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1 Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

Der Organmangel in der Transplantationsmedizin ist weiterhin eines der
Hauptprobleme im Gesundheitswesen [1]. Daten der Stiftung Eurotransplant
verdeutlichen die Differenz zwischen Angebot und Nachfrage [2]: Im Jahr 2019
wurden in Deutschland 3543 Transplantationen von verstorbenen Spendern
durchgefiihrt, wahrend insgesamt mehr als 9000 Patienten auf einer Warteliste
registriert wurden. Im selben Jahr wurden 1095 Patienten wieder von der
Warteliste gestrichen, da ihr gesundheitlicher Zustand keine Transplantation
mehr ermoglichte oder sie aufgrund des Spendermangels verstarben. Neben
diesen  lebensrettenden = Operationen  besteht auch im  Bereich
lebensverbessernder Therapien der Wunsch nach neuen
Behandlungsmoglichkeiten, welche den Ersatz von defektem oder erkranktem
Gewebe reformieren sollen. Bspw. fiithren traumatische Knorpelverletzungen
und osteochondrale Defekte hdufig zu sekundérer Osteoarthritis, welche bei
betroffenen Patienten zu schweren klinischen Problemen fiihren kann [3]. Die
gegenwdrtigen chirurgischen Behandlungsmethoden sind nicht in der Lage den
hyalinen Knorpel zu reproduzieren. Damit ist die Wiederherstellung einer
physiologischen Gelenkfunktion nicht gewahrleistet [4].

Tissue Engineering und das Feld der Regenerativen Medizin liefern schon seit
einigen Jahren vielversprechende Ansdtze zum Ausgleich des Spendermangels
und zur Verbesserung der gegenwaértigen therapeutischen Ansitze [5]. Dabei
bieten additive Fertigungstechniken der Biofabrikation die Moglichkeit zur
Herstellung gewebedhnlicher Konstrukte, um beschddigtes oder krankes
menschliches Gewebe zu heilen oder zu ersetzen. Neben dem noch recht
futuristischen Ziel physiologisch funktionierende Organe zu fertigen, konnen
diese Konstrukte im Bereich der Arzneimittelforschung und -priifung sowie fiir
die Untersuchung von Krankheitsprozessen von Nutzen sein [6].

Der dreidimensionale (3D) Biodruck ist einer der wichtigsten Ansdtze der
Biofabrikation und ermoglicht das computergesteuerte Ablegen von Zellen und

Biomaterialien, sogenannten  Biotinten, um  biologisch  funktionelle
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3D-Konstrukte zu erzeugen [7-9]. Als Druckmaterial werden hdufig Hydrogele
verwendet: Eine Klasse hydrophiler Polymernetzwerke, die in der Lage sind
grofie Mengen an Wasser aufzunehmen, ohne sich dabei selbst aufzuldsen [10].
Der hohe Wassergehalt verhindert das Austrocknen der Zellen und macht diese
Materialklasse somit zu einem idealen Kandidaten fiir die Zellkultur [11]. Grofses
Potenzial wird dabei Gelatine-basierten Hydrogelen zugeschrieben, da diese
unter anderem verschiedene Peptidsequenzen aufweisen, welche die
Zelladhdsion und Zellproliferation untersttitzen [12].

Der Fortschritt auf diesem Gebiet wird jedoch nach wie vor durch einen Mangel
an geeigneten Biotinten gebremst. Die Entwicklung gestaltet sich als dufserst
herausfordernd, da entsprechende Materialien teilweise  kontrdre
Anforderungen erfiillen miissen. So sollen Biotinten sowohl als zytokompatible
Gertiststruktur bzw. extrazelluldre Matrix fiir Zellen dienen als auch den
mechanischen Anforderungen an den Biofabrikationsprozess selbst gerecht
werden [13, 14]. Insbesondere die Vereinbarung geforderter physikalisch-
chemischer Eigenschaften mit einer zwingend notwendigen Zytokompatibilitit
gilt als eine der Haupthtirden fiir ein weiterhin erfolgreiches Voranschreiten auf
diesem Forschungsfeld [7, 15, 16]. Daher ist die Entwicklung und die Evaluation
neuer Biotinten von zentraler Bedeutung. Alginat-Gelatine (Alg-Gel) ist eines der
am hdufigsten verwendeten nattirlichen Polymere fiir den Biodruck [17]. Im
Gegensatz dazu handelt es sich bei GelAGE um ein noch relativ unerforschtes
Hydrogelsystem, welches jedoch schon den grundlegenden Anforderungen der
Druckbarkeit gerecht werden konnte und das Uberleben von Chondrozyten iiber
einen lingeren Zeitraum gewéahrleistete [18, 19]. Systematische Untersuchungen,
der fur die in vitro Zellkultur relevanten Eigenschaften von GelAGE, stehen

jedoch noch aus.

Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit ist die biologische Evaluation des am
Lehrstuhl etablierten Gelatine-basierten Hydrogelsystems GelAGE und der
Vergleich zu den im Feld der Biofabrikation sehr gut erforschten

Alginat-Gelatine Biotinten. Dabei soll tiberpriift werden, inwiefern der Ablauf
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der Vernetzungsreaktion, die Polymerkonzentration und der Zusatzstoff
Humanes Pladttchenlysat (HPL) einen Einfluss auf die Zytokompatibilitdt des
Materials haben. Weiterhin soll tiberpriift werden, ob eine unterschiedliche
Zell-Material-Interaktion zwischen der thermoresponsiven und der nicht-
thermoresponsiven GelAGE Variante nachgewiesen werden kann. Zu diesem
Zweck sollen Vitalitdt, DNA-Gehalt, metabolische Aktivitat und Morphologie
der Zellen als Parameter fiir eine nachvollziehbare Beurteilung der biologischen
Eigenschaften herangezogen werden. Fiir eine Einschidtzung der Vitalitit soll
eine Live/Dead Farbung durchgefiihrt werden, deren Auswertung in der
Literatur allerdings nur wenig erforscht ist. Daher soll zudem ein schliissiger

Weg zur Analyse von Live/Dead Aufnahmen erortert werden.



2 Kenntnisstand

2.1 Biofabrikation

Die Biofabrikation ist ein aufstrebendes Forschungsgebiet und bietet durch die
Zusammenfithrung von Erkenntnissen aus Biologie, Technik und
Materialforschung grofies Potenzial fiir die Medizin. Vereinfacht kann der
Begriff Biofabrikation als ein Prozess beschrieben werden, welcher zu einem
strukturiert aufgebauten Produkt mit biologischer Funktionalitdt fiithrt [9]. Fiir
die Anwendung im Feld des Tissue Engineerings und der Regenerativen
Medizin ist jedoch eine genauere Beschreibung des Begriffs von Noten. So
definierte Groll et al. 2010 Biofabrikation fiir das Tissue Engineering und die
Regenerative Medizin als ‘the automated generation of biologically functional products
with structural organization from living cells, bioactive molecules, biomaterials, cell
aggregates such as micro-tissues, or hybrid cell-material constructs, through Bioprinting
or Bioassembly and subsequent tissue maturation processes’ [9]. Demnach generieren
automatisierte Prozesse Konstrukte, welche die Hierarchie von natiirlichem
Gewebe nachahmen sollen. Diese Hierarchie kann entweder durch das direkte
Ablegen von Zellen in oder auf dem Konstrukt erfolgen oder aber durch
Konstrukte, welche selbst ein Einwandern von Zellen induzieren. Als weiterer
wichtiger Schritt schliefit sich der automatisierten Herstellung ein
Reifungsprozess an. Dieser kann sowohl in vitro mit einer Kulturphase als auch
in-vivo nach einer Transplantation erfolgen und fiithrt zu einem hierarchischen,

biologisch funktionalen Konstrukt [9].

2.2 Methoden der Biofabrikation

Wie bereits angedeutet, konnen die in der Biofabrikation eingesetzten Strategien

entweder als Bioassemblierung oder als Biodruck bezeichnet werden [20].

2.2.1 Bioassemblierung

Der Begriff Bioassemblierung beschreibt eine Methode, bei der hierarchische

Konstrukte mit einer definierten 2D- oder 3D-Struktur durch den



automatisierten Zusammenbau vorgefertigter zellenthaltender Bausteine
erzeugt werden [20]. Die dabei verwendeten Zellaggregate, Zellfasern oder
komplexere Strukturen wie Organoide, werden durch zellgetriebene
Selbstorganisation in Kultur gebildet. Des Weiteren konnen auch hybride Zell-
Material-Konstrukte, wie bspw. zellbeladene Mikrogele, als Bausteine eingesetzt
werden [9]. Aufgrund des komplexen Aufbaus der einzelnen Bausteine ist eine
Verarbeitung tiber den Biodruck nur noch bedingt moglich. Umgekehrt miissen
die einzelnen Bestandteile eine gewisse Mindestgrofie aufweisen, um den

automatisierten Zusammenbau erst zu ermoglichen.

2.2.2 3D-Biodruck

Mit dem Begriff 3D-Druck werden im Allgemeinen Fertigungsverfahren
beschrieben, bei denen durch das computergesteuerte schichtweise Auftragen
von Materialien dreidimensionale Werkstiicke erzeugt werden [21].

Diese grundlegende Funktionsweise findet sich auch im medizinisch relevanten
3D-Biodruck wieder, welcher als zweite wichtige Methode der Biofabrikation
gilt. Definiert wurde der Begriff Biodruck von Guillemot et al. im Jahr 2010 als
die Anwendung computergestiitzter Verfahren, mit deren Hilfe lebende und
nicht lebende Materialien zu Konstrukten mit einer definierten 2D- oder 3D-
Struktur zusammengebaut werden [22]. Diese biotechnologisch gefertigten
Konstrukte finden Anwendung in der Regenerativen Medizin, der

Pharmakokinetik, sowie in grundlegenden zellbiologischen Studien [22].

Es gibt drei weit verbreitete Verfahren, welche geeignet sind, um aus Biotinten
komplexe 3D-Strukturen herzustellen (Abbildung1). Hierzu gehoren der
Tintenstrahl-basierte Biodruck (Injekt Bioprinting), der Laser-basierte Biodruck
(Laser-induced forward transfer; LIFT) und der Extrusions-basierte Biodruck
(Extrusion Bioprinting) [7, 8, 16, 23]. Alle diese Techniken haben die
Gemeinsamkeit, dass sie zuvor am Computer konstruierte dreidimensionale
Modelle mithilfe automatisierter Prozesse Schicht fiir Schicht zu realen Objekten

verarbeiten konnen. Dazu kann das gedruckte Material vor, nach oder wahrend
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des Druckvorgangs vernetzt (Crosslinking) werden, um die endgiiltige Form,
Struktur und Architektur des entworfenen Konstrukts zu erzeugen bzw. zu
fixieren [7, 24].

Im Gegensatz zu konventionellen 3D-Druckverfahren muss die Verarbeitung
unter physiologischen bzw. zell-freundlichen Bedingungen ablaufen und
zytotoxische Einfliisse miissen moglichst vermieden werden. Die verschiedenen
Druckverfahren haben jeweils eigene Vor- und Nachteile. Welches Verfahren
letztendlich verwendet wird, ist hauptsdchlich von dem zu verarbeitenden
Material und der zu erschaffenden Struktur (Grofle, Geometrie, Auflosung)

abhdngig [8].

Laser-basiert Tintenstrahl-basiert Extrusions-basiert

thermisch piezoelektrisch pneumatisch Kolben  Schraube
Energieabsorbierende

Schicht vei;‘ .

Laserpuls

[ Materialtrager | Piezo-
. elektrisches |
n Heizelement Element
— ~ Dampf-
e blase
A > © (",‘ 00" .

Einlass
&

Abbildung 1: Uberblick iiber die am weitesten verbreiteten Biodruck Verfahren. Bild modifiziert nach
Malda et al. [7]. (mit freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons, Adv. Mater. 2013)

Tintenstrahl-basierter Biodruck

Der Tintenstrahl-basierte Biodruck hat seinen Ursprung im konventionellen 2D-
Tintenstrahldruck und gilt als das dlteste Verfahren [25]. Hierbei wird die
Biotinte mittels thermischer oder piezoelektrischer Regulation durch eine feine
Ditise in Form von Tropfchen auf einem vorgegebenen Bereich deponiert. Die
thermisch kontrollierte Mobilisierung erfolgt durch ein kleines Heizelement,
welches die Biotinte lokal verdampfen ldsst und somit einen Druckimpuls
auslost, welcher die Tropfchen aus dem Druckkopf ausstofst. Dieser Impuls wird
bei piezoelektrischen Systemen tiber die akustischen Wellen eines
piezoelektrischen Elements ausgeltst. Beide Methoden zeigen eine hohe

Zellvitalitdt und sind aufgrund des einfachen Aufbaus sehr kostengiinstig [26].
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Allerdings erlaubt der kleine Offnungsdurchmesser des Druckkopfs nur die
Verarbeitung relativ diinnfliissiger Materialien, da sonst die Diisen verstopfen

und hohe Scherspannungen entstehen kénnen [25].

Laser-basierter Biodruck

Laser-basierte Drucksysteme bestehen in der Regel aus drei Hauptkomponenten:
Einer gepulsten Laserquelle, einem mit der Biotinte beschichteten,
energieabsorbierenden Trdager und dem Empfangersubstrat. Wahrend des
Druckvorgangs wird der gepulste Laserstrahl auf einen kleinen Bereich der
absorbierenden Tragerschicht fokussiert und erzeugt dadurch eine lokale
Verdampfung. Infolge des hohen Gasdrucks wird die Biotinte in Form von
Tropfchen in das Empfangersubstrat ausgestofsen und anschlieffend vernetzt.
Durch den disenunabhidngigen Druckprozess konnen Biotinten mit
verschiedensten = Eigenschaften in  hoher  Prdzision und  ohne
Verstopfungsprobleme gedruckt werden [27]. Zudem wird keine mechanische
Belastung auf die Zellen ausgetibt. Allerdings ist der Druckvorgang sehr

kostenintensiv und zeitaufwandig [25].

Extrusions-basierter Biodruck

Der Extrusions-basierte Biodruck ist eine der am hdufigsten verwendeten
Techniken der Biofabrikation [28]. Hierbei wird das Material in eine Kartusche
geladen und durch pneumatischen oder mechanischen (Kolben oder Schrauben)
Druck aus einer Kaniile ausgestofien. Anstatt einzelne Trépfchen zu bilden, wird
die Biotinte durch die kontinuierlich aufgebrachte Kraft als Strang auf einer
Kollektorplatte abgelegt. Dabei bewegt sich entweder die Kaniile oder die
Kollektorplatte entlang der x-, y- und z-Achse, um Schicht fiir Schicht ein
dreidimensionales Objekt zu erzeugen [13]. Durch dieses Vorgehen lassen sich
viele verschiedene Materialien mit unterschiedlicher Viskositadt verarbeiten [24].
Allerdings ist die mit dieser Technik erzielte Auflosung die niedrigste unter allen
drei Methoden [25]. Dennoch bietet dieses Verfahren die technische Grundlage

fiir die meisten kommerziell verwendeten Biodruckgeréte, da es die Moglichkeit



bietet, Objekte in einem realistischen Zeitrahmen in klinisch relevanter Grofse

herzustellen [8, 29].

2.3 Materialien fur die Biofabrikation

Bei den verschiedenen Methoden der Biofabrikation sind die verwendeten
Materialien von zentraler Bedeutung. Da die beiden Begriffe Biofabrikation und
Biodruck eng miteinander verwandt sind und sich sogar tiberschneiden, ist eine
Unterscheidung der eingesetzten Materialien jedoch schwierig [9, 30]. Allerdings
kann der an den konventionellen (nicht biologischen) Druck angelehnte Begriff
der Biotinte deutlich von der Gruppe der Biomaterial Tinten abgegrenzt werden
(Abbildung 2).

So bezeichnet der Begriff Biomaterial-Tinten Materialen, die beim Druckprozess
keine Zellen enthalten, deren azelluldre Konstrukte in einem zweiten Schritt
jedoch mit Zellen besiedelt werden kénnen [30]. Dazu gehorige Materialien wie
thermoplastische Polymere oder Zemente werden bspw. bei der Herstellung von
Implantaten, Bioreaktoren oder der mechanischen Stabilisierung von
Konstrukten aus Biotinten verwendet [30].

Im Gegensatz dazu sind Biotinten durch das obligatorische Enthalten von Zellen
definiert [30]. Die Biotinte wird also als Zelltransportmedium genutzt. Die
zelluldren Bestandteile konnen dabei in Form von einzelnen Zellen, umhiillten
Zellen und Zellaggregaten, aber auch in Kombination mit Materialien, wie bspw.
eingebettet in Mikrogelen, vorliegen [30]. Optionale weitere Komponenten sind
bioaktive Substanzen wie Wachstumsfaktoren, Zytokine oder weitere
Biomaterialien, welche sich letztendlich gemeinsam mit den zelluldren
Bestandteilen durch additive Verfahren der Biofabrikation verarbeiten lassen

miissen [30].



BIOTINTEN BIOMATERIAL-TINTEN

Zellen als verpflichtender Bestandteil Verarbeitung eines Materials
durch additive Verfahren als Tinte

o (o
optional: Kombination mit weiteren Substanzen Besiedelung des Konstrukts mit Zellen
o '
A \ <$ | 2
- L @ \'\//‘
\ ' ° N L
) v / =
“n
o a4
R D0l D,
J,,‘ A“%""‘ ,“ &
A L e S
B T e
Lb e % . f
. 1, ' " & ¢
% "’/v S
Verarbeitung durch einen ' 1/1/. <

Biofabrikationsprozess

Abbildung 2: Biotinten und ihre Abgrenzung zu Biomaterial-Tinten. Biotinten sind durch das
obligatorische Enthalten von Zellen definiert, wohingegen bei den Biomaterial-Tinten der Zellkontakt erst
nach dem Druckprozess stattfindet. Bild modifiziert nach Groll et al. [30]. (freie Nutzung dank CC-BY
Lizenz; Autor: Groll ef al.)

Beim Biodruck lassen sich die am hdufigsten verwendeten Biotinten in zwei
Gruppen unterteilen. Die erste Gruppe beschreibt Biotinten bei denen Zellen in
Form von Gewebesphdroiden, Zellpellets oder Gewebestrangen ohne
Verwendung eines weiteren Biomaterials verdruckt werden [10]. Dabei
gewdhrleisten sehr hohe Zellkonzentration die nétige Druckbarkeit auch ohne
weitere Komponenten [31].

Die zweite und bekanntere Gruppe umfasst Biotinten, bei denen die Zellen in
Verbindung mit Biomaterialien verarbeitet werden [31]. Meist wird das
Gertistmaterial der hergestellten Konstrukte anschlieffend wieder biologisch
abgebaut und der tibrig geblieben Raum durch die zurtick bleibenden Zellen
eingenommen [32]. Fiir diesen Zweck werden meistens Hydrogele bzw.
Hydrogelvorstufen verwendet, welche aufgrund ihres hohen Wassergehalts und
der geringen Toxizitdt positive Wechselwirkung mit Zellen aufweisen [16].
Daher fokussiert sich die vorliegende Arbeit auf diese Gruppe von Biotinten.
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2.4 Hydrogel-basierte Biotinten

Fiir eine ideale Biotinte ist es unerldsslich gewisse Anforderungen sowohl
mechanischer, rheologischer als auch biologischer Art zu erfiillen. So haben sich
Hydrogele als ein vielversprechendes Material fiir den Biodruck etabliert, da sie
ein breites Spektrum dieser geforderten Eigenschaften abdecken [4, 25].

Hydrogele konnen als eine Klasse dreidimensionaler Polymernetzwerke
definiert werden, welche die Fahigkeit besitzen in Wasser zu quellen und einen
wesentlichen Teil davon in ihrer Struktur zurtickzuhalten, ohne sich jedoch in
Wasser aufzulosen [11, 33]. Aufgrund zahlreicher positiver Eigenschaften sind
sie ein interessanter Kandidat fiir biomedizinische Anwendungen. So zeigen
Hydrogele allgemein eine gute Zytokompatibilitdt, da der hohe Wassergehalt
eine der natiirlichen extrazellulir Matrix dhnelnde 3D-Umgebung schafft,
welche gleichzeitig biologisch abbaubar ist [7, 34]. Ihre Zusammensetzung sorgt
weiterhin dafiir, dass die eingekapselten Zellen vor schadigenden Einfliissen
geschiitzt sind, wéahrend immer noch Sauerstoff, Néhrstoffe und
Stoffwechselprodukte leicht in das Hydrogel diffundieren kénnen [5]. Dartiber
hinaus weisen die meisten der in der Biofabrikation eingesetzten Polymere
spezifische Bindungsstellen fiir Zellen auf, welche fiir deren Adhadsion,

Proliferation und Differenzierung von Noéten sind [17].

