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1Theoretische Grundlagen

1.1 Extrazellulare Matrix

Die Funktionsfähigkeit aller Zelltypen hängt von ihrer Umgebung, der extrazellulären
Matrix (EZM), ab. Die jeweilige Zusammensetzung und Struktur dieser wird durch
die Bedürfnisse der Zellen und der Funktion des Gewebes bestimmt. So kann zum
Beispiel ein bestimmter pH-Wert vonnöten sein, ein bestimmter Sauerstoffbedarf
bestehen oder die Zellen befinden sich an einer Stelle, die einer mechanischen Kraft
ausgesetzt ist.[1] Die EZM steht dabei in einem dynamischen Gleichgewicht mit den
Zellen, Organen und Geweben, die sie umschließt.[2] Somit werden genauso je nach
Zusammensetzung und Struktur der EZM Zellanlagerung, Zellwachstum und die
dreidimensionale räumliche Anordnung der Zellen beeinflusst.

Dabei sind Wasser, Proteine und Polysaccaride die Hauptbestandteile der EZM.
Die drei Hauptklassen der Makromoleküle sind Proteoglykane, Glykoproteine und
Faserproteine.[3–5] Als Faserproteine treten meist Collagen, welches strukturgebend
ist, Elastin, welches Elastizität verleiht und Fibrillin, welches für den Aufbau elasti-
scher Fasern notwendig ist, auf. Glykoproteine sind für die Zellfunktion essentiell.
Dazu gehören zum Beispiel Fibronectin und Laminin.[2] Die Proteoglykane füllen
den Großteil der Zwischenräume der EZM. Sie sind für die Bildung von elastischen
wassergefüllten Kompartimenten und für die Regulation der Collagenfibrillenbildung
notwendig.[2] Durch die Bildung eines hydratisierten Gels, kommen sie ihrer Funkti-
on nach, den pH-Wert zu stabilisieren, zu hydratisieren und Stöße abzufedern.[3]

Collagen bildet den größten Anteil an Feststoffen in der EZM.[6] Es kann in verschie-
denen Formen vorliegen. Collagen, des Types I, welches in dieser Arbeit verwendet
wurde, bildet Fibrillen aus und stellt somit ein Faserprotein dar. Dieser Collagentyp
tritt zudem am häufigsten in tierischen und pflanzlichen Geweben auf und zeichnet
sich durch feste und zugbelastbare Fasern aus.[7] Besonders Strukturen wie sie in
Sehnen und Bändern vorkommen, bestehen zu einem großen Teil aus Collagen Typ
I. Dabei ordnen sich die Fasern parallel zueinander an. Andere fibrilläre Collagen-
strukturen befinden sich beispielsweise in Knorpel (Typ II) und elastischen Geweben
wie Haut, Muskeln, Blutgefäße und Lunge (TypIII).[8]
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Wie schon erwähnt, bildet Collagen Typ I den größten Anteil der Proteine in Säuge-
tieren. Das auch genannte Tropocollagen besteht aus drei Polypeptidketten, die eine
Tripelhelix bilden. Jede dieser Ketten besteht aus der sich mehrfach wiederholenden
Tripelaminosäurensequenz G-X-Y. Dabei steht G für Glycin, X und Y sind beliebige
Aminosäuren, wobei Prolin oder Hydroxyprolin sehr oft vorkommen. Zwei dieser
drei Ketten sind im Collagen Typ I identisch.[9]

Durch das dynamische Gleichgewicht zwischen der EZM und den Zellen und Organen
kann der menschliche Körper kleinere Verletzungen selbst heilen, schwerwiegende
Verletzungen jedoch nicht. Dazu werden regenerative Methoden wie „Tissue Enginee-
ring“ herangezogen, bei denen das verletzte Gewebe oder Organ regeneriert, ersetzt
oder die Selbstheilung des Gewebes aktiviert wird. Hierbei können als dreidimen-
sionales Gerüst abbaubare oder nicht-abbaubare Verbindungen verwendet werden.
So können zum Beispiel Gerüststrukturen mit hoher Stabilität aus synthetischen
Materialien wie Polyurethan oder Polyethylenglycol verwendet werden.[5,10] Da
natürliche Materialien weicher als synthetische Materialien sind und bioabbaubar
sind, finden sie häufig Anwendung im zellumgebenden Gewebe. So können zum
Beispiel Biomaterialen wie Alginat oder Chitosan als künstliche EZM-Materialien
verwendet werden.[10–12] Natürliche Biomaterialen wie Collagen und Hyaluronsäure,
die Bestandteile der EZM sind, finden im regenerativen „Tissue Engineering“ ebenso
Anwendung.[13–15]

1.2 Ice-Templating

Im Rahmen dieser Arbeit werden poröse Gerüststrukturen mittels „Ice-Templating“,
auch „Freeze-Casting“ genannt, hergestellt. Eine schematische Darstellung dieser
Methode ist in Abbildung 1.1 zu sehen.

