufkirchen

CellTiter-Glo® 3D Viability Promega -

Assay

Dithiothreitol Roche, Mannheim 3483-12-3

DABCO Roth, Karlsruhe 280-57-9

ECL-Western Blot Substrat Thermo Scientific -

Eosin Roth, Karlsruhe -

Ethylendiamintetraessigséure Roth, Karlsruhe 60-00-4

Eukitt Sigma Aldrich, 25608-33-7
Taufkirchen

Fetales Kélber Serum/ Charcoal ~ Sigma Aldrich, -

Kilber Serum Taufkirchen

Formaldehyd, 37 % Losung Merck, Darmstadt 50-00-0

Glycin Roth, Karlsruhe 56-40-6

Glycerol, 86 % Losung Roth, Karlsruhe 56-81-5

Human PSA-total ELISA Kit Sigma Aldrich, -
Taufkirchen

Isopropanol Roth, Karlsruhe 67-63-0

L-Glutamin Gibco by Life Tech- -
nologies, Carlsbad

Magermilchpulver Carlsbad -
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Mayer’s Himatoxylin

Methanol
Mowiol

Natriumchlorid

Natriumdeoxycholat

Natriumdodecylsulfat
NP-40 (Ipegal)

Page-Ruler-Plus
Proteinstandard
Protease-Inhibitor-Mix-G

Proteinase K

Rotiphorese ® Gel 30
RPMI-1640 (mit Phenolrot)

RPMI 1640 (ohne Phenolrot)
Poly-L-Lysin
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan

TRIS-CL
Trypsin + EDTA (0.25 %)

Tween-20
Xylol

Sigma Aldrich,
Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich,
Taufkirchen
Thermo Scientific,
Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma Aldrich,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe
Gibco by Life Tech-
nologies, Carlsbad
Gibco by Life Tech-
nologies, Carlsbad
Sigma Aldrich,
Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Gibco by Life Tech-
nologies, Carlsbad
Roth, Karlsruhe

VWR Chemicals,
Darmstadt

67-56-1
9002-89-5

7647-14-5
302-95-4

151-21-3
9016-45-9

25988-63-0

77-86-1

1185-53-1

9005-64-5
1330-20-7
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Tab. 7-3:  Verwendete Primir- und Sekundérantikérper fiir den Western Blot (WB) und die
Immunfluoreszenzfirbungen (IF).

Antigen Wirts-  Iso- Anwen-  Verdiinnung  Hersteller
spezies typ dung (in Block-
puffer)
Alpha- Hase IegG IF 1:1000 Abcam,
Tubulin Cambridge
AR Maus IgG, IF 1:25 Dianova,
WB 1:1000 Hamburg
Anti-Maus  Ziege IgG WB 1:10000 Agrisera,
IgG-HRP Vinnis
Cy2 Ziege 1gG,, [IF 1:200 Dianova,
Hamburg
Cy3 Ziege IgG,, IF 1:200 Dianova,
Hamburg

Tab.7-4:  Uberblick verwendeter Gerite und deren Anwendungsbereich wihrend der
physikalischen Charakterisierung der makropordsen Geriiststrukturen sowie der
biologischen Experimente.

Geriit Anwendung Hersteller

ELISA Reader PSANachweis/ Thermo
Konzentrationsbe- Scientific
stimmung

Fluoreszenzmikroskop Immunfluoreszenzfir-  Leica, Wetzlar

DM5500B bungen

Fluoreszenzspektrometer Immunfluoreszenzfir-  BMG, Ortenberg

FLUOStar Optima bungen

Gewebe Prozessor TP1020 Probenvorbereitung fir ~ Leica, Wetzlar
Histologie

Homogenisator T25 basic Homogenisieren IKA Labortech-

nik, Staufen
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Inverses Lichtmikroskop
DM5000
Luminometer

Mikrotom RM2155
Nanodrop ND1000

ParaffinausgieBstation
EG1160
Quecksilberporosimeter
Macropore Mot.140
Rasterelektronenmikroskop
Supra 60 VP

Sputter coater K575X

Zugpriifmaschine Z0.5

TOPO-TOMO

Histologische Féarbun-
gen
Viabilitdtsassay

Anfertigung von
Gewebeschnitten
Bestimmung Protein-
konzentration
Paraffineinbettung

Porositétsbestimmung

Untersuchung Morpho-
logie/Porenstruktur
Sputtern, Vermeidung
von Aufladungseffek-
ten

Elastizititsversuche

Rontgen-Mikro-CT

Leica, Wetzlar

Perkin Elmer,
Rodgau
Leica, Wetzlar

peQLab
Leica, Wetzlar

Porotec Pascal
440 Series
Zeiss, Jena

Gal a Instru-
ments, Bad
Schwalbach
Zwick Roell,
Ulm

ANKA
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