2.4.1 Vernetzungsmechanismen

Fiir den 3D-Biodruck werden meist keine schon vernetzten Hydrogele
eingesetzt, sondern deren nicht vernetzte noch fliissige Vorstufen, in welchen die
Zellen suspendiert vorliegen [30, 35]. Um eine langfristige Formbestandigkeit
des gedruckten Konstrukts zu gewdhrleisten, ist eine Vernetzungsreaktion
(Crosslinking) notig, da selbst Hydrogelvorstufen mit einer sehr hohen
Viskositdt ohne diese nach einer gewissen Zeitspanne kollabieren [7]. Durch die
Vernetzung wird aufSerdem eine Auflosung der hydrophilen Polymerketten in
die wéssrige Phase vermieden und die Zellen bleiben eingekapselt [36]. Je nach
Art der zu Grunde liegenden Vernetzungsreaktion konnen Hydrogele in

chemisch vernetzte und physikalisch vernetzte Hydrogele eingeteilt werden,
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wobei vor allem bei Mehrkomponentenbiotinten auch die Kombination von
beiden Mechanismen moglich ist [37, 38]. Dartiber hinaus kann zwischen
Vernetzungsreaktionen unterschieden werden, welche vor (Pre-crosslinking),
nach (Post-crosslinking) oder auch wéahrend des Druckvorgangs (In-situ-

crosslinking) erfolgen [28].

Physikalisch vernetzte Hydrogele

Physikalisch ~ vernetzte = Hydrogele werden durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen zwischen den Polymerketten gebildet. Meist erfolgt die
Vernetzung durch ionische Wechselwirkungen oder, im Falle von
thermoresponsiven  Polymeren, aufgrund von temperaturinduzierten
Veranderungen der Materialeigenschaften [7]. Diese Art der Vernetzung wird
sehr gerne verwendet, da unter anderem potenziell schddliche Vernetzer
(Crosslinker) vermieden und somit zellfreundliche Bedingungen geschaffen
werden [7, 36].

Da die nicht-kovalenten Wechselwirkungen reversibel sind und von den
Umgebungsbedingungen beeinflusst werden, zeigen physikalisch vernetzte
Hydrogele in der Regel schlechtere mechanische Eigenschaften im Vergleich zu
chemisch vernetzten Hydrogelen [39]. Daher ist hidufig eine Modifikation mit
funktionellen Gruppen, welche eine chemische Nachvernetzung ermoglichen,
notig [23, 37, 40]. Ein bekanntes Beispiel fiir diese Gruppe von Hydrogelen ist
das Polysaccharid Alginat, welches durch ionische Wechselwirkungen mit

zweiwertigen Kationen, normalerweise Calcium-Ionen, rasch vernetzt [36].

Chemisch vernetzte Hydrogele

Chemisch vernetzte Hydrogele entstehen durch die irreversible Bildung
kovalenter Bindungen, welche zu einer deutlich hoheren mechanischen Stabilitit
fithren [8]. Ein irreversibles Polymernetzwerk kann durch verschiedene
chemische Reaktionen, wie der Michael-Addition, enzymatischen Reaktionen
oder Photopolymerisation gebildet werden [41-44]. Wichtig ist, dass diese

Reaktionen unter physiologischen Bedingungen erfolgen. Es sollten also keine
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zytotoxischen Produkte verwendet werden oder als Nebenprodukte entstehen
und potenziell zellschddigende (UV-) Strahlung vermieden werden [7].

Unter den verschiedenen chemischen Vernetzungsreaktionen ist die
Photopolymerisation ein besonders beliebter Ansatz, da so sehr schnelle
Vernetzungsreaktionen mit praziser zeitlicher und rdumlicher Kontrolle
ermoglicht werden [4, 24]. Dabei werden Photoinitiatoren durch das Licht einer
bestimmten Wellenldnge in freie Radikale gespalten. Diese bilden daraufhin
kovalente Bindungen zwischen den Polymerketten im Hydrogel. Solche
Photovernetzungsreaktionen konnen jedoch eine voriibergehende zytotoxische
Umgebung schaffen, welche die Zelllebensfihigkeit oder den Phanotyp
beeintrachtigen kann [12, 45]. Ein gut erforschtes Beispiel fiir diese Art der
Vernetzung ist die radikalische Photopolymerisation von Gelatine Methacrylat

(GelMA) [46-50].

Vernetzung vor Vernetzung nach Vernetzung wéhrend
dem Drucken dem Drucken dem Drucken

\ 4

[ ] Vernetztes Hydrogel ‘ zCﬂ Licht

Lichtdurchléssige
[ Hydrogelvorstufe E Kartusche

Abbildung 3: Vernetzungsreaktion von Hydrogelvorstufen. Das Bild zeigt als Beispiel die Licht-
induzierte Photopolymerisation, welche zu verschiedenen Zeitpunkten des Drucksvorgangs erfolgen
kann. Bild modifiziert nach Ouyang et al. [51]. (mit freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons,
Adv. Mater. 2016)

2.4.2 Polymerherkunft

Im Hinblick auf die Polymerherkunft gibt es grundsatzlich zwei Gruppen von
Hydrogelen: Hydrogele auf Basis nattirlicher Polymere und Hydrogele auf Basis

synthetischer Polymere.
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Hydrogele natiirlicher Herkunft

Historisch gesehen basieren fiir das Tissue-Engineering eingesetzte Hydrogele
tiberwiegend auf natiirlich gewonnen Polymeren, darunter auch die hiufig
verwendeten Polymere Alginat, Gelatine und Hyaluronsdure [7, 52-54]. Diese
Materialien eignen sich fiir biomedizinische Anwendungen besonders gut, da sie
sowohl eine natiirliche Zytokompatibilitdit und biologische Abbaufdhigkeit
aufweisen als auch durch ihre strukturelle Zusammensetzung der extrazellular
Matrix dhneln [31]. Dartiber hinaus besitzen bspw. Gelatine-basierte Hydrogele
zelladhdsive Bindungssequenzen (Arginin-Glycin-Asparaginsdure; RGD-
Sequenzen), welche die Zelladhdsion, -proliferation und -differenzierung
begtinstigen [4, 55, 56]. Allerdings zeigen Hydrogele natiirlicher Herkunft oft
unzureichende mechanische Eigenschaften, unterschiedliche Druckbarkeit und
eine hohe batch-to-batch Variation, was die Herstellung von Hydrogelen mit

reproduzierbaren Eigenschaften erschweren kann [7, 31].

Hydrogele synthetischer Herkunft

Im Gegensatz zu natiirlichen Polymeren ermoglichen Hydrogele synthetischer
Herkunft, wie Polyethylenglykol (PEG) und Pluronics, in der Regel eine prazise
Kontrolle ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften [7, 57].
Infolgedessen konnen Vernetzungsraten und mechanische Eigenschaften gezielt
reguliert werden und Hydrogele auf reproduzierbare Weise hergestellt werden
[35]. Allerdings besitzen diese Materialien keine bioaktiven Molekiile, welche die
wichtige Zellinteraktion sowie den enzymvermittelten Ab- und Umbau férdern
[31, 58].

Da beide Gruppen von Hydrogelen ihre spezifischen Vor- und Nachteile
aufweisen, konnen sie zur Optimierung ihrer mechanobiologischen
Eigenschaften mit weiteren Polymeren kombiniert (bspw. Alginat-Gelatine) oder
mit funktionellen Gruppen (bspw. GeIMA) und bioaktiven Bestandteilen wie
Wachstumsfaktoren und Peptiden modifiziert werden [10, 32, 59].
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Zusatzstoffe

Hydrogele werden meist durch die Losung von Feststoffen in Puffern wie PBS
hergestellt. Selbst wenn das Hydrogelmaterial gentigend zelladhdsive RGD-
Sequenzen Dbereitstellt, fehlen dennoch typische Adhdsionsproteine wie
Fibronektin, die aus dem Medium in das Hydrogel diffundieren miissen [60].
Daher konnen die Hydrogeleigenschaften durch verschiedene Zusatzstoffe
optimiert werden. So enthdlt bspw. Humanes Pldttchenlysat (HPL) neben
wichtigen Proteinen wie Albumin und Fibrinogen auch verschiedene
Wachstumsfaktoren und biochemische Signalstoffe [61]. So konnte schon in
verschiedenen Studien durch die direkte Zugabe von HPL in die Hydrogele ein
positiver Effekt auf die Proliferation, Differenzierung und Morphologie von

Zellen nachgewiesen werden [60-65].

2.4.3 Alginat-Gelatine

Alginat ist ein nattirlich vorkommendes Polysaccharid, das aus Algen gewonnen
wird. In der Biomedizin findet Alginat hdufige Anwendung, da es eine gute
Zytokompatibilitdt und geringe Zytotoxizitdt bei niedrigen Kosten zeigt [66].
Aufgrund der schnellen Vernetzungsreaktion unter physiologischen
Bedingungen durch zweiwertige Kationen (bspw. Ca?*-Ionen) und einer
allgemein guten Druckbarkeit ist es eines der am haufigsten verwendeten
nattirlichen Polymere fiir den Biodruck und wahrscheinlich das am h&ufigsten
verwendete Material fiir Proof-of-Concept-Studien [17]. Alginat kann zwar gute
Vernetzungseigenschaften aufweisen, hat selbst jedoch keine Moglichkeit mit
Zellen zu interagieren, da es keine zellbindenden Motive besitzt und somit als
biologisch inert gilt [67]. Daher ist eine Modifikation mit zelluldren
Adhidsionsmolekiilen oder die Kombination mit einem weiteren Polymer notig.
Eine einfache und etablierte Methode ist hierbei die Herstellung einer
Multikomponenten Biotinte aus Alginat und nicht funktionalisierter Gelatine.

Gelatine ist eine Mischung von Peptidsequenzen, die durch die Denaturierung
von Kollagen hergestellt wird und im Gegensatz zu Alginat zelladhésive

Bindungssequenzen besitzt [68]. Weiterhin ist es biokompatibel, biologisch
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abbaubar, einfach zu verarbeiten und giinstig. Allerdings ist Gelatine aufgrund
der thermoresponsiven Eigenschaften von einer schlechten mechanischen
Stabilitdt gekennzeichnet: Bei physiologischer Temperatur (37 °C) ist Gelatine
eine Losung, kann aber beim Abkiihlen unterhalb ihrer Losungstemperatur von
25 - 35 °C reversibel in eine Gelform tibergehen [49, 69]. Daher sind Hydrogele
auf Gelatinebasis unter physiologischen Temperaturen nicht stabil und erfordern

eine chemische Vernetzung oder die Kombination mit weiteren Materialien.

Die Kombination der Polymere Alginat und Gelatine zu dem gut verfiigbaren
und etablierten Hydrogelsystem Alginat-Gelatine vereint somit die Vorteile
beider Komponenten. Daher wurden schon verschiedene Forschungsarbeiten
zur Untersuchung der Eigenschaften dieser Biotinte durchgefiihrt [70-76]: So
wurden bspw. schon Weichgewebekonstrukte aus Alginat-Gelatine und
Myoblasten hergestellt [77] oder menschliche Osteosarkomzellen zu

Hartgewebekonstrukten verdruckt [78].

Wie erwédhnt bietet die Verwendung beider Materialien in einem System, die
Moglichkeit Vernetzungsreaktionen verschiedener Art zu nutzen. So konnen
Alginat-Gelatine Hydrogele nicht nur durch ionische Wechselwirkungen
vernetzt werden, sondern unter anderem auch durch Kiithlung oder durch eine
enzymatische Vernetzung, wie bspw. mit dem in der Lebensmittelindustrie
verwendeten Enzym Transglutaminase. Transglutaminase wird als das am
besten untersuchte Enzym beschrieben, das fiir die Protein-basierte
Hydrogelvernetzung im Bereich Tissue-Engineering verwendet wird [43]. Daher
wurde es in der vorliegenden Arbeit zur Nachvernetzung der Gelatine

eingesetzt.

2.4.4 Photovernetzbare Gelatinederivate

Wie im vorangegangenen Kapitel erldutert ist Gelatine ein vielversprechendes
Material fiir biomedizinische Anwendungen, mit dem Nachteil der Instabilitit

bei Korpertemperatur. Da die meisten Zellkulturexperimente jedoch bei
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physiologischer Temperatur durchgefiihrt werden, muss Gelatine bei alleiniger
Verwendung im Allgemeinen mit funktionellen Gruppen modifiziert werden,
die eine kovalente Vernetzung ermoglichen [18]. Photovernetzbare
Gelatinederivate sind dabei eine interessante Variante der Modifikation, da sie
eine Vernetzung unter physiologischen Bedingungen (Raumtemperatur, pH-
Wert, wassrige Umgebung) und eine sowohl zeitlich als auch rdaumlich
kontrollierte Vernetzungsreaktion ermoglichen [79]. Auflerdem ermdoglicht die
Modifikation eine Optimierung der mechanischen Eigenschaften des vernetzten

Hydrogels [80, 81].

2.4.4.1 GelMA

Die Funktionalisierung mit Methacrylatgruppen ist der bekannteste Ansatz fiir
eine zytokompatible Photopolymerisation von Gelatine [50, 82]. Das modifizierte
Material wird typischerweise als GeIMA bezeichnet. Dabei werden die priméren
Amine der Gelatine meist mit Methacrylsdureanhydrid modifiziert, wodurch ein
Polymer entsteht, das bei Belichtung mit UV-Licht in Gegenwart eines
Photoinitiators eine radikalische Kettenpolymerisation durchldauft [69, 83, 84].
Dies fiihrt zu einer Vernetzung und dauerhaften Stabilisierung. Positiv
hervorzuheben ist die hohe mechanische Stabilitdt und die einfache Anwendung
von GelMA, da keine zusétzlichen Vernetzer notig sind [59]. Allerdings fiihren
Kettenpolymerisationsreaktionen zu einem relativ heterogenen Netzwerk mit
Polymerketten unkontrollierter Lange [85-87]. Dartiber hinaus ist diese Art der
Polymerisation anfillig fiir eine Sauerstoffinhibition: Dabei werden die
freigesetzten Radikale durch Sauerstoff abgefangen, was zu einer

unvollstindigen Vernetzung fithren kann [12].
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Gelatine Methacrylic GelMA a0 b n
Anhydride 50°C C—C—NH c-C
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o vernetztes GelMA

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Synthese und Vernetzung von GeIMA. GelMA kann durch
die Reaktion von Methacrylsaureanhydrid mit den Amingruppen der Gelatine synthetisiert werden. Bei der
Erzeugung freier Radikale durch Photoinitiatoren und Licht addquater Wellenldnge startet eine radikalische
Polymerisationsreaktion. Diese fiihrt zu einem Netzwerk von Gelatineketten, welche durch

Polymethacrylatketten vernetz sind. Bild modifiziert nach Lee et al. [4]. (freie Nutzung dank CC-BY Lizenz;
Autor: Lee et al.)

Trotz einiger Nachteile durch den Reaktionstyp, hat sich GelMA als ein
vielversprechendes Hydrogelsystem etabliert, da die Vernetzungsdichte und
damit die physikalisch-chemischen Eigenschaften des gedruckten Konstrukts
leicht tiber den Modifikationsgrad, die Konzentration an Polymer und
Photoinitiator oder den Polymerisationsvorgang kontrolliert und optimiert
werden konnen [50]. Aufgrund dieser Moglichkeit wurde GelMA fiir zahlreiche
Biofabrikations- und Tissue-Engineeringansdtze verwendet, darunter auch
Studien mit dem Ziel der Regeneration von Nervengewebe, Knorpel oder Haut
[50]. Dabei wird GeIMA héufig tiber das Verfahren des Extrusions-basierten
Biodruck mit einer typischen Konzentration zwischen 7 - 15 % (m/v) verarbeitet
[88]. So wurden schon Chondrozyten [49, 89, 90], Leberzellen [91], Osteoblasten
[92] und mesenchymale Stammzellen [93] in GeIMA verdruckt. Aufierdem ist
GelMA bei verschiedenen Herstellern von Forschungsmaterialien kommerziell
verfuigbar, wodurch die Forschung und Optimierung dieser Biotinte weiter

vorangetrieben wird.

2.4.4.2 GelAGE

Polymerisationsreaktionen vom Stufenwachstumstyp stellen eine wichtige
Alternative zur Kettenpolymerisationreaktion von GelMA dar. Die zahlreichen
Vorteile, wie  eine  hohere  Reaktionsgeschwindigkeit,  geringere

Sauerstoffempfindlichkeit oder die homogenere Vernetzung macht sich auch die
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durch Allylglycidylether (AGE; Allylfunktionalisierung) modifizierte Gelatine
(GelAGE) zunutze [94].

Bei der Gel AGE Synthese reagiert Gelatine mit AGE fiir 1 - 24 h bei 65 °C unter
alkalischen Bedingungen zu einer nicht-thermoresponsiven (GIMM) und einer
thermoresponsiven (G2LH) GelAGE Variante, welche entsprechend ihrer
Reaktionsbedingungen benannt werden (siehe Tabellel) [18]. Jedes
Biofabrikationsverfahren stellt sehr spezifische Anforderungen an das zu
verarbeitende Material. So bendtigt der Extrusions-basierte Biodruck, als
Biodruckverfahren mit der grofiten klinischen Relevanz, Biotinten mit einer
ausreichend hohen Viskositdt oder thermoresponsiven Eigenschaften, weshalb
ohne weitere Zusatzstoffe nur das G2LH fiir dieses Druckverfahren verwendet

werden kann.

Tabelle 1: Reaktionsprodukte der Synthese von GelAGE

- Reaktionsdauer =1h

o skositi
ciMM | - Mittlere NaOH-Konzentration (2,0 mmol) Eiﬁtn’cg}fez:o;ssl;itnsiv
- Mittlere AGE-Konzentration (12 mmol ]
ittlere onzentration (12 mmol) My = 6,078 KDa

- Funktionalisierung: 2,13 mmol Allyl/g Gelatine

- Reaktionsdauer =2 h

eIl |- Niedrige NaOH-Konzentration (0,4 mmol) gi?iiiégnf;?nahsmrt
v
- Hohe AGE-Konzentration (60 mmol) My =17, 21}; KDa

- Funktionalisierung: 0,92 mmol Allyl/g Gelatine

Bei der Stufenwachstumsreaktion von Gel AGE handelt es sich um eine Thiol-En
Reaktion der sogenannten Click-Chemie. Dabei werden nach einer
lichtinduzierten Radikalbildung kovalente Bindungen zwischen den Thiolen von
Vernetzern, wie Dithiothreitol (DTT) oder thioliertem Polyethylenglykol (PEG),
und den Alkengruppen des GelAGE gebildet [18, 87, 95, 96]. Im Vergleich zur
Kettenpolymerisation kann so eine besser kontrollierbare Reaktion und eine
hohere Homogenitdt im resultierenden Netzwerk erreicht werden [94].
Allerdings ist ein Vernetzer als zusatzliche Komponenten im Reaktionsgemisch

notig.
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Da UV-Licht potenziell schddlich fiir Zellen sein kann und eine geringe
Eindringtiefe = aufweist, werden inzwischen immer hé&ufiger auch
Polymerisationsverfahren im Bereich des sichtbaren Lichts verwendet [12, 97].
Die Kombination der Photoinitiatoren Ruthenium und Sodiumpersulfat
(Ru/SPS) ist dabei eine besonders interessante Option, da dieses System ein
Absorptionsvermogen im Bereich des sichtbaren Lichts, eine hohe Eindringtiefe

und eine effiziente Vernetzung bei relativ niedriger Konzentration zeigt [98, 99].