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau des „Ice-Templatinga“(XL steht für Vernetzung
(cross-linking), FD steht für Gefriertrocknung (Freeze-Drying)).
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Bei dieser Methode wird eine Suspension eingefroren, wodurch sich Eiskristalle
ausbilden. Die Kristalle wachsen und drängen die festen Partikel zur Seite, wodurch
diese in den Zwischenräumen der Kristalle aufkonzentriert werden. Nach der Lyophi-
lisation bleibt das Gerüst, welches die Partikel während des Einfrierens eingenommen
haben, erhalten. Die so erhaltenen Poren spiegeln somit die Form der Eiskristalle
wider.[16–18] Diese Technik fand bisher Anwendung in der Herstellung von porösen
Metallstrukturen und Aerogelen, sowie bei Ceramiken und Polymeren.[19,20] Um
den Prozess und somit Porengröße und -form zu beeinflussen, kann dieser entweder
durch intrinsische Effekte wie zum Beispiel Veränderung der Suspensionsbestandtei-
le, der Kühlrate oder durch extrinsische Effekte wie zum Beispiel Ultraschall, externe
magnetische oder elektrische Felder kontrolliert werden.[20] So kann eine Verän-
derung des Lösemittels zu einer anderen Porengeometrie führen. Camphen wird
zum Beispiel als Agens eingesetzt, da so das Einfrieren der Suspension bei Raum-
temperatur ermöglicht wird. Bedingt durch das eingefrorene Camphen, besitzen die
Poren eine runde Form. Gleiches ist bei Cyclohexan zu beobachten. Tertbutylalkohol
(TBA) hingegen ermöglicht eine prismatische, Eis eine polygonale Porenform.[20]

Unter Zugabe von Suspensions-Additiven können die Viskosität oder der pH-Wert
verändert werden, woraus eine Veränderung der Kristallwachstumsgeschwindigkeit
resultieren kann. Dies kann zu einer Variation der Porengröße führen. Ebenso kann
es bei der Zugabe von Additiven zur Ausbildung weiterer Kristalle kommen, die
somit die Porenstruktur verändern. Agenzien, welche eine Solvatationshülle um die
Partikel bilden und so zum Beispiel ein Wasserstoffbrückengerüst ausbilden, kön-
nen zu einer Porenvergrößerung führen.[20] Weiterhin spielt die Konzentration eine
wichtige Rolle. So darf diese nicht zu klein sein, da hieraus eine geringe Stabilität
resultiert, und nicht zu hoch sein, da sonst die oft gewünschten anisotropen Poren
mit dem überflüssigen Material zugesetzt werden können.[20]

Da im regenerativen „Tissue Engineering“ anisotrope Poren häufig wünschenswert
sind, ist es Ziel dieser Arbeit, gerichtete Poren zu generieren. Dies wurde bereits
mithilfe extrinsischer Einflüsse wie Ultraschall, magnetischen und elektrischen Fel-
dern erzielt. Hierbei wurden die Partikel zunächst entlang des Feldes ausgerichtet
und anschließend eingefroren.[20] Weiterhin können gerichtete Poren mithilfe eines
Temperaturgradienten produziert werden. Dabei wachsen die Kristalle in Richtung
dieses Gradienten. Dabei ist es wichtig, dass die Wachstumsgeschwindigkeit nicht
zu gering ist, da sonst keine anisotropen Poren generiert werden können.[21] Ein
Temperaturgradient kann zum Beispiel durch Veränderung der Kühlrate entstehen.
So kommt es zu einer anisotropen Porung, die parallel zum Kristallwachstum vor-
liegt, wenn die Suspension sehr schnell abgekühlt wird, während isotrope Poren
durch langsames Abkühlen entstehen, da das Eis so überall in der Lösung auskristal-
lisieren kann und an jedem Ort gleich schnell wächst. Weiterhin führt eine Senkung
der Kühlrate zu einer Verringerung der Porengröße.[21,22] Pawelec et al. konnten
ebenfalls anisotrope Poren generieren, indem sie die Füllhöhe veränderten.[16] Die
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entspechenden Reaktionsgefäße wurden dabei von unten gekühlt. Je höher das
Gefäß mit der Suspension gefüllt war, desto gerichteter wurden die Poren, da die
Suspension von unten kontrolliert und von den Gefäßwänden durch eine geringe
Leitfähigkeit des Materials gekühlt wurde (vgl. Abbildung 1.2).[23,24]

Abbildung 1.2: links: Schematische Darstellung zur Entstehung eines Temeraturgradienten,
rechts: REM-Bilder von 1 wt%-igem Collagen vom unteren Teil (e) und vom oberen Teil des

Gerüstes (i).[16]

1.3 Künstliche Zellgerüste aus Collagen nach
Cameron

Ruth Camerons Forschung beschäftigt sich mit der Herstellung künstlicher Zellge-
rüste aus Collagen. Dabei verwendete Cameron die Methode des „Ice-Templatings“.
Zunächst stellte sie eine 1 wt%-ige Suspension aus Collagen in 0.05 M Essigsäure
her, welche über Nacht zum Quellen kühl gelagert wurde. Anschließend wurde die
Mischung bei 10 000 rmp für 30 min im Eis-Wasser-Bad durch Rühren homogenisiert
und durch Zentrifugation bei 2500 rmp für 5 min entgast. Die Collagendispersion
wurde mit einer kontrollierten Kühlrate von 1 ◦C/min von 20 ◦C auf −40 ◦C eingefro-
ren und anschließend gefriergetrocknet. Um gerichtete Poren zu generieren, wurde
die Suspension analog angesetzt. Beim Einfrieren tauchte in die Suspension eine
Kupfernadel ein, die zuvor auf −40 ◦C gekühlt wurde.[25]

Um das Gerüst zu stabilisieren, wurde es nach der Gefriertrocknung vernetzt.
Dabei wurden zwei Methoden verwendet. Einerseits kann Collagen mithilfe von
UV-Licht vernetzt werden. Dabei verwendete Cameron UV-Licht der Wellenlänge
254 nm verschiedener Intensitäten im Bereich von 0.06-0.96 J/cm2 für 30 min. Durch
die UV-Bestrahlung wurden aromatische Reste, wie zum Beispiel bei den Amino-
säuren Tyrosin und Phenylalanin, vernetzt.[26] Andererseits kann die Vernetzung
auch chemisch durchgeführt werden. Dabei wird das Gerüst mit einer Mischung
aus 70 %-igem Ethanol, 1.15 g EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodimid)
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und 0.276 g NHS (N-Hydroxysuccinimid) pro Gramm des Collagengerüstes, wo-
bei ein molares EDC:NHS:Collagen-Verhältnis von 5:2:1 erreicht werden sollte,
umspült. Nach der chemischen Vernetzung wurde das Gerüst erneut eingefroren
und gefriergetrocknet.[27] Im Vergleich der beiden Vernetzungsstrategien ist die
UV-Bestrahlung der chemischen Vernetzung vorzuziehen, da so diejenigen Reste
vernetzt werden, welche keine Zelladhäsion hervorrufen können, und somit die
relevanten Carboxyl- und Aminogruppen weiterhin zur Verfügung stehen.[26,28,29]

1.4 Anwendung künstlicher, über „Ice-Templating“
hergestellter Zellgerüste

Die Methode des „Ice-Templatings“ eignet sich besonders für die Anwendung im
„Tissue-Engineering“ wegen der einfachen Probenpräparation und der Möglichkeit,
verschiedene Arten von Poren zu generieren. So wurden bereits 1999 poröse Gel-
antinegerüststrukturen hergestellt.[30] Die Forschung beschäftigt sich intensiv mit
der Anwendung im menschlichen Körper und untersucht dabei verschiedene Bioma-
terialien, wie zum Beispiel Collagen, Hyaluronsäure, Chitosan, Alginat, aber auch
synthetische Materialien wie Urethan. Im Folgenden werden einige Beispiele aus
dem aktuellen Forschungsstand dargelegt, wobei die Herstellung der entsprechenden
Strukturen auf der „Ice-Templating“-Methode basiert.

Cameron selbst forschte mit Campbell et al. an der Migration von Brustkrebszellen
in Collagengerüststrukturen.[25] Dabei konnte durch gerichtete Poren innerhalb
der Gerüste gezeigt werden, dass die Zellmigration im dreidimensionalen Raum
vorgeschrieben ist. Je nach Zellart, die auf die Collagenstruktur aufgetragen wur-
de, konnten unterschiedliche Eindringtiefen beobachtet werden. Dies kann in der
Krebsanalyse Verwendung finden, da so die Invasivität und der migratorische Stand
identifiziert werden können. Hume et al. untersuchten verschiedene Medikamente
in der Chemotherapie, die bei einer Brustkrebserkrankung zum Einsatz kommen.[31]