A
HzN HaN
—0OH —OH
1-2h
HO— 65°C HO—
NH; C/ NaOH (2M) \ﬁMOM
HeN— HoN—— OH
——OH —OH
Gelatine Allylglycidylether GelAGE
B A
RS-H + photoinitiator(PI —» R-S- RS
P! (P1) \/\R1
RS RS-H
\/\R1

thiol-ene product

Abbildung 5: Schematische Darstellung der GelAGE-Synthese und des Mechanismus der Thiol-En
Reaktion. A: GelAGE kann durch die Modifikation von Gelatine mit Allylglycidylether hergestellt werden
(eigene Darstellung). B: Bei der Erzeugung freier Radikale durch einen Photoinitiator und Licht addquater
Wellenlédnge startet eine radikalische Stufenwachstumspolymerisation. Bild modifiziert nach Zuo et al. [100].
(mit freundlicher Genehmigung der Royal Society of Chemistry, |. Mater. Chem. 2014)

GelAGE ist ein im Vergleich zu Alginat-Gelatine und GelMA noch relativ
unbekanntes Material und daher in der Literatur wenig erforscht. Bertlein et al.
2017 [18] untersuchten die Uberlebensfihigkeit von Chondrozyten (HACs) in
mittels Extrusions-basierten Biodruck hergestellten Konstrukten: Die Zellen
zeigten an Tag 1 in 20 Gew.-% Hydrogelen eine Vitalitdt von tiber 90 % und an
Tag 7 Werte von knapp unter 90 %. Soliman et al. 2020 [19] berichteten eine
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niedriger liegende Vitalitdt von HACs in 10 Gew.-% GelAGE Konstrukten in
Hohe von 76,6 % an Tag 1, welche an Tag 7 allmédhlich zunahm auf 80,5 %.
Weiterhin konnten Soliman et al. 2020 auch mit mesenchymalen Stammzellen

(MSCs) dhnliche Ergebnisse nachweisen.

2.5 Biologische Evaluation

Der wichtigste Faktor, der ein Biomaterial auszeichnet, ist die Fahigkeit im
Kontakt mit Gewebe des menschlichen Korpers zu existieren, ohne eine
Schiadigung zu verursachen [101]. Da Biotinten als Zelltransportmedium genutzt
werden, miissen die verwendeten Materialien den eingekapselten Zellen
zusdtzlich optimale Lebensbedingungen bieten. Allerdings birgt der
Biodruckprozess viele Aspekte mit moglicher Zytotoxizitdt: Exemplarisch wéren
hier UV-Licht beim Vernetzungsprozess, toxische Komponenten wie
Photoinitiatoren, freie Radikale, Scherspannungen oder die schlechte Diffusion
von Néhrstoffen durch die vernetzten Hydrogele zu nennen [12]. Letztendlich
miissen zellschddigende Finfliisse moglichst minimiert werden, um ein
vernetztes Hydrogel mit optimaler mechanischer Festigkeit, maximaler
Zelllebensfahigkeit und minimaler DNA-Schddigung zu erhalten [12]. Um dieses
Ziel zu erreichen, ist die Auswahl eines geeigneten Zelltyps und sinnvoller

biologischer Methoden entscheidend.

2.5.1 Verwendete Zellen

Je nach Forschungsziel finden bei Zellkulturexperimenten sowohl Zelllinien,
humane Primérzellen als auch Stammzellen Einsatz. Meist liegt der Gedanke
nahe, Zellen zu verwenden, die dem gewtinschten Zielgewebe ihre primaére
Funktion verleihen [102]. Ist ein Material jedoch relativ unerforscht und hat man
gegebenfalls noch keine konkrete Vorstellung iiber ein mogliches Zielgewebe,
dann ist die Anwendung von Zelllinien besonders interessant. Zelllinien
bestehen aus transformierten Zellpopulationen mit der Fahigkeit der
unbegrenzten Zellteilung [102]. Sie bieten zahlreiche Vorteile, da sie

reproduzierbare  Ergebnisse liefern, Kkostengiinstig sind wund einen
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unkomplizierten Umgang gewéhrleisten [103]. So eignen sie sich vor allem fiir
Forschungsfragen, bei denen man einen umfassenden Uberblick durch die
Durchfithrung vieler materialfordernder Experimente erlangen mochte.
Allerdings schliefst sich im weiteren Verlauf meist die Reproduktion und
Vertiefung dieser durch Zelllinien gewonnen Erkenntnisse mit anderen Zellen
wie Stammzellen an [102, 103]. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
L929-Zellen stellen eine aus dem subkutanen Bindegewebe von Mdusen isolierte
Fibroblasten-Zelllinie dar und wurden schon in verschiedenen &hnlichen

Ansdtzen zur Erforschung von Hydrogelen verwendet [104-107].

2.5.2 Verwendete Methoden

Um die biokompatiblen bzw. zytokompatiblen Eigenschaften eines neuartigen
Materials zu erforschen, bedient man sich meist verschiedener in vitro
Testverfahren. Dabei verschafft man sich durch Parameter wie Vitalitit,
Proliferation, Differenzierung oder phéanotypischer Morphologie einen

Uberblick zur Beurteilung der zelluldren Reaktion auf ein Material.

Zellvitalitit

Fiir die Qualitdatskontrolle neuer Biomaterialien ist die Bestimmung der
Zellvitalitdt ein zentraler Aspekt [108, 109]. Im Tissue-Engineering ist es dartiber
hinaus entscheidend zu wissen, ob die Zellen direkt nach der
Konstruktherstellung oder nach einer bestimmten Zeitdauer noch vital sind. Die
Zellvitalitdit kann dabei durch verschiedene Testverfahren wie der
Laktatdehydrogenase (LDH)-Farbung, dem Live/Dead Assay oder der
Zellzahlung mittels Trypanblau nach Verdau bestimmt werden [110]. Bei der
haufig verwendeten Live/Dead Farbung lassen sich lebende und tote Zellen
direkt im Gertist oder Gewebe anfarben [4, 110]. Der grin fluoreszierende
Farbstoff Calcein-AM weist dabei auf die intrazelluldre Esteraseaktivitit
lebender Zellen hin, wohingegen der rot fluoreszierende Farbstoff EthD-1 nur in

Zellen mit geschddigter Plasmamembran eindringen kann. Durch die
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Visualisierung der gefarbten Zellen mittels Fluoreszenzbildgebung kann

anschliefsend das Verhiltnis von lebenden zu toten Zellen berechnet werden:

o Anzahl lebender Zellen
Vitalitat =

Gesamtanzahl Zellen

Neben dieser rein quantitativen Information bietet dieses Verfahren die
Moglichkeit zusédtzlich einen Eindruck tiber die Morphologie und rdumliche
Verteilung der Zellen innerhalb des Hydrogels zu gewinnen. Jedoch kénnen
schon ldnger tote Zellen aufgrund der Nukleinsdurezersetzung oder Zellen mit
einem stark clusterartigen Wachstum eine genaue Vitalitdtsbestimmung

erschweren [108].

Metabolische Aktivitit

Andere Assays nutzen die zelluldre Stoffwechselaktivitdt, um die Anzahl der
lebensfdhigen Zellen in einer Probe abzuschdtzen. In Kombination mit der
Live/Dead Farbung wird so eine umfassendere Beurteilung der zelluldren
Gesundheit bzw. Lebensfahigkeit ermoglicht [4]. Dabei reduzieren lebensfahige
Zellen mit aktivem Stoffwechsel ein Substrat zu einem fluoreszierenden oder
lichtabsorbierenden Produkt, das mit einem Spektralphotometer gemessen und
quantifiziert werden kann [111].

Das in dieser Arbeit verwendete Cell Counting Kit-8 (CCK-8) basiert auf dem
wasserloslichen Tetrazoliumsalz (2-(2-Methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-
nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, =~ Mononatriumsalz), das
durch die Dehydrogenasen gesunder und metabolisch aktiver Zellen in gelbes
Formazan umgesetzt wird und der dadurch entstehende Farbumschlag mittels

einer Absorptionsmessung quantifiziert werden kann [112].

Zellproliferation: DNA-Bestimmung

Unter Zellproliferation versteht man eine Erhohung der Zellzahl durch
Zellteilung. Gesunde Zellen proliferieren aktiv, wohingegen wachstumsgestorte,

tote oder sterbende Zellen nicht proliferieren. Unter den verschiedenen zur
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Verfiigung stehenden Assays zur Messung der Zellproliferation ist die Messung
des DNA-Gehalts durch DNA-bindende Fluorophore wie PicoGreen eine
etablierte Methode [113]. PicoGreen bindet selektiv an Doppelstrang-DNA und
erzeugt dabei einen im Vergleich zum frei gelosten Farbstoff stark
lumineszierenden Komplex [114]. Nach dem Messen dieser Fluoreszenz kann
anhand einer passenden Standardkurve die DNA-Konzentration berechnet
werden. Mit einer Sensitivitdt von nur rund 100 Zellen bzw. 25 pg/pl liefert
dieser Assay sehr prdzise als auch reproduzierbare Ergebnisse [113, 115].
Allerdings kann das PicoGreen intakte Zellmembranen nicht durchdringen,
weshalb die Proben zuvor einen enzymatischen Verdau durchlaufen haben

miissen [116].

Zellverteilung und Morphologie

Wie schon erwédhnt erméglicht die Live/Dead Farbung einen ersten Blick auf die
Zellmorphologie. Fiir eine detaillierte Untersuchung sind jedoch andere
Methoden geeigneter: Das bizyklische Peptid Phalloidin bindet spezifisch an den
Aktin-Filamenten (F-Aktin) von Zellen [117, 118]. Ist dem Phalloidin ein
fluoreszierender Farbstoff angebunden, kann mittels Fluoreszenzmikroskopie
die Struktur des Aktinzytoskeletts von fixierten Zellen dargestellt und somit die
Zellmorphologie detailliert betrachtet werden. Dartiber hinaus konnen
rdaumliche Informationen {tiber die Position der Zellen innerhalb des Hydrogels
gewonnen werden, was bspw. die Beobachtung einer ortsabhingig

unterschiedlichen Zellverteilung ermoglicht.

Neben den erwédhnten biologischen Untersuchungsmethoden gibt es noch viele
weitere Moglichkeiten zur Bewertung der zelluldren Reaktion auf ein Material,
die meist anhand des verwendeten Zelltyps ausgewdhlt werden. So kann bspw.
mittels der van Gieson-Firbung von Fibroblasten gebildetes Kollagen visualisiert
oder der Phianotyp von MSCs tiber eine Immunfluoreszenzfarbung dargestellt

werden [119, 120].
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Technische Gerate

Tabelle 2: Ubersicht verwendeter Arbeitsgerite und sonstiger Hilfsmittel

Gerit Hersteller

Analysewaage SBA 32 ScalTec GmbH, Heiligenstadt (D)
Analysewage XPE 26 Delta Range Mettler-Toldeo GmbH, Giefien (D)
Bechergladser Schott AG, Mainz (D)
Destillierapparat GFL Gesellschaft fiir Labortechnik

Direktverdrangungspipetten M100,
M1000 und Kapillarkolbenspitzen
Eismaschine

Gefrierschrank Liebherr Medline
Glasflaschen

Glaskolben und -zylinder
Heizblock

Heizplatte

Inkubator HERAcell 150i CO,

Inverses Fluoreszenzmikroskop ZEISS
Axio Observer / Colibri 7 / Axiocam 506
mono

Konfokalmikroskop Leica TCS SP8 STED
Kiihlschrank Liebherr Premium NoFrost

Laborhebebiihne

Lampe Jobmate IP65 JMWW20P-S 20W
LED

MACS MultiStand

Magnetriihrer CombiMag RET
Magnetriihrstabchen

GmbH, Burgwedel (D)
Gilson, Middleton (USA)

Scotsman Ice Srl., Mailand (I)

Liebherr, Bulle FR (CH)

Schott AG, Mainz (D)

Schott AG, Mainz (D)

Eppendorf AG, Hamburg (D)
Individuelle Anfertigung FMZ
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(USA)

Carl Zeiss AG, Oberkochen (D)

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar (D)
Liebherr, Bulle FR (CH)

VWR International GmbH, Darmstadt
(D)

Steelfort, Palmerston North (NZ)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach (D)
IKA Werke GmbH, Staufen (D)
A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg (D)
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Mikroskop VisiScope IT 404 / Axiocam
105 color

Multikanal Pipette Pipete-Lite XLS
Multimode-Mikroplatten-Lesegerit,
Spark®20M

Ofen Universalschrank UN30

pH-Meter inoLab Multi Level 1
Pinzetten

Pipette, PIPETMAN® (1-10 pl)

Pipetten, Eppendorf Research® plus (10 -

100 pl, 20 - 200 pl, 100 - 1000 )
Pipettierhilfe accu-jet® pro

Schiittler rotierend Rotamax 120

Schiittler Tilt Shaker WS 10
Sicherheitswerkbank Heraeues HS 12/2

Silikonformen

Spatel, Loffelspatel

Taumel Rollenmischer Assistent RM 5

Thermomixer

Tischzentrifuge Mini Star

Tissue lyser LT

Ultra Tiefkiihlegerit Telstar Igloo U570
Universalzentrifuge Heraeus™
Multifuge™ X3R

UV-Lampe

Varioklav Dampfsterilisator

VWR International GmbH, Darmstadt
(D)

Mettler-Toldeo GmbH, Giefien (D)
Tecan Group AG, Mannedorf (CH)

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
(D)

WTW GmbH & Co. KG, Tuttlingen (D)
A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg (D)
Gilson, Middleton (USA)

Eppendorf AG, Hamburg (D)

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim (D)
Heidolph Instruments GmbH & co. KG,
Schwabach (D)

Edmund Buhler, Bodelshausen (D)
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(USA)

Individuelle Anfertigung FMZ (s.
Chemikalien)

A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg (D)
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH &
Co. KG, Sondheim vor der Rhon (D)
Hettich AG, Bach (CH)

VWR International GmbH, Darmstadt
(D)

Qiagen, Hilden (D)

Telstar Technologies S.L, Terrassa (ESP)
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(USA)

A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg (D)
HP Labortechnik GmbH,
Oberschleifsheim (D)
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Vortex REAX 1R

Wasserbad

Wipp Schiittler Rocker-Shaker PMR- 100

Zdhlkammer Neubauer improved

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Heidolph Elektro GmbH & Co. KG,
Kelheim (D)

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
(D)

Keison Products, Essex (UK)
Marienfeld, Lauda Konigshofen (D)

Tabelle 3: Ubersicht verwendeter Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
Aluminiumfolie Melitta, Minden (D)
Cellophanfolie A. Hartenstein GmbH, Wiirzburg (D)

Cellstar® Tubes mit konischem Boden
(15 ml, 50 ml)
Einmal-Feindosierspritzen Injekt®-F
Einmalkantilen Sterican® Gr. 16
Einmalpipetten (2,5; 5; 10; 25; 50 ml)
Einmalspritzen 5, 10, 25 ml
Flaschenaufsatz-
Vakuumfiltrationssystem
Frischhaltefolie

Glasbodenschale WillCo-dish®, GWSB
5030

Kiichenrolle Clean and Clever

Labormarker

Latexhandschuhe, puderfrei

Microplatte 96-well schwarz (655209)

Nunclon™ Delta Surface

Zellkulturplatten (24-, 48-, 96-Well)

Greiner Bio-One, Kremsmdiinster (AUT)

B. Braun Meslungen AG, Melsungen (D)
B. Braun Meslungen AG, Melsungen (D)
Corning GmbH, Bodenheim (D)

Becton Dickinson, Franklin Lakes (USA)
VWR International GmbH, Darmstadt
(D)

Lidl Stiftung & Co. KG, Wiirzburg (D)
WillCo Wells, Amsterdam (INL)

IGEFA Handelsgesellschaft GmbH & Co.
KG, Ahrensfelde (D)

VWR International GmbH, Darmstadt
(D)

Zentrallager des Universitatsklinikums
Wiirzburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(D)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham

(USA)
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Parafilm Bemis Company Inc., Braine L'Alleud

(BE)
Pasteurpipetten Scherf GmbH, Meiningen (D)
Pipettenspitzen 10, 200, 1000 pl Sarstedt, Numbrecht (D)
Pipettenspitzen LTS 300 pl Mettler-Toldeo GmbH, Giefsen (D)
Precision Wipes™ Wischtticher Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham
(USA)
Reagenzienbehilter CE-IVD ClearLine®  Kisker Biotech GmbH & Co. KG,
Steinfurt (D)
Reagiergefafs SafeSeal (1,5 ml; 2 ml) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht (D)
Rollrandglédser 10 ml mit Deckel A. Hartenstein, Wiirzburg (D)
Serologische Pipetten CELLSTAR® (5,10, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
25, 50 ml) (D)

Spritzen BD Discardit™ II (2ml, 20 ml)  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg (D)
Spritzenvorsatzfilter Filtropur S0.2,0.45 Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht (D)

Spritzenvorsatzfilter Nalgene™ 0.2 pm Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham

13 mm (USA)

Urinbecher VWR International GmbH, Darmstadt
(D)

Zellkulturflasche Cellstar® TC 200 ml, 75  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

cm? (D)

Zellsieb EASYstrainer 70 uM Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(D)

Zentrifugenrohrchen (15; 50 ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
(D)

3.1.3 Verwendete Chemikalien, Farbstoffe und Kits

Tabelle 4: Ubersicht verwendeter Chemikalien

Bezeichnung Hersteller
Accutase® solution Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Calciumchlorid (CaCly), wasserfrei Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
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Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO,), wasserfrei

Dulbecco’s Phosphate-buffered saline
(10x, ohne Ca2* ohne Mg2*)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM 1X) + GlutaMAX

EDTA ED4SS

Ethanol, absolut (99%)

Fetales Kilberserum, Fetal bovine serum
HEPES solution 1M

Isopropanol

L-Cystein

Mangesiumchlorid (MgClz), wasserfrei
Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2PO,), wasserfrei

Papainase Papain Suspension (Lot.:
39C19199, 1126 U/ml)
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/ml)

Reinstwasser
Roti®-Histofix 4,5%
Silikon Dublisil® 15
Thesit®

Triton X-100

Trypanblau, Lot.: RNBD3142

TWEEN® 20

Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Roskilde
(D)

Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Apotheke des Klinikums, Universitat
Wiirzburg (D)

Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)

Worthington, Lakewood (USA )

Gibco/Thermo Fisher Scientific, Roskilde
(D)

Destillierapparat (s. Technische Gerite,
Tabelle 2)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
(D)

Dreve Dentamid GmbH, Unna (D)
Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Gibco/Thermo Fisher Scientific,
Roskilde, (D)

Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
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Tabelle 5: Ubersicht verwendeter Farbstoffe und Kits

Bezeichnung Hersteller
Cell Counting Kit-8 Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
Hoechst 33342 ThermoFisher Scientific Inc., Waltham

Molecular Probes™ LIVE/DEAD™
Viabilitats- / Zytoxizitadts-Kit fuir
Sdugetierzellen: Calcein-
Acetoxymethylester (Calcein-AM),
Ethidium-Homodimer-1 (EthD-1)
Phalloidin-iFluor 555

Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay
Kit

(USA)
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham

(USA)

Abcam, Cambridge (UK)
ThermoFisher Scientific Inc., Waltham

(USA)

3.1.4 Verwendete Hydrogel Komponenten

Die fiir diese Arbeit verwendete Allyl-funktionalisierte Gelatine (GelAGE)

wurde am Lehrstuhl fiir Funktionswerkstoffe der Medizin und Zahnheilkunde

der Universitdt Wiirzburg von Alessandro Cianciosi synthetisiert und fiir die

Versuche dieser Arbeit zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 6: Ubersicht verwendeter Hydrogelkomponenten

Bezeichnung

Hersteller

4arm PEG Thiol (PEG-4-SH; MW=5000
Da; Lot.: ZZ326P113)

Alginat Protanal LF 10/60 FT (Lot.:
G4001601)

GelAGE

Gelatine G1890-500G (Lot.: SLBR2368)

JenKem Technology, Plano (USA)

FMC Biopolymer, Philadelphia (USA)

Synthetisiert am Lehrstuhl fiir
Funktionswerkstoffe der Medizin und der
Zahnheilkunde (FMZ), Universitit
Wiirzburg (D)

Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
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Heparin PLSupplement (5000 U/ml) PL BioScience GmbH, Aachen (D)
Platelet Lysate PL Solution PL BioScience GmbH, Aachen (D)
(sterilfiltriert und anschlieffend mit 20 1U

Heparin / ml erginzt)

Sodium persulfate (SPS; Lot.: Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
BCBQ4652V)

Transglutaminase Wiirzteufel GmbH, Nagold-Hochdorf (D)

Tris(2,2-bipyridyl)dichloro-ruthenium(Il) Sigma-Aldrich, Darmstadt (D)
hexyhydrate (Ruthenium; MW=748,62
Da; Lot.: MKCJ0261)

3.1.5 Verwendete Puffer und Losungen

0,5 % Thesit-H>O: 100 ml Reinstwasser und die Thesitglasflasche wurden im
37 °C Wasserbad erwarmt. Anschlieflend wurde 500 pl Thesit
zum Reinstwasser dazu gegeben und mittels Vortexens gelost.