Dabei wurden die gefriergetrockneten Collagengerüste mit entsprechenden Tumoren
in Verbindung gebracht und Fettzellen hinzugefügt. Zur Inhibition der Krebszellen
werden Trastazumap, ROCKi und Cancertinib in der Therapie verwendet, welche
hierbei auf ihr Verhalten im entsprechenden Medium untersucht wurden. Es zeigte
sich, dass Fettzellen die therapeutische Effizienz von Trastazumap reduzieren, aller-
dings zeigte sich auch, dass Fettzellen die Zellmigration der Krebszellen reduzierten,
indem sie wie eine Barriere wirkten. Unter Einwirkung des ROCKis kam es zu einer
größeren Tumorzellenmigration. Cancertinib hingegen stoppte die Migration und
Vermehrung der Tumorzellen und ist somit die effektivste Methode bei der Behand-
lung dieser Tumore. Davidenko et al. haben ein Gerüst entwickelt, welches aus
einer Mischung von Collagen und Hyaluronsäure besteht.[32] Dabei wurden mittels
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„Ice- Templating“ isotrope Posen generiert. Dieses Gerüst wurde mit Adipozyten
und entsprechendem Medium versetzt. Hierbei wurde eine starke Vermehrung die-
ser Zellen beobachtet, weswegen die Collagen-Hyaluronsäure-Gerüste in adiposem
„Tissue-Engineering“ Anwendung finden können. Auch andere Forscher verwendeten
die Technik des „Ice-Templatings“. So konnte auch bei Chitosan mittels Einfrieren
und Gefriertrocknung eine poröse Morphologie erzielt werden.[33] Riblett et al.
und Francis et al. untersuchten gerichtete Chitosan-Alginat-Gerüste für neuronales
„Tissue-Engineering“.[34,35] Dabei wurde eine Ähnlichkeit zum Rückenmark entdeckt.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass DRG-Neuronen an das Gerüst angelagert
werden konnten und diese nahezu gerichtet wachsen konnten. Unter Adsorbtion von
Polykationen und Laminin konnte ein längeres neuronales Wachstum beobachtet
werden. Anwendung kann dieses Gerüst als Leitungskanal für das Wachstum und die
Regeneration von Axonen in der Wirbelsäule finden. Brougham untersuchte die Ge-
rüststrukturen einer Mischung aus Fibrin, Collagen und Glykosaminoglykan, welches
bei Herzklappen Anwendung findet.[36] Dabei sollte untersucht werden, ob dieses
auch als Lungenklappenersatz in Frage kommen kann. Dies konnte bestätigt werden,
da auch die Leistungskriterien nach ISO 5840-2 für Lungenklappenersatzprodukte
erfüllt wurden. Weiterhin besteht großes Potential, diese Gerüststrukturen auch für
Knorpel und im Herz-Kreislauf-System anzuwenden. Lin et al. analysierten das Ver-
halten lyophilisierten Polyurethans. Dabei konnte ein anisotropes Gerüst hergestellt
werden, welche die Migration von Zellen zuließ .[37] Dies soll Anwendung in der
Regeneration von Muskeln finden. Weiteres Verwendungspotential sehen Lin et al.
in gerichteten Geweben, wie sie in Nerven und der Wirbelsäule zu finden sind.

1.5 Rasterelektronenmikroskopie

Um die in dieser Arbeit hergestellten Gerüststrukturen auf ihre Porosität zu untersu-
chen, wurde ein Rasterelektronenmikroskop (REM) verwendet. In diesem Abschnitt
wird diese Methode näher erläutert. 1931 wurde die Technik des Elektronenmikro-
skops von Ernst Ruska und Max Knoll entwickelt.[38] Das REM stellt eine Erweiterung
dieser Technik dar und wurde 1965 entwickelt. Bei dieser Technik wird ein fokus-
sierter hochenergetischer Elektronenstrahl verwendet, der rasterförmig über die
Oberfläche des zu untersuchenden Materials bewegt wird. Die im Elektronenstrahl
vorhandenen Primärelektronen besitzen die Eigenschaft, mit den Probenatomen
elastische und inelastische Stöße auszuführen. Bei einem elastischen Stoß werden
die Elektronen abgelenkt oder reflektiert (Rückstreuelektronen), dabei kommt es
zu keinem Energieverlust. Bei einem inelastischen Stoß kommt es hingegen zum
Herauslösen schwach gebundener Elektronen aus der äußeren Elektronenschale
der Probenatome (Sekundärelektronen). Da diese Elektronen eine sehr geringe
kinetische Energie besitzen, können lediglich die Elekronen die Probe verlassen,
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die sich einige Nanometer unterhalb der Oberfläche befinden. Der Detektor fängt
und vervielfacht das Signal der Sekundärelektronen. Das REM-Bild, welches die
Topographie der Probe darstellt, wird erzeugt, indem das gemessene Detektorsignal
in Abhängigkeit der Ablenk-Koordinaten des Elektronenstrahls aufgetragen wird.[39]

Um Störungsfaktoren wie die Wechselwirkung mit Atomen oder Molekülen der Luft
zu minimieren, findet die Messung im Hochvakuum statt. Bei der Untersuchung von
Isolatoren, kann es zu Aufladungseffekten der Probe kommen. Um dies zu umgehen,
können die Proben mit einer dünnen Edelmetallschicht besputtert werden. Solche
Metalle sind zum Beispiel Platin, Platin-Palladium-Mischungen, Chrom und Gold.
Abbildung 1.3 zeigt den schematischen Aufbau eines REMs.

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau eines Rasterelektronenmikroskops.[40]

Der Elektronenemitter stellt die Elektronen zur Verfügung. Als Elektronenkanone
werden Wolframglühkathoden, LaB6-Kathoden oder Feldemissionskanonen einge-
setzt. Nach der Elektronenerzeugung werden die Elektronen mithilfe einer Anode
nahe dem Emitter beschleunigt. Die Anode besitzt dabei ein positives Potential
von bis zu 30 kV. Nachdem die Elektronen das Loch der Anode verlassen haben,
wird ein konvergenter Elektronenstrahl mithilfe von mehreren elektromagnetischen
Linsen und Öffnungen des Kondensorsystems gebildet. Die Objektivlinse hat die
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Aufgabe, den Elektronenstrahl zu fokussieren, sodass ein sehr feiner Elektronen-
fleck auf der zu messenden Probe entsteht. Sie besteht aus elektrostatischen und
elektromagnetischen Linsen und einem Polschuh. Um die Probenoberfläche abzuras-
tern, lenken die Scan-Spulen den Elektronenstrahl ab. Das Detektorsystem erzeugt
mit dem Detektorsignal und der Position der Elektronensonde auf der Probe das
REM-Bild der gemessenen Probe, welches das Verhältnis der lokalen Sekundär- und
Rückstreuelektronen-Emissionsintensitäten visualisiert.[41]

1.6 ImageJ/Fiji-Plugin OrientationJ

Zur Analyse der REM-Aufnahmen wurde das Fiji-Plugin OrientationJ der Software
ImageJ verwendet.[42] Hierbei wird ein Strukturtensor für jedes Pixel mithilfe des
Programms errechnet. Die lokale Orientierung wird dabei als Farbcodierung visua-
lisiert. Für die Einstellung des Strukturtensors wurde der Gradient mithilfe eines
kubischen Splines mit einer Standardabweichung von 2 Pixel angenähert. Ein kubi-
scher Spline wird gebildet, indem eine Kurve erstellt wird, die durch vorgegebene
Punkte, in diesem Fall Pixel, gelegt wird, und dabei eine minimale Gesamtkrümmung
aufweist. Dabei wird jedes Teilstück durch ein Polynom dritten Grades beschrieben.
Es werden in diesem Plugin auch weitere genauere Näherungen zur Verfügung
gestellt, jedoch konnte kein großer qualitativer Unterschied in den entsprechenden
Bildern identifiziert werden, weswegen die Standardeinstellung beibehalten wurde.
Weiterhin wurde die Standardabweichung bewusst klein gehalten, da sonst ein zu
großer Bereich für die Erstellung des Strukturtensors ausgewählt werden würde, was
zu einer geringeren Differenziertheit der Orientierung beziehungsweise der Färbung
führen würde. Die erzeugte Farbcodierung beinhaltet drei Merkmale, so ist anhand
der Farbe der Winkel der Orientierung entsprechend Abbildung 1.4 abzulesen. Die

Abbildung 1.4: Farbskala des OrientationJ-Plugins.[42]

Sättigung der Farben spiegelt die Kohärenz wider. Bei einer Kohärenz nahe Null
sinkt die Sättigung und das Bild erscheint in Grautönen. Bei einer Kohärenz nahe
Eins, erscheint das Bild hingegen in den Spektralfarben, also der vollen Sättigung.
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Das dritte Merkmal bezieht sich auf die Helligkeit der Farben, die in der Farbskala
dem Abstand entlang der Achse entspricht. Dadurch bleibt die Sichtbarkeit der
Originaldatei erhalten.[43]
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2Motivation und Zielsetzung

In der regenerativen Medizin spielt das „Tissue Engineering“ eine große Rolle. Be-
sonders die Weiterentwicklung synthetischer Biomaterialien findet Anwendung in
der Forschung. Biomaterialien besitzen die Eigenschaft, mit Zellen zu interagieren.
Dabei werden häufig die natürlichen Bestandteile der extrazellulären Matrix (EZM)
verwendet. Eine wichtige Gruppe der Biomaterialien bilden die Biopolymere. Sie
können sowohl eine zwei- als auch eine dreidimensionale Gerüststruktur ausbilden,
und so die Migration der Zellen räumlich kontrollieren. Eine faszinierende Frage-
stellung ist es, wie die komplexe Anisotropie natürlichen Gewebes imitiert werden
kann, und, inwiefern diese Gerüststrukturen mit selbstassemblierenden Peptiden
funktionalisiert werden können, um eine bessere Zellanlagerung zu ermöglichen.
Ziel dieser Arbeit ist es, dreidimensionale Gerüststrukturen, welche eine gerichtete
Porenstruktur aufweisen, unter Verwendung verschiedener Biopolymere herzustellen.
Dabei wurde die Methode des „Ice-Templatings“ angewendet.