Papainase-Puffer: 20 ml PBE-Puffer, 17 mg L-Cystein, 2 U/ml Papainase. Mit
Spritzenaufsatzfilter steril filtriert.

PBE-Puffer: 6,53 g Na,HPOy, 6,48 g NaH>PO4 und 10 ml 500 mM EDTA
wurden in 900 ml ddH>O gelost. Der pH-Wert wurde auf 6,5
eingestellt und mit ddH.O auf 11 aufgefillt. Mit
Flaschenaufsatzfilter steril filtriert.

PBS-Puffer: Ohne MgCl, / CaCly: 1 Teil PBS 10x (Dulbecco's Phosphate-
Buffered Saline) auf 9 Teile Reinstwasser.

Mit MgCl, / CaCl, (Um das Auflosen der Alg-Gel Proben zu
vermeiden, war es wichtig die Alg-Gel Hydrogele ausschliefilich in
PBS mit Mg?*- und Ca?*-Ionen zu waschen, zu lagern etc.): Ein
Teil PBS 10x (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline), 1 Teil
MgCl (1 g/1), ein Teil CaCl: (1 g/1) und 7 Teile Reinstwasser.

Transglutaminase: Es wurde 1 g Transglutaminase in 10 ml Reinstwasser gelost
und nach 2h auf dem Rollschiittler durch ein Zellsieb
gegeben. Die {iibrig gebliebene Losung wurde steril filtriert

und auf 25 ml mit PBS aufgefiillt.
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3.1.6 Zellen und Zellkulturmedium

L929-Zellen: L929 CCL 1 murine fibroblast (ATCC, via Institut fir
angewandte Zellkultur Dr. Toni Lindl GmbH, Miinchen)

Zellkulturmedium:  Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM 1X) +
GlutaMAX) erganzt mit 10 % FCS, 1% Penicillin-Streptomycin
und 1% HEPES

3.2 Methoden
3.2.1 Zellbiologische Methoden

Nach dem Auftauen der L929-Zellen bei 37 °C im Wasserbad wurden diese in
5ml Zellkulturmedium fiir 5 min bei 400x g abzentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt, in 1 ml Zellkulturmedium resuspendiert und anschliefend in T75
Zellkulturflaschen mit 15 ml Zellkulturmedium bis zur Konfluenz kultiviert.
Erreichten die Zellen die Konfluenz vor Versuchsbeginn, wurden sie
kontinuierlich auf neue Zellkulturflaschen verteilt und weitergefiihrt. Am
Versuchstag wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen,
mit 1 ml Accutase fiir 5 min bei 37 °C und 5 % COz abgelost und die Reaktion
anschliefend mit 4 ml Zellkulturmedium gestoppt. Die Zellsuspensionen
mehrerer Flaschen wurden in einem 50 ml Zentrifugenrohrchen gesammelt und
die lebende Zellzahl mittels einer Neubauer Zihlkammer und Trypanblau
bestimmt. Um eine konstante Konzentration von 5 Mio. Zellen pro ml Hydrogel
in allen Gruppen zu erreichen, wurde das entsprechende Volumen an
Zellsuspension in ein weiteres Zentrifugenrchrchen gegeben und die Zellen fiir
5 min bei 400x g abzentrifugiert. Bei der Herstellung mehrerer Gruppen in einem
Versuch, erfolgte die Lagerung der Zellsuspensionen bis zum Abzentrifugieren

bei 37 °C und 5 % CO:s.
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3.2.2 Herstellung der Biotinten
3.2.2.1 Alginat-Gelatine

Fir die Alginat-Gelatine Hydrogele wurde eine von Wiist et al. 2015 [76]
berichtete Zusammensetzung verwendet: Durch Mischung einer 4 % (m/v)
Alginatlosung mit einer 20 % (m/v) Gelatinelosung zu gleichen Teilen wurde
eine Alginat-Gelatine Biotinte mit Endkonzentrationen in Hohe von 2 % bzw.
10 % (m/v) erreicht.

Am Vortag eines Versuches wurden 200 mg Gelatine und 40 mg Alginat jeweils
in 10 ml Rollrandgldsern abgewogen, fiir 20 min mittels UV-Licht (A = 254 nm)
sterilisiert und tiber Nacht bei 37 °C und 5 % COz in 900 pl (Gelatine) bzw.
1000 pI  (Alginat) PBS  gelost.  Bei  einer = Modifikation  der
Hydrogelzusammensetzung mittels Humanem Pldttchenlysat (HPL) wurde das
zum Losen des Alginats verwendete PBS teilweise (150 pl) oder komplett
(1000 pl) durch HPL ersetzt, um Endkonzentrationen an HPL von 7,5 bzw. 50 %

zu erreichen (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Zusammensetzung der Alginat-Gelatine Hydrogele

- 200 mg Gelatine, gelost in 900 pl PBS
Alg-Gel - 40 mg Alginat, gelost in 1000 pl PBS
- 100 pl PBS-Zellsuspension

- 200 mg Gelatine, gelost in 900 pl PBS

7‘31(;‘7"?1‘; - 40 mg Alginat, geldst in 850 il PBS + 150 pl HPL
2 - 100 pl PBS-Zellsuspension
Ale-Gel - 200 mg Gelatine, gelost in 900 pl PBS
g-Ge ) . s
50 % HPL 40 mg Alginat, gelost in 1000 pl HPL

- 100 pl PBS-Zellsuspension

Das zuvor abzentrifugierte Zellpellet wurde in 100 pl PBS resuspendiert und in
die verfliissigte Gelatine gegeben. Die Lagerung beider Rollrandglédser auf einer
37 °C warmen Heizplatte verhinderte die vorzeitige Gelierung des Materials.
Aufgrund der hohen  Viskositit ~wurde die Gelatine mittels

Direktverdrangungspipetten zur Alginatlosung transferiert und durch Mischen
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mit einer Pipettenspitze eine homogene, zellbeladene Biotinte hergestellt. Das
finale Gesamtvolumen betrug 2ml mit Endkonzentrationen in Hohe von
10 % (m/v) fir die Gelatine und 2 % (m/v) fiir das Alginat. Weitere 10 min bei
37 °Cund 5 % CO; im Brutschrank dienten der Beseitigung der beim Mischen
entstandener Luftblasen.

Anschlieffend wurden eigens angefertigte Silikonformen mit den Abmessungen
6 x1mm mit Direktverdrangungspipetten und einem Volumen von 30 pl
Biotinte befiillt. Die Vernetzung erfolgte mit 20 mM CaCl, fiir 10 min. Die
Hydrogele wurden dann mit einem sterilen Spatel aus den Formen entnommen
und in Zellkulturmedium bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Ein Mediumwechsel
erfolgte dreimal pro Woche. Fiir eine Nachvernetzung mit Transglutaminase
wurden die Proben nach dem Vernetzen zusdtzlich fir 2h in einem
Transglutaminasebad bei Raumtemperatur gelagert und erst dann in das

Zellkulturmedium iiberfiihrt und bei 37 °C und 5 % CQO» kultiviert.

3.2.2.2 GelAGE

Fiir Hydrogele mit einer Polymerkonzentration von 6 % (m/v) wurden jeweils
30 mg GelAGE und 30 mg PEG-4-SH in einem 10 ml Rollrandglas abgewogen
und fir 20 min mittels UV-Licht (A = 254 nm) sterilisiert. Fiir 15 % (m/v)
Hydrogele wurden jeweils 75 mg an Gel AGE und 75 mg PEG-4-SH eingesetzt.
Anschliefsend wurden 7,49 mg Ruthenium und 19,04 mg SPS abgewogen und in
jeweils 2 ml PBS gelost, um einen 5 mM Ru-Stock und einen 40 mM SPS-Stock zu
erhalten. Um moglichst wenig Volumen zu verlieren, erfolgte die Sterilisierung
mittels kleineren 13 mm Spritzenaufsatzfiltern. Aufgrund moglicher Oxidation
oder Reaktion mit Licht wurden die Photoinitiatorstocklosungen fiir jedes
Experiment frisch hergestellt.

Zur Losung von GelAGE bzw. PEG-4-SH wurden 450 pl PBS, 200 pl Ru-Stock
und 250 pl SPS-Stock in ein Rollrandglas gegeben und fiir 9 min bei 37 °C und
5 % COz im Brutschrank gelagert. Eine homogene Losung der Gelatine wurde
durch sanftes Schwenken des Rollrandglas nach etwa 5 min gewéhrleistet. Das

zuvor abzentrifugierte Zellpellet wurde dann in 100 ul PBS resuspendiert und
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zum gelosten GelAGE gegeben. Eine homogene Vermischung der Zellen im
Hydrogel wurde durch sanftes Schwenken des Rollrandglas gewihrleistet. Das
finale Gesamtvolumen betrug 1 ml mit Endkonzentrationen der Photoinitiatoren
Ru/SPS in Hohe von 1/10 mM. Bei einer Modifikation der
Hydrogelzusammensetzung mit HPL wurde das zum Losen des GelAGEs
verwendete PBS teilweise (75 pl bzw. 400 pl) durch HPL ersetzt und die Zellen
gegebenfalls in HPL statt PBS resuspendiert. Somit wurden Endkonzentrationen

an HPL in Hohe von 7,5 bzw. 50 % erreicht (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Zusammensetzung der GelAGE Hydrogele

- 30 mg GelAGE, 30 mg PEG-4-SH
6% GelAGE | - 450 pl PBS, 200 pl Ru-Stock, 250 pl SPS-Stock
- 100 pl PBS-Zellsuspension

- 30 mg GelAGE, 30 mg PEG-4-SH

6;/ : Seiﬁf{E - 375 ul PBS, 200 pl Ru-Stock, 250 ul SPS-Stock, 75 ul HPL
. - 100 pl PBS-Zellsuspension
) - 30 mg Gel AGE, 30 mg PEG-4-SH

6% GelAGE | 54 1 pBS, 200 pl Ru-Stock, 250 pl SPS-Stock, 400 pl HPL
50 % HPL

- 100 pl HPL-Zellsuspension

- 75mg GelAGE, 75 mg PEG-4-SH
15 % GelAGE | - 450 pl PBS, 200 pl Ru-Stock, 250 pl SPS-Stock
- 100 pl PBS-Zellsuspension

Um ein vorzeitiges Vernetzen zu vermeiden, war das Arbeiten unter moglichst
wenig Lichteinfall notig. Lichtdurchladssige Behédltnisse wie die Reaktionsgeféfse
oder Rollrandgldser wurden stets mit lichtundurchldssiger Aluminiumfolie
bedeckt.

Anschliefsend wurden die 6 x 1 mm grofsen Silikonformen mit 30 pl Biotinte
befiillt. Die Vernetzung erfolgte durch sichtbares Licht (Jobmate IP65) fiir 20 s
(Abbildung 6). In einem Vorversuch wurde der Abstand zwischen Proben und
Lichtquelle von 2,5 - 10 cm variiert (siehe 4.1.1). Alle weiteren Versuche erfolgten
mit einem Abstand von 10 cm zur Lichtquelle, gemessen vom Austrittsfenster

der Lampe bis zur Oberkante der Silikonformen. Die Hydrogele wurden nach
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dem Bestrahlen mit einem sterilen Spatel aus den Formen entnommen und in
Zellkulturmedium bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Ein Mediumwechsel
erfolgte dreimal pro Woche.

Abbildung 6: Vernetzung Gel AGE Proben

3.2.3 Live/Dead Assay

Die Hydrogele wurden zweimal mit PBS fiir je 10 min auf einem Schiittler
gewaschen. Um das Auflosen der Alg-Gel Proben zu vermeiden, war es wichtig
die Alg-Gel Hydrogele ausschliefslich in PBS mit Mg?*- und Ca?*-lonen zu

waschen. In der Zwischenzeit wurde die Farbelosung mit Calcein-AM
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(20 pl / 10 ml) und EthD-1 (5 pl / 10 ml) in PBS hergestellt. Die Proben wurden
mit der Farbelosung bedeckt und 40 min lang im Dunkeln bei 37 °C und 5 % COz
inkubiert. Anschlieffend wurden die Hydrogele wieder in PBS tiberfiihrt und vor
dem Mikroskopieren auf eine WillCo-dish® Glasbodenschale tibertragen.

Jede Gruppe wurde an den Tagen 1, 4 und 7 in Triplikaten analysiert. Die
Bildgebung erfolgte mit dem Inversen Fluoreszenzmikroskop. Zuséatzlich zu den
Ubersichtsaufnahmen (10x Objektiv) wurden pro Probe sechs Bilder (20x
Objektiv) an verschiedenen Positionen im Hydrogel aufgenommen, um einen
reprasentativen Uberblick tiber die gesamte Probe zu erhalten.

Die Quantifizierung von lebenden und toten Zellen erfolgte mit der Open Source
Bildverarbeitungssoftware Fiji (Version 2.1.0/1.54c, macOS) [121]. Dabei wurden
die Aufnahmen entweder manuell ausgezdhlt oder mittels eines geschriebenen
Makros fiir Fiji automatisiert analysiert. Das Makro bestand aus einem
Konvertierungsschritt in den 8-Bit-Modus, der Anpassung von Helligkeit und
Kontrast und der finalen Zellzdhlung mittels der Analyze Particles Funktion. Die
jeweiligen Parameter zur individuellen Anpassung von Helligkeit, Kontrast und
Pixelgrofie wurden fiir jeden Versuch vor der automatischen Auswertung
anhand manuell ausgezdhlter Beispielaufnahmen bestmoglich angepasst.
Zudem erfolgte eine stichprobenartige Sichtkontrolle der automatisiert

ausgewerteten Zellzahlen.

3.2.4 Quantifizierung der metabolischen Aktivitat

Fiir die Quantifizierung der metabolischen Aktivitdt wurde das Cell counting
Kit-8 verwendet. Bei diesem Assay wird das wasserlosliche WST-8 Salz durch
die Dehydrogenasen metabolisch aktiver Zellen umgesetzt, was sich als
Farbumschlag bemerkbar macht.

Jede Testgruppe wurde an den Tagen 1, 4 und 7 in Triplikaten analysiert. Die
Proben wurden wie oben beschrieben mit PBS gewaschen, anschliefiend wurde
das Feuchtgewicht bestimmt, in 2 ml Reaktionsgefafe tiberfiihrt und auf 250 mg
mit Zellkulturmedium aufgefiillt. Aufserdem wurde ein Reaktionsgefafs fiir die

Verwendung als Leerwert nur mit 250 pl Zellkulturmedium aufgefiillt. Nach
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dem Hinzufigen von jeweils 25pul CCK-8 Reagenz erfolgte eine
Inkubationsdauer von 3 h bei 37 °C und 5 % CO: im Dunkeln.

100 pl des Uberstandes aller Proben, sowie des Leerwerts, wurden in eine 96-well
Zellkulturplatte gegeben. Luftblasen wurden mit einer spitzen Kaniile
zerstochen, um die Messung nicht zu verfilschen. Die Absorption wurde in dem
Multimode-Mikroplatten-Lesegerdt Tecan Spark® 20M bei 450 nm und 650 nm
als Referenz gemessen. Die relative metabolische Aktivitdt wurde anschlieffend

durch Subtraktion des Hintergrundsignals berechnet.

3.2.5 DNA-Assay
3.2.5.1 DNA-Gehalt im Hydrogel

Die Bestimmung des DNA-Gehalts der Zellen in den Hydrogelen erfolgte nach
dem Ende eines Versuchs gebiindelt fiir alle Proben von Tag 1, 4 und 7 in
Triplikaten. Nach dem CCK-8-Assay wurden die Gele zweimal mit PBS fiir je
10 min auf einem Schiittler gewaschen und bei -20°C bis zur weiteren
Verwendung eingelagert.

Die Pufferlosung fiir den Papainaseverdau wurde durch das Losen von
L-Cystein (17 mg / 20 ml Puffer) in PBE-Puffer (pH = 6,5) in einem 50 ml
Zentrifugenrohrchen hergestellt. Die Losung wurde steril filtriert und
anschlieffend wurden je 125 pl zu jeder Probe in die 2 ml Reaktionsgeféfse
hinzugegeben. Danach wurde die Papainase Arbeitslosung (60 U / 10 ml)
hergestellt und erneut je 125 pl den Proben hinzugefiigt. Somit wurde ein
Gesamtvolumen von 250 pl pro Hydrogel verwendet. Demnach befand sich beim
Verdau insgesamt ein Volumen 250 pl plus das Feuchtgewicht der Hydrogele in
den Reaktionsgefdfien. Die Proben wurden {iiber Nacht bei 60 °C im
Trockenschrank inkubiert.

Fiir die DNA-Analyse mit dem PicoGreen-Reagenz wurde 1x TE-Puffer
hergestellt, indem 20x TE-Puffer 1:20 in sterilem Wasser verdiinnt wurde. Das
PicoGreen-Reagenz wurde 1:200 in 1x TE-Puffer verdtinnt und im Dunkeln bis
zur weiteren Verwendung aufbewahrt. Fiir die High-range Standardkurve

wurde ein 2pg/ ml A-DNA-Stock hergestellt (22l DNA-Standard des
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Assaykits und 1078 pl PBE/Cystein-Puffer). Das Pipettierschema der High-

Range Standardreihe ist Tabelle 9 zu entnehmen.

Tabelle 9: Pipettierschema der High-Range DNA-Standardkurve fiir den PicoGreen-DNA-Assay

Standard Konzentration Volumen 2 uyg/ml | Volumen PBE/Cystein-
[ng/ml] DNA-Stock [ul] Puffer [ul]
A 1000 300 0
B 800 280 70
C 600 210 140
D 400 140 210
E 200 70 280
F 100 35 315
G 10 4 396
H 1 35 (aus Nr. G) 315
Standardblank 0 0 300

Die Standards wurden in 2 ml Reaktionsgefdfien hergestellt, die auf Eis gelagert
wurden. Um in die High-Range Standardreihe zu fallen, wurden die Proben in
einem Verhiltnis von 1:5 verdiinnt. Hierfiir wurden 80 pl PBE/ Cystein-Puffer
in Duplikaten in eine schwarze 96-well Zellkulturplatte gegeben und nach
sorgfdltigem Vortexen der Reaktionsgefdfie wurden je 20 pl Probe hinzugeftigt.
Anschliefifend wurden je 100 pl der Standards und des Leerwerts in Duplikaten
in die Platte pipettiert und 100 pl der PicoGreen Gebrauchslosung ziigig mittels
einer Mehrkanalpipette zu jedem Well gegeben. Nach 2 min Inkubationszeit
unter Lichtausschluss auf einem Schiittler wurde die Fluoreszenz mit dem
Multimode-Mikroplatten-Lesegerdat  Tecan  Spark® 20M  (Ex.: 485 nm,
Em.:535nm) gemessen. Die DNA-Konzentrationen in der 96-well
Zellkulturplatte wurden durch Aufzeichnen der Standardgeraden und
Zurtickrechnen der Messwerte tiber folgende Formel berechnet (m = Steigung
der Standardgeraden; t = y-Achsenabschnitt der Standardgeraden):

Intensitat = [m * DNA (Tr;_gl) + t]
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Um den absoluten DNA-Gehalt zu berechnen, musste der Verdiinnungsfaktor
sowie das gesamte Verdauvolumen in Hohe von 250 pl inklusive Feuchtgewicht
bzw. Volumen der jeweiligen Hydrogele berticksichtigt werden, von dem nur
100 pl verwendet wurden:

n

g) * Verdinnungsfaktor x (0,25 ml + Feuchtgewicht)

DNA abs.[ng] = DNA (ml

3.2.5.2 DNA-Gehalt auf Plaltenboden

Zur Bestimmung des DNA-Gehalts, der aus den Hydrogelen abgewanderten
und auf dem Plattenboden adhérierten Zellen, wurden die Proben an jedem Tag
in eine neue Platte tiberfithrt. An Tag 1, 4 und 7 wurden die Proben aus den
Platten fiir die weiteren Assays entfernt, das Medium abgesaugt und zwei
Waschvorgdnge mit PBS fiir je 5 min durchgefiihrt. Anschlieflend wurden 500 pl
0,5 % Thesit-H2O fiir 5min auf den Plattenboden gegeben und die Zellen
anschlieffend durch mehrmaliges Abwaschen und Resuspendieren abgelost.
Dabei war das Vermeiden von Bldschen oder Schaum entscheidend, um
anschliefend das volle Volumen an Thesit-Zellsuspension in ein 2ml
Reaktionsgefafs zu tiberfiithren. Die Thesit-Zellsuspension wurde anschliefsend
bis zum DNA-Assay bei -20 °C eingelagert.