Diese Arbeit baut auf der Forschung von Ruth Cameron auf.[16] Neben dem von ihr
verwendeten Collagen Typ I wurden die Polysaccharide Agarose, Dextran, Chitosan,
Natriumalginat und Natriumhyaluronat untersucht. Weiterhin sollen drei dieser
Biopolymere mit selbstassemblierenden Peptiden funktionalisiert und auf Toxizität
getestet werden, um zu prüfen, ob sich die Biopolymere zur Anwendung in der
regenerativen Medizin eignen und so zum Beispiel in naher Zukunft zur Wundheilung
genutzt werden können.
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3Ergebnisse und Diskussion

3.1 Gefriertrocknung von Peptiden

Peptide gehören zu der Klasse der Biomaterialien. Daher haben sie großes Poten-
tial, die EZM zu imitieren. Schilling et al. berichteten bereits, dass selbstassem-
blierende Peptide die Regeneration von natürlichem Gewebe begünstigen. Dabei
eignet sich besonders eine alternierende Anordnung der hydrophilen und hydropho-
ben Aminosäurenreste.[44] Weiterhin stellt die Aminosäurensequenz RGD (Arginin-
Glycin-Aspartat) ein Zelladhäsionsmotiv dar und ist in vielen Proteinen des mensch-
lichen Körpers zu finden.[45] Somit können Peptide, die mindestens einen dieser
Faktoren aufweisen, im „Tissue-Engineering“ Anwendung finden. Daher wurde zu-
nächst die Gefriertrocknung des Peptides RGDKIKIQIC untersucht.

3.1.1 Gefriertrocknung von RGDKIKIQIC

Dazu wurden zwei verschiedene Ansätze gewählt. Zunächst wurde das Peptid in
DMSO gelöst und je eine Lösung der Konzentration 1 mg/mL in Milli-Q-Wasser (pH7)
und eine in PBS (pH7.4) angesetzt, da bekannt ist, dass das verwendete Peptid unter
diesen Bedingungen fibrilliert und so eventuell ein Gerüst bilden kann. Tabelle 3.1
zeigt die Präparation der beiden Lösungen. Jeweils 100 µL wurden mithilfe von

Tabelle 3.1: Präparation des RGDKIKIQIC.

Probe Inkubationszeit Lösemittel
1 24 h MilliQ-H2O
2 24 h PBS

Flüssigstickstoff eingefroren. Nach dem Gefriertrocknen blieb bei Probe 1 lediglich
eine farblose Schliere an der Gefäßwand zurück. Bei Probe 2 war ein farbloser
Feststoff, der das ganze Volumen der eingefrorenen Probe einnahm und somit mit
großer Wahrscheinlichkeit das Salz des Puffers war, zu erkennen. Weiterhin kann
davon ausgegangen werden, dass die Konzentration von 1 mg/mL zu gering war, als
dass die Moleküle eine Gerüststruktur hätten bilden können.
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3.1.2 Gefriertrocknung von Pra-CKFKFQF

Da das Herstellen einer Gerüststruktur aus RGDKIKIQIC unter diesen Bedingungen
nicht möglich war, wurde ein weiteres Peptid verwendet. Dieses wurde von Adriana
Sobota hergestellt und weist eine Funktionalisierung mit L-Propargylglycin (Pra) auf
(vgl. Abbildung 3.1).

Abbildung 3.1: Strukturformel von Pra-CKFKFQF.

Durch die Dreifachbindung und der Thiolgruppe, ist es in der Lage, untereinander
kovalente Bindungen auszubilden und so ein Netzwerk zu bilden. Dies geschieht über
eine Thiol-Yne-Klick-Reaktion durch Bestrahlung mit UV-Licht (vgl. Abbildung 3.2).
Abbildung 3.2

Abbildung 3.2: Reaktionsgleichung der Thiol-Yne-Klick-Reaktion.

Auch hier wurde das Peptid zunächst in DMSO gelöst. Aus einer 10 mg/mL-Stammlösung
wurde von Adriana Sobota bereits eine 1 mg/mL-Lösung in PBS angesetzt. Je 20 µL
der 1 mg/mL-Lösung wurden mit Flüssigstickstoff eingefroren und im Anschluss lyo-
philisiert, wobei der Zeitpunkt der Bestrahlung variiert wurde. Dies ist in Tabelle 3.2
zu sehen.
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Tabelle 3.2: Präparation des Pra-CKFKFQF.

Probe Inkubationszeit Bestrahlung
1 > 24 h 1 h vor Einfrieren
2 > 24 h 5 min im gefrorenen Zustand
3 > 24 h nicht bestrahlt
4 > 24 h 5 min nach Gefriertrocknung

Nach dem Gefriertrocknen blieb bei allen Proben ein farbloses feines Pulver an der
Gefäßwand zurück, welches sich bei der Zugabe von Milli-Q-Wasser löste. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass trotz der Bestrahlung die Konzentration
von 1 mg/mL zu gering war, um eine stabile Gerüststruktur auszubilden. Weiterhin
ist anzunehmen, dass es sich auch bei diesem farblosen Pulver um die Salze des
verwendeten PBS-Puffers handelte, weswegen im folgenden Verlauf kein PBS als
Lösemittel beim Prozess des Gefriertrocknens verwendet wurde.
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3.2 Gefriertrocknung von Biopolymeren

Da Peptide alleine bei realistisch verwendbaren Mengen keine Gerüststrukturen
ausbilden, muss ein Füllmaterial, welches das Gerüst bildet, verwendet werden.
Dieses kann mit den entsprechenden Peptiden funktionalisiert werden, sodass dessen
Eigenschaften die Anwendung als Imitat der EZM ermöglichen können.

Um zu prüfen welche Konzentration und welcher pH-Wert nötig wären, um ein
stabiles Gerüst zu bilden, wurden im folgenden Verlauf die Biopolymere Agarose,
Alginat, Chitosan, Collagen, Dextran und Hyaluronat untersucht. Dazu wurden
verschiedene Lösungen mit Konzentrationen zwischen 1 wt% und 6 wt% im Sauren
(pH3) und im Basischen (pH8-9) angesetzt. Tabelle 3.3 zeigt, welche Biopolymere
sich lösten und wie die Viskosität der entsprechenden Probe war (+ steht für
erhöhte Viskosität beziehungsweise gute Löslichkeit, - steht für geringe Viskosität
beziehungsweise schlechte Löslichkeit).

Tabelle 3.3: Löslichkeit und Viskosität der Biopolymere Agarose, Alginat, Chitosan,
Collagen, Dextran und Hyaluronat im sauren und alkalischen Milieu.

Biopolymer Gewichtsprozent Löslichkeit Viskosität

pH3 pH8-9
Agarose 2 wt% - - -

4 wt% - - -
6 wt% - - -

Alginat 2 wt% + + +
4 wt% + + ++
6 wt% + + +++

Chitosan 2 wt% - - - - - -
4 wt% - - - - - -
6 wt% - - - - - -

Collagen 1 wt% - - -
2 wt% - - -
4 wt% - - -
6 wt% - - -

Dextran 2 wt% +++ +++ -
4 wt% +++ +++ -
6 wt% +++ +++ -

Hyaluronat 2 wt% + + +
4 wt% + + ++
6 wt% + + +++

Wie hierbei zu sehen ist, lösten sich Agarose, Chitosan und Collagen nicht, während
Alginat, Dextran und Hyaluronat eine sehr gute Löslichkeit zeigten. Diese Untersu-
chung diente dazu, die Löslichkeit vor und nach dem Gefriertrocknen zu vergleichen.
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Denn wenn sich vereinzelte Polymere auch nach dem Gefriertrocknen noch lösten,
müsste diese Verbindung zusätzlich über eine Vernetzung stabilisiert werden. Weiter-
hin ist durch das Lösen eine wesentlich homogenere Mischung entstanden, welche
möglicherweise eine gleichmäßigere Porung erzielen könnte.

Nach dem Gefriertrocknen wurden die Biopolymere auf Konsistenz, Oberfläche,
Löslichkeit und Porosität mittels REM untersucht, wobei Chitosan nach der Gefrier-
trockung nicht als Gerüststruktur, sondern wie zuvor als Flocken vorlag, weswegen
kein REM dieser Probe gemessen werden konnte. Die Löslichkeit wurde untersucht,
indem ein kleines Stück des Gerüstes mit einem Überschuss von Milli-Q-Wasser
versetzt wurde. Die Charakterisierung ist am Beispiel von Collagen in Tabelle 3.4
dargestellt. Dabei steht - für ein instabiles, weiches und sehr brüchiges und + für
ein stabiles, etwas weniger weiches und weniger brüchiges Gerüst.

Tabelle 3.4: Charakterisierung von Collagen nach dem Gefriertrocknen.

pH-Wert Gewichts-
prozent

Konsistenz Oberfläche Löslichkeit
nach der
Gefrier-

trocknung

Porosität
REM

3 1 wt% - - rau -
Dispersion

Poren,
Fasern

3 2 wt% - rau -
Dispersion

Poren,
Fasern

3 4 wt% ++ rau -
Dispersion

Poren,
Fasern

3 6 wt% + rau -
Dispersion

Poren,
Fasern

8-9 1 wt% - - rau -
Dispersion

Poren,
Fasern

8-9 2 wt% - rau -
Dispersion

Poren,
Fasern

8-9 4 wt% + rau -
Dispersion

Poren,
Fasern

8-9 6 wt% + rau -
Dispersion

Poren,
Fasern

Hierbei ist deutlich zu sehen, dass die Gerüste der Lösungen mit den Gewichts-
prozenten 1 wt% und 2 wt% wesentlich instabiler als die der Lösungen mit den
Gewichtsprozenten 4 wt% und 6 wt% sind. Weiterhin fällt auf, dass die Oberfläche,
die Löslichkeit nach der Gefriertrocknung und die Porosität aller Proben identisch
sind. Somit hat die Konzentration ledigleich einen Einfluss auf die Stabilität des
Gerüstes. Auch bei der Betrachtung der pH-Werte fällt auf, dass dieser keine Un-
terschiede in den untersuchten Parametern bewirkt. Um dies auch anhand der
REM-Bilder zu zeigen, ist in Abbildung 3.3 6 wt%-iges Collagen bei pH3 und pH8-9
in verschiedenen Vergrößerungen zu sehen.
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Abbildung 3.3: REM-Aufnahmen von 6 wt%-igem Collagen links bei pH3 und rechts bei
pH8-9 (Maßstab: oben 100 µm, Mitte 50 µm und unten 20 µm).