Fiir die DNA-Analyse mit dem PicoGreen-Reagenz wurde, wie fiir die
Hydrogele erldutert (siehe 3.2.5.1), 1x TE-Puffer und das PicoGreen-Reagenz
hergestellt. Da ein deutlich geringerer DNA-Gehalt als in den Hydrogelen zu
erwarten war, wurde in diesem Experiment eine Low-range Standardkurve
erstellt. Hierfiir wurde ein 50 ng / ml A-DNA-Stock (27,5 pl eines 2 pg/ml DNA-
Stocks und 1072,5 pl PBE/Cystein-Puffer) angesetzt. Das Pipettierschema der

Low-Range Standardreihe ist Tabelle 10 zu entnehmen.
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Tabelle 10: Pipettierschema der Low-Range DNA-Standardkurve fiir den PicoGreen-DNA-Assay

Standard Konzentration Volumen 2 uyg/ml | Volumen PBE/Cystein-
[ng/ml] DNA-Stock [ul] Puffer [ul]
A 25 300 0
B 20 280 140
C 15 210 210
D 10 140 280
E 5 70 315
F 2.5 35 332,5
G 0,25 4 343
H 0,025 35 (aus Nr. G) 315
Standardblank 0 0 300

Der weitere Ablauf des Assays erfolgte wie in Kapitel 3.2.5.1 beschrieben.
Allerdings wurde hierbei das Zelllysat unverdiinnt eingesetzt. Um den absoluten
DNA-Gehalt der Zellen auf den Zellkulturplattenboden zu berechnen, musste
das gesamte zum Ablosen der Zellen verwendete Volumen in Hohe von 500 pl
berticksichtigt werden:
- ng
DNA abs.[ng] = DNA (ml) * 0,5 ml

3.2.6 Phalloidin-Farbung

An Tag 7 wurden zusétzliche Proben ebenfalls in eine neue Platte tiberfiihrt und
zweimal mit PBS fiir je 10 min auf einem Horizontalschiittler gewaschen.
Anschliefsend erfolgte die Fixierung der Hydrogele mit Roti®-Histofix und die
Lagerung bei 4 °C bis zur weiteren Farbung.

Fiir die Farbung wurden die Gele in 2 ml Reaktionsgefdfie tiberfiihrt und fiir
dreimal je 5min in 0,5ml 0,1 % TWEEN-20-PBS gewaschen. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Gele weitere 1,5 hin je 0,5 ml 2 % Triton X-100-PBS
gewaschen. Danach wurde der Uberstand erneut abgenommen und pro Probe
500 pl 2 % Triton X-100-PBS und 0,5 pl Phalloidin-iFluor 555 (1:1000) dazu
gegeben. Die Proben wurden {iiber Nacht auf einem Horizontalschiittler bei
Raumtemperatur inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die Proben erneut dreimal

je 5 min in PBS gewaschen und anschlieffend 0,5 ml des DN A-Farbstoffs Hoechst
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33342 mit PBS (1:2000) den Reaktionsgefdfien zugegeben. Es folgte eine erneute
Inkubation von 30 min und die anschliefende Uberfithrung der Hydrogele in
PBS.

Um eine Photobleichung zu vermeiden, wurde stets unter Lichtausschluss
gearbeitet bzw. die gefdrbten Proben in einem lichtgeschiitzten Behdlter
aufbewahrt, bis sie mit dem Konfokalmikroskop mikroskopiert wurden. Hierbei
wurde zundchst eine Ubersichtsaufnahme der Hydrogeloberfliche
aufgenommen und anschliefend eine weitere Ubersichtsaufnahme 100 pm
unterhalb der Hydrogeloberfliche angefertigt. Darauf folgten drei
Detailaufnahmen ausgehend von der Hydrogeloberfldche bis hin zu 25 pm bzw.

50 pm im Hydrogel.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche

Die in dieser Arbeit verwendeten Hydrogelsysteme Alginat-Gelatine (Alg-Gel)
und GelAGE sind am FMZ etablierte Materialien. Trotzdem mussten offene
Fragestellungen zu Beginn der vorliegenden Arbeit als Vorversuche bearbeitet
werden. Dazu gehorten die Evaluation einer formstabilen Polymerkonzentration
fiir GelAGE, die Auswertung der Live/Dead Aufnahmen und die Uberpriifung

der Zellauswanderung aus den Hydrogelen.

4.1.1 Vernetzungstests GelAGE

Wie unter 3.2.2.1 erldutert wurden die Alginat-Gelatine Proben nach einer von
Wist et al. 2015 [76] beschriebenen Zusammensetzung und etablierten
Vernetzungsreaktion hergestellt. Fiir GelAGE fehlten diese Informationen zu
einem genauen Herstellungsprotokoll jedoch. In der Literatur wird unter
anderem im Zusammenhang mit GelMA darauf hingewiesen, dass niedrige
Polymerkonzentrationen mit einer hoheren Zytokompatibilitdt einhergehen [10,
58, 79, 122]. Daher sollte zundchst die niedrigste Hydrogelkonzentration
identifiziert werden, welche tiber die gesamte Versuchsdauer eine ausreichende
Formstabilitdt aufweisen konnte.

Bei einer Konzentration von mindestens 6 % (m/v) an Gesamtpolymer war auch
nach 7Tagen in Kultur eine ausreichende Formstabilitit gewdhrleistet,

wohingegen die 5 % (m/v) Hydrogele einen deutlichen Formverlust aufwiesen

(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Gel AGE Vernetzungs Tests. A + B: 5 % (A) bzw. 6 % (m/v) GelAGE G1IMM Hydrogele
direkt nach dem Vernetzen, einer Bestrahlungszeit von 20 s und 2,5 cm Abstand zur Lichtquelle. C: 6 %
(m/v) GelAGE Hydrogele nach 7 Tagen bei 37 °C und 5 % CO» in Medium kultiviert und
Bestrahlungszeiten von 20 bzw. 40 s mit variierendem Abstand von 2,5 - 10 cm zur Lichtquelle.

Da die zum Vernetzen verwendete Lampe eine sehr starke Warmeentwicklung
aufwies, musste anschlieffend ein zellvertrdglicher Belichtungsabstand mit
addquater Belichtungsdauer gewdhlt werden. Bei einem Abstand von 10 cm
zwischen Probe und Lichtquelle und einer Belichtungsdauer von 20 s konnte an
Tag 1 eine Vitalitdt von durchschnittlich 79 +9 % und an Tag 7 83 +7 % erreicht
werden (Abbildung 9). Die geringeren Abstdnde 2,5 cm, 5 cm und 7,5 cm fiithrten
zu einer sehr hohen Anzahl an toten Zellen mit einer Vitalitdt im Bereich von
60 % an Tag 1 und 29 - 39 % an Tag 7 (Abbildung 8 und 9). Die diesen Werten
zugrunde liegende automatische Auswertung der Live/Dead Aufnahmen wird

im folgenden Kapitel (4.1.2) behandelt.
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Tag 1 Tag7

2,5 cm

5cm

7,5 cm

10 cm

Abbildung 8: Live/Dead Firbung von L929-Zellen in 6 % (m/v) Gel AGE G1MM Hydrogelen bei
unterschiedlichen Abstinden zur Lichtquelle. Reprisentative Aufnahmen des Live/Dead Assays nach
1 bzw. 7 Tagen. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin angefarbt und tote Zellen mit EthD-1 rot.
Die Mafistabsbalken entsprechen 100 pm.
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Abbildung 9: Vitalitit von 1L929-Zellen in 6 % (m/v) GelAGE G1MM Hydrogelen bei unterschiedlichen
Abstianden zur Lichtquelle. Die Belichtungszeit betrug bei allen Gruppen 20 s. Die Zellvitalitdt wurde an
Tag 1, 4 und 7 anhand der automatischen Auswertung des Live/Dead Assays in Fiji ermittelt und als das
Verhiltnis der lebenden Zellen zur Gesamtzellzahl definiert.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Vorversuche wurde fiir GelAGE im weiteren
Verlauf der Arbeit eine Konzentration von 6 % (m/v) an Gesamtpolymehr
verwendet und alle GelAGE Proben mit einer Belichtungsdauer von 20 s bei

10 cm Abstand zur Lichtquelle hergestellt.

4.1.2 Automatische vs. manuelle Auswertung des Live/Dead Assays

Um festzustellen, welche Art der Auswertung der Live/Dead Aufnahmen fiir
die spdtere Quantifizierung der Vitalitdit am besten geeignet ist, wurden 6 %
(m/v) Gel AGE G1IMM Hydrogele mit L929-Zellen in mehreren Versuchen fiir
7 Tage kultiviert und wie unter 3.2.3 beschrieben an Tag 1, 4 und 7 reprédsentative
Aufnahmen der Proben angefertigt. Diese Bilder wurden anschliefsend entweder
manuell ausgezdhlt (manuelles Zdhlen der lebenden und toten Zellen per Hand)
oder mittels Fiji automatisiert analysiert (siehe Kapitel 3.2.3).

Der Vergleich der manuellen mit der automatischen Auswertung von
Triplikaten (n=3) innerhalb eines Versuches ergab keine erheblichen
Differenzen im Hinblick auf die Vitalitdt (Abbildung 10): So war an Tag 1 eine

Vitalitdt in Hohe von 79+£7 % (manuell) bzw. 77+£9 % (automatisch) und an
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Tag 7 eine Vitalitdt in Hohe von 82 + 6 % (manuell) bzw. 84 £7 % (automatisch)
zu beobachten. Auch die Auswertung verschiedener Gruppen der gleichen
Konzentration innerhalb eines Versuches (n = 9) und die zusammengefasste
Auswertung aus verschiedenen Versuchen (n = 18) zeigte weiterhin eine

Vergleichbarkeit der zwei Auswertungsmethoden (Abbildung 11).
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Abbildung 10: Automatische vs. manuelle Auswertung (n = 3). Vitalitit von L929-Zellen in 6 % (m/v)
GelAGE GIMM Hydrogelen nach 1, 4 und 7 Tagen in vitro Kultur. Die automatische Quantifizierung von
lebenden/toten Zellen wurde in Fiji durchgefiihrt
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Abbildung 11: Automatische vs. manuelle Auswertung (n = 9 bzw. 18). Vitalitdt von L929-Zellen in
6 % (m/v) GelAGE GIMM Hydrogelen nach 1, 4 und 7 Tagen in vitro Kultur. Die automatische
Quantifizierung von lebenden/ toten Zellen wurde in Fiji durchgefiihrt.
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Somit konnte die automatisierte Bestimmung der Vitalitdt als valide Methode
etabliert und eine effiziente Auswertung in den anschlieffenden Versuchen

ermoglicht werden.

4.1.3 Auswandern von Zellen

In anderen Experimenten am FMZ mit dem Material GelAGE hat sich gezeigt,
dass das Auswandern von Zellen aus GelAGE Hydrogelen ein Problem
darstellen konnte, da sich wéhrend der Kulturphase Zellen aufierhalb der
Hydrogele zeigten. Deshalb wurde dieses Phanomen mittels Mikroskopie und
DNA-Assay genauer untersucht und mit dem Zellverhalten in Alg-Gel Proben
verglichen.

Zuerst wurde durch den nahezu identischen DNA-Gehalt direkt nach
Probenherstellung (Tag0 DNA-Gehalt) die Vergleichbarkeit der zwei
verschiedenen Hydrogelsysteme nachgewiesen (Abbildung 12). Die Proben
wurden demnach trotz unterschiedlicher Pipettiereigenschaften mit einer

identischen Menge an Zellen versehen.
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Abbildung 12: Tag 0 DNA-Gehalt von L929-Zellen in 6 % (m/v) GelAGE G1MM und Alg-Gel
Hydrogelen. Gemessen mit dem PicoGreen-DNA-Assay an Tag 0, direkt nach Probenherstellung (n = 5).

Abbildung 13 zeigt das Zellverhalten in den beiden Materialien: Bei den Gel AGE
Hydrogelen zeigten sich an Tag 0 viele freischwimmende Zellen im Medium, die
an Tag 1 am Plattenboden adhéarent vorlagen. Nach der tdglichen Umlagerung in
eine neue Zellkulturplatte zeigten sich an Tag 4 und Tag 7 wenige bis keine neuen
Zellen am Plattenboden. In der Alg-Gel Gruppe konnten an Tag 0 und Tag 1

keine Zellen aufierhalb der Hydrogele nachgewiesen werden. Durch
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allmé&hliches Auflosen des Gels ab Tag 4 gelangten Zellen ins Medium. Mit
Transglutaminase behandelte Alg-Gel Hydrogele wiesen auch noch an Tag7

einen scharf begrenzten Randbereich auf.

Tag 0 Tag1 Tag 4

Alg-Gel

GelAGE

Abbildung 13: Aufnahmen in Medium kultivierter Alg-Gel und 6 % (m/v) GelAGE GIMM Hydrogele.
Die Proben wurden ab Tag 1 tdglich in eine neue Zellkulturplatte umgelagert. In der Alg-Gel Gruppe
konnten an Tag 0 (A) und Tag 1 (B) keine Zellen auSerhalb der Hydrogele nachgewiesen werden. Durch
allmihliches Auflgsen des Gels ab Tag 4 (C + G) gelangten Zellen ins Medium. Mit Transglutaminase
behandelte Alg-Gel Hydrogele zeigten auch noch an Tag 7 einen scharf begrenzten Randbereich (H). Bei
den Gel AGE Hydrogelen zeigten sich schon an Tag 0 viele freischwimmende Zellen im Medium (D),
welche an Tag 1 am Plattenboden adhérent vorlagen (E). An Tag 4 (F) und Tag 7 (I) zeigten sich wenige
bis keine neuen Zellen am Plattenboden. Die Mafistabsbalken entsprechen 200 pm.
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Zur Quantifizierung und Einordnung der Anzahl der aus den GelAGE
Hydrogelen abgewanderten Zellen, wurden die auf dem Plattenboden
adhdrenten Zellen an Tag 1, 4 und 7 vom Plattenboden gelost und mit dem DNA-
Gehalt in den Proben verglichen. Es zeigte sich, dass nur ein sehr geringer Anteil

der Gesamtzellzahl auf dem Plattenboden aufzufinden war (Abbildung 14).
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Abbildung 14: DNA-Gehalt im gesamten Hydrogel und auf dem Plattenboden. Gesamt-DNA-Gehalt an
Tag 1,4 und 7in 6 % (m/v) GelAGE G1IMM Hydrogelen. An den jeweiligen Erntezeitpunkten wurden
zudem die auf den Plattenbdden adhiérenten Zellen abgelost und deren DNA-Gehalt quantifiziert (n = 9).
Beobachtungszeitraum Tag 1 bis Tag 7.

Somit konnte gezeigt werden, dass tiber eine Kultivierungsdauer von 7 Tagen

nur ein sehr kleiner Anteil der Zellen die Hydrogele verldsst, weshalb dies in den

folgenden Versuchen als zu vernachlassigen betrachtet wurde.
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4.2 Alginat-Gelatine Hydrogele

Um die Zytokompatibilitdt der verschiedenen Hydrogelzusammensetzungen zu
untersuchen, wurden L929-Zellen fiir 7 Tage in vitro kultiviert und mittels
Live/Dead Assay, DNA-Assay, CCK-8-Assay und Phalloidin-Farbung
analysiert. Die Alginat-Gelatine (Alg-Gel) Hydrogele wurden teilweise mit dem
Zusatz von Humanem Plittchenlysat (HPL) modifiziert, um die
Zytokompatibilitdt zu verbessern. Weiterhin erfolgte eine Nachvernetzung mit
Transglutaminase (TG), um die Gelatine in den Proben zu halten bzw. die

Netzwerkdichte der Hydrogele zu erh6hen.

4.2.1 Vitalitat

Die Abbildungen 15 und 16 geben einen guten Eindruck iiber die
Zellmorphologie in den Alg-Gel Hydrogelen: Schon an Tag 1 lagen die Zellen in
hantelférmigen Zellpaaren vor. Diese Erscheinung deutete auf eine initial hohe
Zellteilungsrate hin. In allen Gruppen war sowohl an Tag 1 als auch Tag 7 eine
runde Zellmorphologie zu beobachten. Allerdings erschienen die Zellen bzw.
Zellcluster mit steigender Konzentration an HPL vergrofiert. Die
Phalloidin-Farbung des Aktinzytoskeletts (siehe 4.2.4) ermoglichte eine

detailliertere Formanalyse der einzelnen Zellen.
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Tag 1 Tag7

Alg-Gel

Abbildung 15: Live/Dead Firbung von L929-Zellen in Alg-Gel Hydrogelen. Représentative Aufnahmen
des Live/Dead Assays nach 1 bzw. 7 Tagen. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin angefarbt und
tote Zellen mit EthD-1 rot. Die MafSstabsbalken entsprechen 100 pm. Zur besseren Beurteilung der
Zellmorphologie an Tag 1, ist der reinen Alg-Gel Variante ein vergrofSerter Ausschnitt beigefiigt. Der
Maf3stabsbalken hierfiir entspricht 50 pm.
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Tag 1 Tag7

Alg-Gel (2h TG)

Alg-Gel 2h TG) - 7,5 % HPL

Alg-Gel (2h TG) - 50 % HPL

Abbildung 16: Live/Dead Farbung von L929-Zellen in Alg-Gel Hydrogelen mit 2 h Transglutaminase
(TG) Nachvernetzung. Représentative Aufnahmen des Live/Dead Assays nach 1 bzw. 7 Tagen. Lebende
Zellen wurden mit Calcein-AM griin angefarbt und tote Zellen mit EthD-1 rot. Die MafSstabsbalken
entsprechen 100 pm.

In Abbildung 17 ist der Verlauf der Vitalitdt dargestellt: Die Auswertung der
Live/Dead Aufnahmen ergab in allen Alg-Gel Gruppen ohne Nachvernetzung
mit Transglutaminase eine gute Zellvitalitit tiber die siebentdgige
Kultivierungsdauer. Diese lag an Tag 1 bei 83 - 90 % und an Tag 7 bei etwa 90 %.
Dabei war ein relativ konstanter Verlauf von Tag1l zu Tag7 und keine

eindeutigen Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen zu erkennen.
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Zwar kam es durch die relativ hohen Standardabweichungen zu einer
Uberlagerung der Messwerte. Dennoch fithrte die Kombination aus
Transglutaminase und HPL zu tendenziell mehr toten Zellen. So war in den
nachvernetzten Alg-Gel Hydrogelen mit 50 % HPL an Tag 1 die niedrigste
Vitalitdt in Hohe von 76 £ 6 % und an Tag 7 ein Wert von 75 £ 5 % zu beobachten.
Die Vitalitat nahm dabei von Tag 1 zu Tag 4 ab und stieg erst zum Ende des

Beobachtungszeitraums wieder an.
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Abbildung 17: Vitalitit von 1.929-Zellen in Alg-Gel Hydrogelen. Die Zellvitalitdt wurde an Tag 1, 4 und
7 anhand der automatischen Auswertung des Live/Dead Assays in Fiji ermittelt und als das Verhéltnis
der lebenden Zellen zur Gesamtzellzahl definiert.
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4.2.2 DNA-Gehalt

Die Hydrogele wurden fiir 7 Tage in vitro Kultur genommen und der absolute
DNA-Gehalt in der gesamten Probe zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. In
Abbildung 18 ist der Verlauf dieser Messungen dargestellt: Der DNA-Gehalt
nahm in allen Alg-Gel Gruppen zu und lag an Tag 1 um 1300 ng. Tendenziell
zeigten sich in den Transglutaminase nachvernetzten Hydrogelen zum Ende des
Beobachtungszeitraums niedrigere DNA-Werte. So war in den Alg-Gel Proben
ohne Transglutaminase-Nachvernetzung mit 7,5 % HPL an Tag 7 der hochste
DNA-Gehalt in Hohe von 1749 + 51 ng festzustellen. Der niedrigste absolute
DNA-Gehalt war mit 1548 +77ng in der Gruppe der Hydrogele mit
Transglutaminase-Nachvernetzung und 50 % HPL-Zusatz zu beobachten.
Weitere relevante Unterschiede innerhalb der verschiedenen Gruppen mit bzw.

ohne Nachvernetzung konnten nicht festgestellt werden.
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Abbildung 18: DNA-Gehalt von 1.929-Zellen in Alg-Gel Hydrogelen. Gemessen mit dem
PicoGreen-DNA-Assay an Tag 1, 4 und 7 in vitro Kultur.

4.2.3 Metabolische Aktivitat

Zur weiteren Beurteilung der zelluldren Gesundheit wurde die metabolische
Aktivitdt der L929-Zellen mit dem CCK-8 Reagenz untersucht. Die Werte sind

nicht absolut, sondern relativ und miissen daher in Bezug auf die Ergebnisse

weiterer Zeitpunkte oder Gruppen betrachtet werden.

Die metabolische Aktivitdt nahm von Tag 1 zu Tag 7 in allen Gruppen etwa um
100 % zu (Abbildung 19). Auffillig war, dass die Alg-Gel Gruppen mit HPL
keine (ohne Transglutaminase) oder nur eine geringe (mit Transglutaminase)
Steigerung der metabolischen Aktivitdt von Tag 1 zu Tag 4 aufwiesen. Ohne

Transglutaminase-Nachvernetzung zeigten sowohl die Proben mit als auch ohne
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HPL-Zusatz dhnliche Messwerte. Diese lagen an Tag 1 zwischen 0,08 - 0,12 und
Tag 7 um 0,2.

In den Hydrogelen mit Transglutaminase-Nachvernetzung war an Tag 1 bei
HPL-Zusatz eine hohere Aktivitdt (0,11 £ 0,01 bzw. 0,12 £ 0,01) als in den reinen
Alg-Gel Proben feststellbar (0,08 =£0,01). Diese Beobachtung wiederholte sich
auch an Tag 7. Mit steigender Konzentration an HPL zeigten sich auch hohere
Messwerte, so dass die metabolische Aktivitit bei 0,15+ 0,01 (ohne HPL),
0,20£0,02 (7,5 % HPL) bzw. 0,23 + 0,01 (50 % HPL) lag.
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Abbildung 19: Relative metabolische Aktivitit von L929-Zellen in Alg-Gel Hydrogelen. Gemessen mit
dem Cell Counting Kit-8 an Tag 1, 4 und 7 in vitro Kultur. Die Werte sind relativ und miissen in Bezug auf

die vorherige Zeitpunktmessung betrachtet werden. Die Normierung erfolgte auf den Gesamt-DNA-
Gehalt.
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4.2.4 Zellmorphologie

Durch die Phalloidin-Farbung konnten weitere Informationen tiber die
Zellmorphologie und die Zellverteilung gesammelt werden. Die Farbung
erfolgte in Form von Komplettpraparaten (Whole-mount staining) und nicht
tiber die Herstellung von Kryoschnitten. Die Aufnahmen wurden mit einem
Konfokalmikroskop angefertigt, um einen besseren Eindruck tiber die raumliche
Position der Zellen innerhalb der Proben zu erlangen. So konnte auch die
Beobachtung einer ortsabhdngig unterschiedlichen Zellverteilung ermoglicht
werden. Die Prioritdt lag dabei auf der Untersuchung der verschiedenen
Hydrogelnetzwerkdichten, weshalb aufgrund des zusdtzlich hohen
Zeitaufwandes die Gruppen mit HPL Modifikation nicht mit dem
Konfokalmikroskop untersucht wurden.

In der Ubersichtsaufnahme von reinem Alg-Gel zeigten sich die L929-Zellen
gleichméfiig tiber die Hydrogeloberfliche und im Probeninneren verteilt
(Abbildung 20). Im Gegensatz dazu zeigte sich auf der Oberfliche der mit
Transglutaminase nachvernetzten Alg-Gel Proben eine hohere Zelldichte als im
Probeninneren (Abbildung 21). Aufgrund der sehr gewellten Oberfldche war es
jedoch nicht moglich diese Oberflichenmorphologie exakt in einer Bildebene
festzuhalten. Dunkle Locher in der Hydrogelstruktur wurden auf die
beginnende Zersetzung der Hydrogelsubstanz zurtickgefiihrt.

Die Detailaufnahmen (Abbildung 22) zeigen eine runde Zellmorphologie.
Besonders auffillig war dabei das clusterartige Wachstum in Zellaggregaten.
Durch das Anfarben der Zellkerne konnten die multiplen Zellkerne innerhalb
eines Clusters dargestellt werden. Auf der Oberfldche der mit Transglutaminase
nachvernetzen Hydrogele zeigte sich eine gespreizte Morphologie der L929-
Zellen, welche sonst an keiner anderen Lokalisation im Gel bzw. in keiner

anderen Gruppe zu beobachten war.
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Abbildung 20: Ubersichtsaufnahme eines Alginat-Gelatine Hydrogels nach 7 Tagen in vitro Kultur. Die
Fokussierung erfolgte zunéchst auf die Probenoberfléche (A) und anschlielend auf eine 100 pm tiefer in
der Probe liegende Schicht (B). Die Aktinfilamente des Zytoskeletts der L929-Zellen wurden mit
Phalloidin (rot) angefarbt und die Zellkerne mit Hoechst 33342 (blau). Die Mafistabsbalken entsprechen

1 mm.
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Abbildung 21: Ubersichtsaufnahme eines Alginat-Gelatine Hydrogels mit 2 h Transglutaminase-
Nachvernetzung nach 7 Tagen in vitro Kultur. Die Fokussierung erfolgte zunichst auf die
Probenoberfliche (A) und anschlieffend auf eine 100 pm tiefer in der Probe liegende Schicht (B). Die
Aktinfilamente des Zytoskeletts der L929-Zellen wurden mit Phalloidin (rot) angefdrbt und die Zellkerne
mit Hoechst 33342 (blau). Die Maf3stabsbalken entsprechen 1 mm.
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Alg-Gel

Alg-Gel (2h TG)

Abbildung 22: Detailaufnahmen eines Alginat-Gelatine (A-C) Hydrogels nach 7 Tagen in vitro Kultur,
D-F mit 2 h Transglutaminase (TG) Nachvernetzung. Die Fokussierung erfolgte zunéchst auf die
Probenoberfldche (A, D) und anschliefend auf eine 25 pm (B, E) bzw. 50 pm (C, F) tiefer in der Probe
liegende Schicht. Die Aktinfilamente des Zytoskeletts der L929-Zellen wurden mit Phalloidin (rot)
angefarbt und die Zellkerne mit Hoechst 33342 (blau). Die Mafstabsbalken entsprechen 100 pm.
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4.3 GelAGE G1MM Hydrogele

Die Hydrogele der nicht-thermoresponsiven Gel AGE Variante GIMM wurden
unter Verwendung des Vernetzers PEG-4-SH als Thiol-Komponente und dem
Photoinitiatorsystem Ru/SPS hergestellt. Die Vernetzung erfolgte dabei mit

einem Abstand von 10 cm zur Lichtquelle und einer Belichtungszeit von 20 s.

4.3.1 Vitalitat

Abbildung 23 zeigt die Morphologie der L929-Zellen an den Tagen 1 und 7 in
GelAGE GIMM Hydrogelen. In dem vergroflerten 6 % (m/v) GIMM
Bildausschnitt erkennt man die abgerundete Zellmorphologie an Tag 1. Im
Gegensatz zu den Alg-Gel Proben (siehe 4.2.1) waren an Tag 1 keine
hantelféormigen Zellpaare zu erkennen. Die kugelige Zellmorphologie zeigte sich
in allen Gruppen und blieb bis zum Ende des Beobachtungszeitraums an Tag 7
bestehen. Es zeigten sich keine gespreizten Zellen. In den 15 % (m/v) GIMM
Proben waren an Tag 1 mehr tote Zellen und an Tag 7 tendenziell weniger und
kleinere Zellen zu beobachten. Weiterhin erschienen an Tag 7 die Zellen in den

6 % (m/v) GIMM Gelen ohne HPL und mit 50 % HPL deutlich grofer.
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Tag 1 Tag7

15 % G1IMM 6 % G1IMM

6 % G1IMM - 7,5 % HPL

6 % G1MM - 50 % HPL

Abbildung 23: Live/Dead Firbung von L929-Zellen in GelAGE GIMM Hydrogelen. Représentative
Aufnahmen des Live/Dead Assays nach 1 bzw. 7 Tagen. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin
angefarbt und tote Zellen mit EthD-1 rot. Die Mafistabsbalken entsprechen 100 pm. Zur besseren
Beurteilung der Zellmorphologie an Tag 1 ist der reinen GelAGE Variante ein vergrofSerter Ausschnitt
beigefiigt. Der Mafsstabsbalken hierfiir entspricht 50 pm.
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In Abbildung 24 ist der Verlauf der Vitalitdt dargestellt: Die Auswertung der
Live/Dead Aufnahmen ergab Vitalititswerte mit teilweise tiberlappender
Standardabweichung, weshalb der Vergleich der 4 verschiedenen Gruppen vor
allem Tendenzen ablesen liefs. So lag an Tag 1 die Vitalitadt aller 6 % (m/v) GIMM
Gruppen um 80 %, wohingegen die der hoher konzentrierten 15 % (m/v) GIMM
Proben nur bei 67 + 6 % lagen. In den drei 6 % (m/v) Gruppen nahm an Tag 4
der Anteil der lebenden Zellen mit der Konzentration an HPL zu. So ergaben sich
fur die 6 % (m/v) GIMM Hydrogele mit 50 % HPL an Tag 7 mit 88 £8 % die
hochsten Vitalitatswerte. Die 15 % (m/v) GIMM Proben verzeichneten tiber die
gesamte siebentdgige Kultivierungsdauer die niedrigsten Werte. So wurden an
Tag7 schliefilich 66 +8 % erreicht. Diese Unterschiede entsprachen dem
optischen Eindruck der Live/Dead Aufnahmen aus Abbildung 23.
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Abbildung 24: Vitalitit von L929-Zellen in 6 bzw. 15 % (m/v) GelAGE GIMM Hydrogelen. Die
Zellvitalitat wurde an Tag 1, 4 und 7 anhand der automatischen Auswertung des Live/Dead Assays in Fiji
ermittelt und als das Verhéltnis der lebenden Zellen zur Gesamtzellzahl definiert.

4.3.2 DNA-Gehalt

Die Hydrogele wurden fiir 7 Tage in vitro Kultur genommen und der absolute
DNA-Gehalt in der gesamten Probe zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. In
Abbildung 25 ist der Verlauf dieser Messungen dargestellt: Der DNA-Gehalt
nahm in allen Gruppen zu. Schon an Tag 1 war mit steigender Konzentration an

HPL auch steigende Messwerte fiir den DNA-Gehalt zu beobachten. So zeigten
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sich die niedrigsten Messwerte bei den 6 % (m/v) GIMM Proben ohne HPL
(867 £ 41 ng) und den hoher konzentrierten 15 % (m/v) Hydrogelen (927 + 4 ng).
Demgegentiiber lagen an Tag 1 die Proben mit 50 % HPL bei 1194 £+ 33 ng. In den
15 % (m/v) GIMM Proben fiel die Zunahme des DNA-Gehalts am geringsten
aus, so dass an Tag 7 mit 1139 + 16 ng ein deutlich geringerer Wert festzustellen
war. Am Ende der Versuchsperiode waren in den drei 6 % (m/v) GIMM
Gruppen ebenfalls relevante Unterschiede zu erkennen. So zeigten sich erneut
mit steigender Konzentration an HPL auch steigende Messwerte fiir den DNA-
Gehalt. Der hochste Wert war dabei in den 50 % HPL Proben mit 1649 + 31 ng zu
beobachten. Die grofien Unterschiede zwischen den 6 % (m/v) G1IMM Proben
mit 50 % HPL und den 15 % (m/v) Hydrogelen gleichen den Ergebnissen der
Vitalitdt (siehe 4.3.1).

DNA-Gehalt in GelAGE G1IMM (+/- HPL)

1800

1600

1400

)

=

= 1200

©

S

& 1000

<

Z 800 —8—6% G1IMM
g 600 —a&— 15 % G1MM
g 400 6% GIMM - 7,5 % HPL
<C

200 —— 6 % G1IMM - 50 % HPL

1 4 7
Tag

Abbildung 25: DNA-Gehalt von 1929 Zellen in 6 bzw. 15 % (m/v) GelAGE G1MM Hydrogelen.
Gemessen mit dem PicoGreen-DNA-Assay an Tag 1, 4 und 7 in vitro Kultur.

4.3.3 Metabolische Aktivitat

Abbildung 26 zeigt die Messwerte fiir die metabolische Aktivitdt der L929-Zellen
in GelAGE G1IMM Hydrogelen an den Tagen 1, 4 und 7. Die Werte sind nicht
absolut, sondern relativ und miissen daher in Bezug auf die Ergebnisse weiterer

Zeitpunkte oder Gruppen betrachtet werden.
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Aulfféllig war, dass die 15 % (m/v) GIMM Proben an Tag 1 bei 0,10 + 0,02 lagen
und somit mit einem tendenziell hoheren Messwert starteten. Dieser nahm
jedoch tiber den Beobachtungszeitraum ab und lag an Tag 7 mit 0,05+ 0,01
deutlich unter den Messwerten der drei anderen Gruppen. Die metabolische
Aktivitdt in den drei 6 % (m/v) GIMM Gruppen startete an Tag 1 bei 0,05 - 0,08
und nahm zu Tag 7 hin in allen Gruppen zu. Dabei zeigten die Proben mit HPL-
Zusatz an Tag 7 eine hohere metabolische Aktivitit, so dass der hochste Wert in

den 50 % HPL Proben mit 0,22 + 0,01 zu beobachten war.
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Abbildung 26: Relative metabolische Aktivitit von L929-Zellen in 6 bzw. 15 % (m/v) GelAGE GIMM
Hydrogelen. Gemessen mit dem Cell Counting Kit-8 an Tag 1, 4 und 7 in vitro Kultur. Die Werte sind
relativ und miissen in Bezug auf die vorherige Zeitpunktmessung betrachtet werden. Die Normierung
erfolgte auf den Gesamt-DNA-Gebhalt.

4.3.4 Zellmorphologie

In der Ubersichtsaufnahme der Phalloidin-Farbung zeigten sich die L929-Zellen
gleichméfiig tiber die Hydrogeloberfldache und 100 pm tiefer im Probeninneren
verteilt (Abbildung 27). Die Oberflichenaufnahme zeigte im Zentrum ein
dunkles Feld, da sich die Probenoberfldche nicht ganzheitlich in einer Ebene
abbilden liefs. Die ortsabhédngigen Unterschiede in der Zellmorphologie und der
Zelldichte lassen sich auch in den Detailaufnahmen (Abbildung 28) gut
beobachten: Auf der Probenoberfliche und dem Hydrogelrand bildeten die

L929-Zellen nestartige Strukturen aus vielen kleinen Zellen. Die einzelnen Zellen
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zeigten dabei eine abgerundete Zellmorphologie und keine besondere Zell-
Material-Interaktion. Zu erwarten wére ein sich spreizend ausbreitendes
Zytoskelett. Im Gegensatz dazu waren im Probeninneren kugelférmige

Strukturen mit multiplen Zellkernen zu beobachten.
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Abbildung 27: Ubersichtsaufnahme eines 6 % (m/v) GelAGE GIMM Hydrogels nach 7 Tagen in vitro
Kultur. Die Fokussierung erfolgte zunéchst auf die Probenoberfliche (A) und anschlieflend auf eine

100 pm tiefer in der Probe liegende Schicht (B). Die Aktinfilamente des Zytoskeletts der L929-Zellen
wurden mit Phalloidin (rot) angefarbt und die Zellkerne mit Hoechst 33342 (blau). Die Mafistabsbalken
entsprechen 1 mm.
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Abbildung 28: Detailaufnahmen eines 6 % (m/v) GelAGE G1IMM Hydrogels nach 7 Tagen in vitro
Kultur. Die Fokussierung erfolgte zunéchst auf die Probenoberflidche (A) und anschlieffend auf eine 25 pm
(B) bzw. 50 pm (C) tiefer in der Probe liegende Schicht. Die Aktinfilamente des Zytoskeletts der L929-
Zellen wurden mit Phalloidin (rot) angefarbt und die Zellkerne mit Hoechst 33342 (blau). Die
Maf3stabsbalken entsprechen 100 pm.
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4.4 GelAGE G2LH Hydrogele

Die Hydrogele der thermoresponsiven Gel AGE Variante G2LH wurden unter
Verwendung des Vernetzers PEG-4-SH als Thiol-Komponente und dem
Photoinitiatorsystem Ru/SPS hergestellt. Die Vernetzung erfolgte dabei mit

einem Abstand von 10 cm zur Lichtquelle und einer Belichtungszeit von 20 s.

4.4.1 Vitalitat

Abbildungen 29 gibt einen Eindruck tiber die Morphologie der L929-Zellen in
den GelAGE G2LH Hydrogelen. In allen Gruppen war iiber den gesamten
Versuchszeitraum eine abgerundete Zellmorphologie zu beobachten. Es zeigten
sich keine Zell-Material-Interaktionen, wie bspw. gespreizte Zellen. Allerdings
muss dabei in Betracht gezogen werden, dass bei der Live/Dead Mikroskopie
mittels eines inversen Fluoreszenzmikroskops (siehe 3.1.1) das Signal der nicht
im Fokus liegenden Ebenen eine starke Signaliiberlagerung verursacht.
Informationen {iiber eine abweichende Zellverteilung, bspw. auf der
Probenoberfldche (siehe 4.4.4), konnen somit nur schwer dargestellt werden. An
Tag 1 waren in den Proben ohne HPL deutlich mehr tote Zellen zu beobachten.

Die Zellgrofie war in den verschiedenen Gruppen von vergleichbarer Grofle.
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Abbildung 29: Live/Dead Firbung von L929-Zellen in GelAGE G2LH Hydrogelen. Reprasentative
Aufnahmen des Live/Dead Assays nach 1 bzw. 7 Tagen. Lebende Zellen wurden mit Calcein-AM griin
angefarbt und tote Zellen mit EthD-1 rot. Die Mafistabsbalken entsprechen 100 pm.

In Abbildung 30 ist der Verlauf der Vitalitdt dargestellt: Von Tag 1 zu Tag 4
zeigten die beiden Gruppen mit HPL eine tendenziell hohere Vitalitdt als die
reinen G2LH Proben. Dabei war an Tag 1 mit 84 + 6 % die hochste Vitalitédt in den
Proben mit 50 % HPL zu beobachten. Die Hydrogele ohne HPL-Zusatz
verzeichneten tiber die gesamte siebentdgige Kultivierungsdauer die niedrigsten

Werte. So wurdenan Tag 173 £9 % und an Tag 7 67 = 8 % erreicht. An Tag 4 war
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ein deutlicher Unterschied zwischen 50 % und 7,5 % HPL-Zusatz zu erkennen.
Von Tag 4 zu Tag 7 nahm die Vitalitdt in den Proben mit 50 % HPL jedoch
sichtbar ab und lag dann wieder in einem dhnlichen Bereich der reinen G2LH
Proben um 70 %. Im Gegensatz dazu stieg die Vitalitdt der 7,5 % HPL Hydrogele

zum Ende des Beobachtungszeitraums deutlich auf 85+ 5 % an.
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Abbildung 30: Vitalitit von L929-Zellen in 6 % (m/v) GelAGE G2LH Hydrogelen. Die Zellvitalitat
wurde an Tag 1, 4 und 7 anhand der automatischen Auswertung des Live/Dead Assays in Fiji ermittelt
und als das Verhiltnis der lebenden Zellen zur Gesamtzellzahl definiert.

4.4.2 DNA-Gehalt

Die Hydrogele wurden fiir 7 Tage in vitro Kultur genommen und der absolute
DNA-Gehalt in der gesamten Probe zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. In
Abbildung 31 ist der Verlauf dieser Messungen dargestellt: Der DNA-Gehalt
nahm in allen Gruppen zu. Die Proben mit HPL zeigten an Tag 1 mit 1203 + 38 ng
(7,5 % HPL) bzw. 1172 £ 39 ng (50 % HPL) einen deutlich hoheren DNA-Gehalt
als die reinen G2LH Proben (627 + 71 ng). Allerdings erfolgte in den Gruppen
mit HPL-Zusatz wdhrend des Beobachtungszeitraums eine relativ geringe
Zunahme an DNA. Obwohl die G2LH Proben ohne HPL mit etwa 50 % weniger
DNA-Gehalt an Tag 1 starteten, zeigten somit alle drei Gruppen an Tag 7

Messwerte im Bereich von 1450 ng.
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DNA-Gehalt in GelAGE G2LH (+/- HPL)
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Abbildung 31: DNA-Gehalt von L929-Zellen in Gel AGE G2LH Hydrogelen. Gemessen mit dem
PicoGreen-DNA-Assay an Tag 1, 4 und 7 in vitro Kultur.

4.4.3 Metabolische Aktivitat

Abbildung 32 zeigt die Messwerte fiir die metabolische Aktivitdt der L929-Zellen
in Gel AGE G2LH Hydrogelen an den Tagen 1, 4 und 7. Die Werte sind nicht
absolut, sondern relativ und miissen daher in Bezug auf die Ergebnisse weiterer
Zeitpunkte oder Gruppen betrachtet werden.

An Tag 1 waren mit steigender Konzentration an HPL auch hohere Messwerte
zu beobachten, so dass die metabolische Aktivitdt bei 0,03 + 0,01 (ohne HPL),
0,05+0,01 (7,5 % HPL) bzw. 0,08 £ 0,01 (50 % HPL) lag. Von Tag 1 zu Tag 7 war
in den Gruppen mit HPL-Zusatz eine kontinuierliche Zunahme der Messwerte
zu beobachten. Dabei fiel auf, dass an Tag 4 alle Gruppen dhnliche Messwerte
aufwiesen. Aufgrund der weiteren Zunahme zeigten die Proben mit HPL-Zusatz
an Tag 7 die hochste metabolische Aktivitdt mit einem Wert um 0,1. Nur bei den
reinen G2LH Proben war zwischen Tag 4 und Tag 7 eine Abnahme der Aktivitit
zu beobachten, welche an Tag 7 schlieSlich bei 0,07 + 0,01 lag.
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Metabolische Aktivitdt in GelAGE G2LH (+/- HPL)
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Abbildung 32: Relative metabolische Aktivitit von L929-Zellen in 6 % (m/v) GelAGE G2LH
Hydrogelen. Gemessen mit dem Cell Counting Kit-8 an Tag 1, 4 und 7 in vitro Kultur. Die Werte sind
relativ und miissen in Bezug auf die vorherige Zeitpunktmessung betrachtet werden. Die Normierung
erfolgte auf den Gesamt-DNA-Gebhalt.

4.4.4 Zellmorphologie

Die Ubersichtsaufnahmen der Phalloidin-Farbung in Abbildung 33 und die
Detailaufnahmen in Abbildung 34 zeigen die Morphologie und die
Zellverteilung der L929-Zellen in den Hydrogelen, welche sich von den
Beobachtungen der anderen Materialien erheblich unterscheiden. So zeigten sich
auf der Hydrogeloberfldche grofie Felder netzartig zusammenhdngender Zellen.
Bei der detaillierten Betrachtung einzelner Zellen konnte man eine gespreizte
Morphologie des Aktinzytoskeletts erkennen. Besonders auffillig war dieses
Erscheinungsbild am Rand der Ubersichtsaufnahme des Probeninneren zu
erkennen (Abbildung 33 B). 100 pm tiefer im Inneren der Hydrogele zeigten die
Zellen eine sichtbar geringere Zelldichte. Dabei wies die deutlich geringere
Zellzahl eine rundliche Morphologie auf. Multiple Zellkerne, wie sie zuvor in
den Alg-Gel und G1IMM Proben vorzufinden waren, konnten nicht beobachtet

werden.
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1mm

Abbildung 33: Ubersichtsaufnahme eines 6 % (m/v) GelAGE G2LH Hydrogels nach 7 Tagen in vitro
Kultur. Die Fokussierung erfolgte zunéchst auf die Probenoberflidche (A) und anschliefiend auf eine
100 pm tiefer in der Probe liegende Schicht (B). Die Aktinfilamente des Zytoskeletts der L929-Zellen
wurden mit Phalloidin (rot) angefarbt und die Zellkerne mit Hoechst 33342 (blau). Die Mafistabsbalken
entsprechen 1 mm.
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Abbildung 34: Detailaufnahmen eines 6 % (m/v) GelAGE G2LH (A-C) Hydrogels nach 7 Tagen in vitro
Kultur. Die Fokussierung erfolgte zunéchst auf die Probenoberflidche (A) und anschlieffend auf eine 25 pm
(B) bzw. 50 pm (C) tiefer in der Probe liegende Schicht. Die Aktinfilamente des Zytoskeletts der L.929-
Zellen wurden mit Phalloidin (rot) angefarbt und die Zellkerne mit Hoechst 33342 (blau). Die
Maf3stabsbalken entsprechen 100 pm.
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5 Diskussion

Gegenstand dieser experimentellen Arbeit waren zwei Gelatine-basierte
Hydrogelsysteme, welche unter anderem aufgrund zelladhésiver
Bindungssequenzen und einer der natiirlichen extrazelluldren Matrix dhnelnden
3D-Umgebung als vielversprechende Materialien fiir biomedizinische
Anwendungen, wie den Biodruck, angesehen werden. Fiir die weitere
Erforschung dieser Materialien sind Erkenntnisse aus in vitro Versuchen wichtig,
die Riickschliisse auf die Zytokompatibilitdt der untersuchten Materialien geben.
So war das Ziel dieser Arbeit die biologische Evaluation des am Lehrstuhl
synthetisierten und noch nicht vollstindig charakterisierten Hydrogelsystems
GelAGE und der Vergleich zu den im Feld der Biofabrikation sehr gut

erforschten Alginat-Gelatine Biotinten.

5.1 Diskussion der Methodik

Obwohl heute viele verschiedene Biomaterialien als Biotinten verwendet
werden, gibt es nach wie vor keine definierten Protokolle bzw. keine allgemein
akzeptierte = Vorgehensweise  zur vergleichenden  Bewertung ihrer
Zytokompatibilitdt [119]. So wurden in dieser Arbeit verschiedene Methoden
verwendet, um ein umfassendes Urteil tiber die allgemeine Zytokompatibilitit
eines Materials geben zu konnen.

Fiir die Qualitdatskontrolle neuer Biomaterialien ist die Bestimmung der
Zellvitalitdt ein zentraler Aspekt [108, 109]. Allerdings ist die Auswertung von
Live/Dead Aufnahmen bei einem hohen Versuchsdurchlauf mit einem grofsen
Zeitaufwand verbunden. Zudem ist eine standardisierte Vorgehensweise
wichtig, um objektive und damit vergleichbare Ergebnisse zu generieren. In
dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die zeitsparende automatische
Auswertung eine berechtigte Alternative zur rein manuellen Auswertung von
Live/Dead Aufnahmen darstellt (siehe 4.1.2). Fiir eine moglichst genaue
Zellzéhlung war dabei die individuelle Anpassung von Helligkeit, Kontrast und
Pixelgrofse anhand manuell ausgezdhlter Beispielaufnahmen entscheidend.

Dartiber hinaus musste sichergestellt werden, dass reprédsentative Aufnahmen
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der Hydrogele angefertigt werden, da die Zellen in Konstrukten der
3D-Zellkultur teilweise eine inhomogene Verteilung aufweisen konnen und je
nach Position unterschiedlich durch zelltoxische Faktoren beeinflusst werden.
Die Auswahl reprédsentativer Regionen in einer Probe ist allerdings der
Subjektivitdt eines bestimmten Bedieners unterworfen. Detailliertere
Informationen konnen durch die Aufnahme und Auswertung verschiedener
optischer Schnitte (Z-Stacks) einer Probe gewonnen werden [108]. Allerdings
stellt dies einen deutlich hoheren Zeitaufwand dar und muss durch eine
Bildgebung mittels Konfokalmikroskopie erfolgen (siehe 4.2.4, 4.3.4 und 4.4.4).
Abschliefiend kann festgehalten werden, dass in dieser Arbeit die automatische
Bestimmung der Vitalitét als valide Methode etabliert und somit eine effiziente
Auswertung ermoglicht wurde. Wiinschenswert wire, dass in &dhnlichen
Ansétzen der biologischen Evaluation von Biomaterialien klar offengelegt wird,
unter welchen Bedingungen die Auswertung der Vitalitdt erfolgte, um
entsprechende Ergebnisse nachvollziehbar miteinander vergleichen zu konnen.
Die Bestimmung des DNA-Gehalts und der CCK-8-Assay zur Bestimmung der
zelluldren Stoffwechselaktivitat zeigten sich als sinnvolle Methoden, um weitere
Riickschliisse auf die zelluldire Gesundheit zu ziehen. Dabei waren beide
Untersuchungsmethoden in der Lage, die Unterschiede zwischen verschiedenen
Versuchsgruppen zu quantifizieren und eine rein objektive Bewertung fiir die
gesamte Probe zu liefern, weshalb eine Kombination mit der Live/Dead Farbung
als sinnvoll erschien. Allerdings konnten Fehler durch den Anwender schnell zu
falschen Ergebnissen fiithren: So mussten bspw. die Proben nach dem
Papainaseverdau stets auf einen vollstindigen Verdau der Hydrogelkonstrukte
kontrolliert werden.

Neben der Live/Dead Farbung wurde zur direkten Visualisierung der Zellen ein
Protokoll zur Darstellung des Aktinzytoskeletts von Zellen in Hydrogelen
etabliert (siehe 3.2.6). Das bizyklische Peptid Phalloidin wurde dabei fiir die
Darstellung der Aktinfilamente der Zellen eingesetzt, um anhand der
Zellmorphologie Riickschliisse auf unterschiedliche Zell-Material-Interaktionen

ziechen zu konnen. Durch die Kombination dieser Farbung mit der
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Konfokalbildgebung war es zudem moglich eine regional unterschiedliche

Zellmorphologie und Zellverteilung abzubilden.

5.2 Etablierung des Hydrogelsystems GelAGE fur weitere Versuche

Thiol-En vernetzende Gelatine bietet aufgrund vielfdltiger Vorteile, wie der
hohen Reaktionsgeschwindigkeit oder der homogenen Vernetzung, ein grofies
Potenzial fiir Anwendungen in den Polymerwissenschaften [94]. Allerdings gibt
es uber das Hydrogelsystem GelAGE noch zu wenig Vorwissen tiber die
Handhabung und Durchfiihrung biologischer Experimente mit eingekapselten
Zellen. So musste zu Beginn der vorliegenden Arbeit ein Versuchsaufbau
etabliert werden, welcher das sterile Arbeiten mit dem Material GelAGE
ermdglicht und ein initiales Uberleben von Zellen iiber die Probenherstellung
hinaus gewdihrleistet. Ein Abstand von 10cm zur Lichtquelle und eine
Belichtungsdauer von 20s zeigten sich als addquate Einstellungen fiir die
Vernetzungsreaktion. Weiterhin mussten die hergestellten Proben eine
ausreichende Formstabilitdt tiber die gesamte Versuchsdauer von 7 Tagen
aufweisen, um die Durchfiihrbarkeit der verschiedenen Analysemethoden zu
gewdhrleisten. Gerade auch im Hinblick auf eine spdtere Verwendung im
Biodruck ist eine gewisse mechanische Stabilitdt nicht zu vernachldssigen. So
wurde fiir Gel AGE eine Polymerkonzentration von 6 % (m/v) ermittelt, welche
den Anforderungen an mechanischer Stabilitdt gerecht werden konnte (siehe
411). Um die in der Literatur aufgestellte These, dass niedrige
Polymerkonzentrationen mit einer hoheren Zytokompatibilitdt einhergehen [10,
58, 79, 122] zu bestdtigen, wurde weiterhin eine Materialgruppe mit 15 % (m/v)
Polymergehalt untersucht.

Aufgrund der Beobachtungen am FMZ mit dem Material GelAGE wurde das
Auswandern von Zellen aus den Hydrogelen genauer untersucht (siehe 4.1.3).
Dabei wurde festgestellt, dass nur am ersten Tag in Kultur eine nennenswerte
Zellzahl aufserhalb der Proben festzustellen war. Da diese Zellen jedoch sofort
nach Kultivierung der Proben im Medium schwimmend vorzufinden waren,

kann man davon ausgehen, dass die Zellen nicht aus den Konstrukten
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abwanderten, sondern von der Probenoberfliche abgewaschen wurden bzw.
direkt nach Kontakt mit dem Zellmedium abfielen. Der Vergleich des Gesamt-
DNA-Gehalts der aus den Gel AGE Hydrogelen abgewanderten Zellen mit dem
DNA-Gehalt in den Proben zeigte, dass nur ein sehr geringer Anteil der
Gesamtzellzahl auflerhalb der Hydrogele aufzufinden war (Abbildung 14).
Somit konnte nachgewiesen werden, dass ein Auswandern von
L929-Fibroblasten aus GelAGE Hydrogelen kein grundlegendes Problem
darstellt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ein Herstellungsprotokoll fiir das
Material GelAGE erfolgreich etabliert werden konnte, welches eine Grundlage

tiir die Durchfithrung weiterer biologischer Experimente bietet.

5.3 Vergleich der verschiedenen Hydrogelmaterialien

5.3.1 Vergleich Alginat-Gelatine und GelAGE

Um die Zytokompatibilitdt der verschiedenen Materialien zu untersuchen,
wurden L[929-Zellen fiir 7 Tage in vitro kultiviert und mittels Live/Dead
Farbung, DNA-Assay, CCK-8-Assay zur Bestimmung der zelluldren
Stoffwechselaktivitit und Phalloidin-Farbung ftir die Darstellung des
Aktinzytoskeletts analysiert. Die Diskussion der Ergebnisse zur Modifikation

mit Humanem Pladttchenlysat (HPL) findet sich unter 5.3.2.

Zellvitalitit

Wie in den Abbildungen 17, 24, und 30 dargestellt und in der Tabelle 11
zusammengefasst, variierte die Zellvitalitdt nicht nur tiber die Zeit, sondern auch
in Abhédngigkeit von dem verwendetem Hydrogelmaterial. Allgemeine
Vitalitdtsverluste konnen bspw. durch die Warmeentwicklung der Lampe,
toxische Substanzen in der Hydrogelzusammensetzung, einer limitierten
Nahrstoffzufuhr oder mechanische Belastung, widhrend der Probenherstellung,
bedingt sein [4, 79]. Bei einer anhaltend hohen Vitalitdt beeinflussen diese

Faktoren nur in einem geringen Mafse die Lebensfdhigkeit der Zellen. Dabei ist
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die Aufrechterhaltung der Lebensfihigkeit ein zentraler Parameter fiir den
erfolgreichen Einsatz von Hydrogelen als Zelltransportmedium [123].

Besonders auffillig war, dass die beiden Alginat-Gelatine Gruppen sowohl zu
Beginn als auch am Ende des Beobachtungszeitraums die hochsten
Vitalitdtswerte verzeichneten. Nur die 6 % (m/v) GIMM Proben (nicht-
thermoresponsives Gel AGE) konnten durch eine Zunahme der Vitalitidt an Tag 7
Werte in einem &hnlichen Bereich erreichen. Die hoher konzentrierten
15 % (m/v) GIMM Proben zeigten, &hnlich wie die G2LH Proben
(thermoresponsives Gel AGE), sowohl an Tag 1 als auch an Tag 7 das niedrigste
Verhiltnis an lebenden Zellen. Diese Beobachtungen sind auch rein optisch in
den mikroskopischen Aufnahmen der Live/Dead Farbung zu erkennen (siehe
Abbildungen 15, 16, 23 und 29). Diese Aufnahmen zeigen zudem eine rundliche
Zellmorphologie in  allen tiber den

Gruppen und gesamtem

Beobachtungszeitraum.

Tabelle 11: Ubersicht der gemittelten Vitalititswerte. Tag 1 und Tag 7 Werte fiir Alginat-Gelatine (mit
und ohne TG Nachvernetzung), 6 % (m/v) GelAGE GIMM, 15 % (m/v) GelAGE GIMM und 6 % (m/v)
GelAGE G2LH.

Alg-Gel Alg-Gel TG 6% G1IMM | 15 % G1IMM 6 % G2LH
Tag1 90+4 % 91+4 % 78+6 % 67 £6 % 73+9 %
Tag 7 885 % 865 % 83+£6 % 66 £8 % 67+8 %

Ein Vergleich der gewonnenen Ergebnisse mit bekannten Daten aus der Literatur
wird durch die hohe Abweichung der verschiedenen Chargen und den Einsatz
unterschiedlicher Zellarten erschwert. Dariiber hinaus lassen die verschiedenen
Parameter der Gel AGE Synthese (Reaktionsdauer, NaOH-Konzentration, AGE-
Konzentration; siehe Tabelle 1) eine grofie Variation von Materialien unter dem
Namen GelAGE zu. Am besten lassen sich die hier vorliegenden 6 % (m/v)
GIMM Daten (1/10 mM Ru/SPS, PEG-4-SH) mit der Arbeit von Bertlein et al.
2017 [18] vergleichen: Dabei wurde eine Vitalitit von HACs (Humane
Chondrozyten aus dem Gelenk) von tiber 90 % an Tag 1 und knapp unter 90 %

an Tag7 beobachtet. Die dabei verwendeten Hydrogele bestanden aus
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20 Gew.-% GIMM, 1/10mM Ru/SPS und DTT als Vernetzer (Allyl-Thiol
Verhiltnis 1:1,5). In der vorliegenden Arbeit konnten dhnliche Vitalitdten mit

L.929-Fibroblasten erreicht werden.

DNA-Gehalt

Wie in den Abbildungen 18, 25 und 31 dargestellt und in der Tabelle 12
zusammengefasst, nahm in allen Testgruppen der absolute DNA-Gehalt von
Tag 1 auf Tag 7 zu. Besonders auffillig waren dabei die schon an Tag 1 stark
unterschiedlichen Werte in den verschiedenen Gruppen. Durch die Messung des
absoluten DNA-Gehalts direkt nach Probenherstellung (siehe Abbildung 12)
konnte die Vergleichbarkeit der zwei verschiedenen Hydrogelsysteme
nachgewiesen werden. Die Proben wurden demnach trotz unterschiedlicher
Pipettiereigenschaften mit einer nahezu identischen Zellkonzentration versehen.
Die deutlichen Differenzen im DNA-Gehalt an Tag 1 konnten durch eine initial
hohere Zellteilungsrate in den Alginat-Gelatine Hydrogelen begriindet werden,
worauf auch das Vorliegen von hantelférmigen Zellpaaren (siehe Abbildung 15:
Alg-Gel, Tag1) hindeutet. Auch innerhalb der verschiedenen GelAGE-
Materialien waren deutliche Unterschiede an Tag 1 zu beobachten: So zeigten die
G2LH Proben den niedrigsten DNA-Gehalt aller Testgruppen. Von Tag1 zu
Tag 7 nédherten sich die Messwerte der verschiedenen Gruppen allmahlich an,
wobei die grofste relative Zunahme am DNA-Gehalt in der G2LH Gruppe zu
beobachten war. Dieses Ergebnis steht jedoch im Widerspruch zu der sinkenden
Vitalitdt in den G2LH Proben von Tag 1 zu Tag 7. Obwohl in den Alginat-
Gelatine Gruppen nur eine geringe Zunahme des DNA-Gehalts zu verzeichnen
war, wiesen die beiden Gruppen auch an Tag 7 die Hochstwerte auf. Dem
zufolge bot das Material Alginat-Gelatine den L1929-Zellen die besten
Voraussetzungen zur Zellproliferation. Der niedrige DNA-Gehalt in den 15 %
(m/v) GIMM Hydrogelen bestdtigte die in den Live/Dead Aufnahmen

erkennbare niedrige Vitalitat.
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Tabelle 12: Ubersicht der gemittelten absoluten DNA-Gehalte. DNA-Gehalt von L929-Zellen in Alginat-
Gelatine (mit und ohne TG Nachvernetzung), 6 % (m/v) GelAGE GIMM, 15 % (m/v) Gel AGE GIMM
und 6 % (m/v) GelAGE G2LH Hydrogelen. Gemessen mit dem PicoGreen-DNA-Assay an Tag 1, 4 und 7

in vitro Kultur.

Alg-Gel Alg-Gel TG 6 % G1IMM 15 % G1IMM 6 % G2LH
Tag1 1373 £39 ng 1323 £ 85 ng 867 £41 ng 927 +4ng 627 £ 71 ng
Tag 7 1651 £ 81 ng 1632 £ 28 ng 1406 £ 67 ng 1139+ 16ng | 1445+109 ng

Bertlein et al. 2017 [18] und Soliman et al. 2020 [19] beschrankten sich bei ihrer
biologischen Evaluation auf die Analyse der Zellvitalitdt, der metabolischen
Aktivitdit und der Zellmorphologie. Daher fehlen vergleichbare Daten zum
DNA-Gehalt von in Gel AGE eingebrachten Zellen.

Metabolische Aktivitit

Die Bestimmung der zelluldren Stoffwechselaktivitdt mittels CCK-8-Assay
ermoglichte weitere Riickschliisse auf die Gesundheit der Zellen. In fast allen
Gruppen war iiber den Versuchszeitraum eine Zunahme der metabolischen
Aktivitdt zu beobachten (siehe Abbildung 19, 26 und 32). In der Gruppe der
6 % (m/v) GIMM Hydrogele betrug diese Erhchung von Tag 1 auf Tag 7 etwa
160 %. Nur die 15 % (m/v) GIMM Proben zeigten einen Riickgang von Tag 1 auf
Tag 7. Dies deutete darauf hin, dass die Zellen in der Umgebung dieser hoheren
Polymerkonzentration nicht so vital waren, wie in den anderen Materialien.
Dadurch konnten die vorangegangenen Beobachtungen aus Live/Dead und
DNA-Assay zu den 15 % (m/v) Hydrogelen bestdtigt werden. Die relative

Zunahme der metabolischen Aktivitit

Transglutaminase-Nachvernetzung), 6 % (m/v) GIMM und G2LH Proben

in den Alginat-Gelatine (ohne
erfolgte in einer vergleichbaren Grofienordnung, allerdings mit einem
individuell unterschiedlichen Verlauf tiber Tag 4. Die Alginat-Gelatine Proben
mit Transglutaminase-Nachvernetzung zeigten zwar eine zunehmende
Stoffwechselaktivitdt, welche sich jedoch nur in einem geringeren Ausmafs
steigerte.

Bertlein ef al. 2017 [18] und Soliman et al. 2020 [19] verwendeten in ihren Gel AGE

Studien den Resazurin basierten alamarBlue Assay zur Bestimmung der
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metabolischen Aktivitat von HACs. Bertlein et al. berichteten eine Zunahme der
metabolischen Aktivitdt in 20 Gew.-% G1IMM Hydrogelen von etwa 35 % von
Tag 1 zu Tag 7. Im Gegensatz dazu beobachteten Soliman et al. einen stabilen
Verlauf der metabolischen Aktivitit in ihren 10 Gew.-% GelAGE Konstrukten.
Bei den L929-Fibroblasten in der vorliegenden Arbeit war demnach eine hohere
relative Zunahme zu beobachten, wobei unklar ist, inwiefern eine
unterschiedliche Normierung der Messwerte den Vergleich der Ergebnisse

dieser verschiedenen Arbeiten beeinflusst.

Zellmorphologie

Die mikroskopischen Aufnahmen der Live/Dead Farbung geben einen ersten
Anhaltspunkt tiber die Morphologie der Zellen in den Hydrogelen. Die
Interaktion von Zellen mit der extrazelluliren Umgebung tiber
Zelladhdsionsmolekiile, wie bspw. Integrine, beeinflusst jedoch vor allem die
individuelle Ausbildung des Zytoskeletts [124], welches durch die Phalloidin-
Farbung dargestellt werden konnte.

Im Inneren der Proben zeigten die Zellen stets eine rundliche Morphologie.
Auffdllig war dabei, dass in den Alginat-Gelatine und GIMM Proben
clusterartige Zellaggregate und multiple Zellkerne zu beobachten waren. Dies
konnte dadurch erkldrt werden, dass die Kontaktbeziehungen zwischen den
Zellen der vermeintlich schwachen Zell-Material-Interaktion tiberwiegen.
Grundsatzlich besitzt Gelatine jedoch zelladhédsive Bindungsstellen, welche ein
spreizendes Wachstum der Zellen erméglichen [68].

Besonders auffillig war die unterschiedliche Zellverteilung und das multiforme
Erscheinungsbild auf den Oberfldchen der Hydrogele: So zeigte sich auf den mit
Transglutaminase nachvernetzten Alg-Gel Proben eine gespreizte Morphologie,
wihrend sich auf den GIMM Proben nestartige Strukturen aus vielen kleinen
rundlichen Zellen bildeten. Auf den G2LH Hydrogelen zeigten sich hingegen
besonders auffillig grofse Felder von netzartig zusammenhéngenden Zellen, welche
im Einzelnen eine gespreizte Morphologie aufwiesen. Dies legt die Vermutung nahe,

dass den Zellen sowohl auf der Oberfldche der nachvernetzten Alg-Gel als auch der
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G2LH Hydrogele vermehrt Bindungssequenzen zur Verfiigung stehen und die
Gelatine somit in beiden Materialien langer im Hydrogel gebunden bleibt.

Diese auf die Probenoberfldche konzentrierte erhohte Proliferation wurde auch von
Bedell et al. 2020 [119] tiber MSCs (Mesenchymale Stammzellen) in GelMA berichtet.
Soliman et al. 2020 [19] zeigten sowohl rundlich geformte MSCs in 3 Gew.-%
GelAGE Konstrukten als auch eine gespreizte Zellmorphologie in 5 Gew.-%
Gel AGE Proben. Die Beobachtung iiber MSCs aus diesen beiden Arbeiten konnte

demnach teilweise auch mit L.929-Fibroblasten bestatigt werden.

5.3.2 Einfluss von HPL auf das Zellverhalten von Fibroblasten

Die Hydrogeleigenschaften eines bestimmten Polymers konnen durch die
Ergdnzung mit weiteren Zusatzstoffen optimiert werden. Humanes
Plattchenlysat (HPL) enthdlt viele bioaktive Substanzen wie verschiedene
Wachstumsfaktoren und biochemische Signalstoffe, welche das Zellwachstum in
der 2D- und 3D-Kultur unterstiitzen [64]. In der vorliegenden Arbeit zeigte die
Zugabe von HPL einen materialabhdngigen Einfluss auf das Zellverhalten der

1.929-Zellen.

Alginat-Gelatine

In der Live-dead Farbung der Alginat-Gelatine Hydrogele erschienen die Zellen
in den Proben mit HPL deutlich vergrofiert (siehe Abbildung 15 und 16).
Allerdings konnten keine positiven Verdnderungen der Werte fiir Vitalitdt oder
DNA-Gehalt verzeichnet werden. Nur im CCK-8-Assay der Proben mit
Transglutaminase-Nachvernetzung konnten an Tag 1 und Tag 7 eine hohere
metabolische Aktivitdtim Vergleich zu den Proben ohne HPL festgestellt werden
(Abbildung 19).

Gel AGE GIMM

In den GIMM Proben stieg durch den HPL-Zusatz die Vitalitdt an Tag 4, so dass

das Verhiltnis der lebenden Zellen von Tag 1 auf Tag 4 zunahm, statt sich zu

verringern (Abbildung 24). Am auffdlligsten war jedoch iiber den gesamten

Beobachtungszeitraum die Erhohung des DNA-Gehalts mit steigender HPL-
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Konzentration (Abbildung 25). So konnten in den 6 % (m/v) GIMM Hydrogelen
mit 50 % HPL-Zusatz zu allen drei Messzeitpunkten deutlich hohere Werte fiir
den DNA-Gehalt erreicht werden als ohne HPL-Zusatz. Diese betrugen
1194 £ 33 ng an Tag 1, 1507 £ 11 ng an Tag 4 und 1649 + 31 ng an Tag 7. An Tag 7
lag der absolute DNA-Gehalt somit auf demselben Niveau wie in den Alginat-
Gelatine Proben (1651 + 81 ng an Tag 7). Diese positive Einflussnahme zeigte sich

zu dem an Tag 4 und Tag 7 in einer gesteigerten metabolischen Aktivitait

(Abbildung 26).

GelAGE G2LH

In den G2LH Proben mit HPL zeigten sich an Tag 1 und Tag 4 dhnlich gesteigerte
Vitalitdtswerte wie in den GIMM Hydrogelen (Abbildung 30). Allerdings war in
der G2LH Gruppe mit 50 % HPL-Zusatz ein stdrkeres Absinken der Vitalitait
(87+4 % an Tag 4 auf 72+7 % an Tag7) als in den GIMM Proben mit 50 %
HPL-Zusatz zu beobachten.

Am auffdlligsten war der an Tag 1 deutlich gesteigerte DNA-Gehalt in den
beiden HPL Gruppen (siehe Abbildung 31 und Tabelle 13). Dieser lag bei der
7,5 % HPL Gruppe mit 1203 +38 ng tiber dem Wert der GIMM 7,5 % HPL
Proben und konnte sich damit ebenfalls an die hohen Tag 1 DNA-Werte der
Alginat-Gelatine Hydrogele ndhern (siehe Tabelle 13). Allerdings erfolgte in den
G2LH Proben von Tag 1 zu Tag 7 nur eine geringe Zunahme des DNA-Gehalts,
so dass sich die Werte an Tag 7 im Vergleich zu den G2LH Proben ohne HPL nur
noch geringftigig unterschieden. Im CCK-8-Assay zeigten sich an Tag 1 und Tag
7 in den G2LH Gruppen mit HPL gegentiber den Proben ohne HPL-Zusatz eine
gesteigerte metabolische Aktivitit (siehe Abbildung 32).
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Tabelle 13: Ubersicht der gemittelten absoluten DNA-Gehalte bei HPL-Zusatz. DNA-Gehalt von
L929-Zellen in Alginat-Gelatine, 6 % (m/v) GelAGE GIMM und 6 % (m/v) GelAGE G2LH Hydrogelen.
Gemessen mit dem PicoGreen-DNA-Assay an Tag 1, 4 und 7 in vitro Kultur.

6% GIMM | 6% GIMM (7,5% HPL) | 6 % G1MM (50 % HPL) Alg-Gel
Tag1l | 867+41ng 1057 + 46 ng 1193 £33 ng 1373 +39 ng
Tag7 | 1406 £ 67 ng 1478 + 67 ng 1649 + 31 ng 1651 + 81 ng
6 % G2LH 6 % G2LH (7,5 % HPL) 6 % G2LH (50 % HPL)
Tagl | 627+71ng 1203 £ 38 ng 1172+ 40 ng
Tag7 | 1445+109 ng 1478 + 66 ng 1438 + 83 ng

Schon in verschiedenen Studien konnte ein positiver Effekt von HPL auf das
Zellverhalten in Hydrogelen nachgewiesen werden [60-65]. So berichteten Kirsch
et al. 2019 [60] eine konzentrationsabhidngige Erhchung der Proliferation und
osteogenen Differenzierung von MSCs in GelMA Hydrogelen. Weiterhin zeigten
Babo et al. 2017 [62] eine proportional steigende Vitalitdt und metabolische
Aktivitdt von hPDLFs (Humane Fibroblasten des Zahnhalteapparates) in mit
HPL modifizierten Methacrylat-Hyaluronsaure Hydrogelen.

Die Erkenntnisse aus der Literatur, dass HPL in Hydrogelen einen positiven
Effekt auf das Zellverhalten besitzt, konnten demnach nur teilweise bestitigt
werden. Dennoch liefern vor allem die Ergebnisse der GIMM Proben
interessante  Anhaltspunkte

zur Modifikation und Optimierung von

Hydrogelmaterialien durch weitere Zusatzstoffe.

5.3.3 Fazit und Ausblick

Auf Basis der durchgefiihrten Untersuchungen lédsst sich schlussfolgern, dass das
Polymer GelAGE zwar als zytokompatibel bewertet werden kann, es jedoch
nicht die Qualitdt des Alginat-Gelatine Hydrogelsystems aufweist. Allerdings
lassen sich die Eigenschaften der GelAGE Proben teilweise durch eine
Modifikation mit Humanem Pldttchenlysat (HPL) verbessern. Innerhalb des
Materials GelAGE stellten die 6 % (m/v) GIMM Proben die zellfreundlichste
Variante dar und waren damit sowohl dem thermoresponsiven G2LH als auch
den hoheren Polymerkonzentrationen iiberlegen. Wie jedoch in der Einleitung

erwdhnt (Kapitel 2.4.4.2) benotigt der Extrusions-basierte Biodruck, als
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Biodruckverfahren mit der grofiten klinischen Relevanz, Biotinten mit einer
ausreichend hohen Viskositdt oder thermoresponsiven Eigenschaften. Daher
wdre eine hohe Zytokompatibilitdt vor allem fiir das G2LH wiinschenswert.

Aulfféllig war, dass die L929-Zellen nur in den zwei Materialien Alginat-Gelatine
mit Transglutaminase-Nachvernetzung und GelAGE G2LH, also bei einer
erhohten Netzwerkdichte, eine optisch bemerkbare Interaktion mit dem
Hydrogelmaterial eingingen. Diese durch eine Abweichung von der sonst
abgerundeten Zellmorphologie gekennzeichnete Beobachtung beschrankte sich
zudem auf die Oberflache der Proben. Dadurch konnte GelAGE G2LH ein
interessanter Kandidat fiir die Anwendung in Form von Mikrogelen sein. Dabei
handelt es sich um Partikel mit einer Grofse von einigen Nanometern bis
Mikrometern, welche bspw. fiir die Krebstherapie verwendet werden sollen
[125]. Aufgrund der mathematischen Beziehung zwischen Oberfliche und
Volumen wiirde bei einer sehr hohen Zahl von Konstrukten mit einer geringen

Grofle das Zellverhalten auf der Probenoberfliache stiarker ins Gewicht fallen.

Da es sich bei den verwendeten L929-Zellen um eine Zelllinie handelt, konnten
die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse mit einem klinisch relevanteren
Zelltyp, wie bspw. mesenchymalen Stammzellen (MSCs) oder Chondrozyten
(HACs), bestdtigt werden. Dabei wére, auch im Hinblick auf eine mogliche
Untersuchung der Differenzierung von MSCs, eine Kultivierungsdauer von 21
statt 7 Tagen interessant. Dariiber hinaus wére die weiterfithrende Optimierung
des hier untersuchten Gel AGEs sowohl durch einen Austausch der verwendeten
Photoinitiatoren oder Vernetzern als auch durch eine Reduktion deren
Konzentrationen denkbar. Potentielle Kandidaten hierfiir wdren LAP als
Photoinitiator oder Thiolierte Hyaluronsdure (HA-SH) als alternatives
Vernetzungsmittel. Die Erkenntnisse {iber den Einfluss von HPL auf das
Zellverhalten legen zudem eine Untersuchung anderer bioaktiver Zusatzstoffe

wie bspw. Fibronektin nahe.
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6 Zusammenfassung

Hydrogele stehen als Material fiir den 3D-Biodruck zunehmend im Fokus
aktueller Forschung, da sie aufgrund ihrer wasserhaltigen Struktur optimale
Voraussetzungen fiir Anwendungen der Zellkultur aufweisen. Durch die
Verarbeitung solcher Biotinten mittels additiver Fertigungstechniken der
Biofabrikation erhofft man sich in Zukunft beschddigtes oder krankes Gewebe
zu heilen oder zu ersetzen. Allerdings wird der Fortschritt in diesem Bereich
immer noch durch einen Mangel an geeigneten Materialien gebremst, weshalb
die Entwicklung und die Evaluation neuer Biotinten von zentraler Bedeutung
sind. Das Polymer GelAGE ist ein am Lehrstuhl fiir Funktionswerkstoffe der
Medizin und Zahnheilkunde der Universitat Wiirzburg synthetisiertes Gelatine-
basiertes Hydrogelsystem. Zu diesem tiber eine Thiol-En Reaktion vernetzenden
Material stehen systematische Untersuchungen der fiir die in vitro Zellkultur
relevanten Eigenschaften noch aus. Das Ziel dieser Arbeit war daher die
biologische Evaluation von GelAGE und der Vergleich mit den im Feld der
Biofabrikation sehr gut erforschten Alginat-Gelatine Biotinten. Des Weiteren
wurde in dieser Arbeit untersucht, ob eine Modifikation der
Hydrogelzusammensetzung mit Humanem Pldttchenlysat (HPL) zu einer

Optimierung der biologischen Eigenschaften fiihrt.

Zu diesem Zweck wurden L929-Zellen, eine aus dem subkutanen Bindegewebe
von Maiusen isolierte Fibroblasten-Zelllinie, fiir 7 Tage in verschiedenen
Hydrogelzusammensetzungen in vitro kultiviert. Um die zytokompatiblen
Eigenschaften in den verschiedenen Versuchsgruppen zu untersuchen, wurden
die Proben mittels der in vitro Testverfahren Live/Dead Firbung, DNA-Assay,
CCK-8-Assay zur Bestimmung der metabolischen Aktivitit und
Phalloidin-Farbung zur Darstellung des Aktinzytoskeletts und der

Zellverteilung analysiert.
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In den Vorversuchen dieser Arbeit konnte mit einem Makro in Fiji die
automatische Bestimmung der Vitalitdt anhand mikroskopischer Aufnahmen als
valide Methode bestétigt und eine effiziente Auswertung in den anschliefsenden
Versuchen ermoglicht werden. Des Weiteren konnte ein Herstellungsprotokoll
fiir das Material GelAGE etabliert werden, welches eine Grundlage fiir die
Durchftihrung weiterer biologischer Experimente bietet. Das Resultat der
biologischen Untersuchungen war, dass das Polymer GelAGE zwar als
zytokompatibel bewertet werden kann, es jedoch nicht die Qualitédt des Alginat-
Gelatine Hydrogelsystems aufweist. Allerdings konnten die Eigenschaften der
Gel AGE Proben teilweise durch eine Modifikation mit Humanem Plédttchenlysat
(HPL) verbessert werden. Die in der Literatur aufgestellte These, dass niedrige
Polymerkonzentrationen mit einer hoheren Zytokompatibilitdt einhergehen,
wurde bestitigt. Auierdem konnten deutliche Unterschiede in der Zell-Material-
Interaktion zwischen der thermoresponsiven (G2LH) wund der nicht-
thermoresponsiven (G1IMM) GelAGE Variante nachgewiesen werden. Eine
optisch bemerkbare Interaktion mit dem Hydrogelmaterial beschrankte sich auf
die Oberfliche der G2LH Proben, wodurch eine Anwendung in Form von

Mikrogelen denkbar wire.
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Appendix

| AbkiUrzungsverzeichnis

ALG-GeL ..o Alginat-Gelatine
Calcein-AM......ccccviiiiiieiiceeee s Calcein Acetoxymethylester
DMEM ...c.ooiiiiiiiiiiiiiccinceeeeeeee Dulbecco's Modified Eagle Medium
DINA o Desoxyribonukleinsdiure
EDTA ..o Ethylendiamintetraessigsiure
GelAGE ..o Gelatine modifiziert mit Allylglycidylether
GeIMA ..o Gelatinemethacrylat
GOW .m0 et Gewichtsprozent
HAGCS . Human articular chondrocytes
HEPES ..o, 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
hPDLFS ..ot Human periodontal ligament fibroblasts
HPL oo Humanes Plittchenlysat
LAP oo, Lithium-Phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinat
1001/ SRS Masse/Volumen
IMISCS...oiiiiir e Mesenchymal stem cells
PBS ..o Phosphatgepufferte Salzlosung
RU .o Ruthenium
SPS.c e Sodium persulfate
TG e Transglutaminase

Ve e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaeaa—————as Ultraviolett
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