Hier ist kein qualitativer Unterschied zu erkennen, bei beiden pH-Werten zeigt sich
eine faserige Struktur mit einer leichten Porung. Mit den anderen Polymeren wurde
analog verfahren. Auch hier wurde die Löslichkeit der Gerüststrukturen nach der
Gefriertrocknung untersucht, indem ein kleines Stück der gefriergetrockneten Probe
mit einem Überschuss von Milli-Q-Wasser versetzt wurde. Weiterhin wurde die
Konsistenz, Oberfläche und Porosität analysiert.
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Zusammenfassend ist zu erwähnen, dass sich Chitosan weder im sauren noch im ba-
sischen Milieu lösen ließ. Nach dem Einfrieren und der Lyophilisation entstand keine
stabile Gerüststruktur, somit konnte keine Porosität festgestellt werden. Dextran löste
sich im Gegensatz dazu sehr gut und bildete nach dem Gefriertrocknen besonders
bei hohen Konzentrationen stabile Gerüste, die sich allerdings in Milli-Q-Wasser
wieder lösten. Trotz des stabilen Gerüstes zerfiel Dextran bei der REM-Präparation
sofort und zeigt somit keine Porosität (vgl. Tabelle 3.5d). Agarose bildete mithilfe
des „Ice-Templatings“ bei hohen Konzentrationen stabile Gerüste, welche allerdings
leicht zerfielen und sich in Milli-Q-Wasser unter Bildung einer trüben Lösung lösten.
Agarose zeigte auch im REM eine faserige, poröse Struktur. Collagen ließ sich nicht
lösen, dennoch quollen die Collagenflocken im Vergleich zu Chitosan auf, sodass
eine poröse Gerüststrutur entstehen konnte. Die beiden Natriumsalze zeichneten
sich durch eine gute Löslichkeit unter Bildung einer viskosen Lösung aus. Zusammen
bildeten Alginat und Hyaluronat die härtesten und stabilsten Gerüste. So wurde bei
jeder Konzentration eine Struktur mit stabiler Konsistenz erhalten. Insgesamt wiesen
beide Verbindungen eine hohe Porosität auf, jedoch war die des Hyaluronats noch
etwas ausgeprägter. Die sechs Verbindungen lassen sich in Betrachtung der Porosität
somit zu drei Gruppen zusammenfassen. Chitosan und Dextran weisen nahezu keine
Porosität auf. Agarose und Collagen bildeten eine poröse und weiche Gerüststruktur
und Alginat und Hyaluronat zeigten eine hohe Porosität und bildeten zudem sehr
feste Strukturen aus.

Zur Übersicht aller Polymere wurden in Tabelle 3.5 die Ergebnisse zusammengefasst.
Da bei allen Polymeren die 6 wt%-igen Proben eine stabile Konsistenz aufwiesen,
wurden diese als repräsentative REM-Bilder verwendet. Da Chitosan keine Gerüst-
struktur ausbildete, konnte kein REM gemessen werden.
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Tabelle 3.5: Vergleich der Biopolymere (die Löslichkeit* entspricht Löslichkeit nach der
Gefriertrocknung).

Biopoly-
mer

stabile Konsistenz Oberflä-
che

Löslich-
keit*

REM

pH3 pH8-9
Agarose 4 wt%

6 wt%
6 wt% rau,

bröselig
+

trüb,
viskos

(a) 6 wt%, pH3.

Alginat (2 wt%)
(4 wt%)
6 wt%

2 wt%
4 wt%
6 wt%

fest,
pH3:

glatt,
pH8-9:

rau

+

(b) 6 wt%, pH8-9.

Chitosan (4 wt%) - bröselig,
Flocken

- keine Messung möglich

Collagen 4 wt%
6 wt%

4 wt%
6 wt%

weich,
brüchig,

rau

-
Dispersion

(c) 6 wt%, pH3.

Dextran 6 wt% 4 wt%
6 wt%

gleich-
mäßig,

rau

+

(d) 6 wt%, pH3.

Hyaluro-
nat

(2 wt%)
(4 wt%)
6 wt%

(2 wt%)
4 wt%
6 wt%

unregel-
mäßig

rau

+

(e) 6 wt%, pH8-9.
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Da Chitosan unter diesen Bedingungen keine stabile Gerüststruktur ausbildete und
Dextran nahezu keine Porosität aufwies, wurden diese beiden Polymere für weite-
re Untersuchungen ausgeschlossen. Weil diese Arbeit auf die Forschung von Ruth
Cameron aufbaut, blieb Collagen in der engeren Auswahl. Durch die ähnlichen
Eigenschaften von Alginat und Hyaluronat und der Tatsache, dass Hyaluronat im ba-
sischen eine höhere Porosität aufwies, wurde dieses im folgenden weiter untersucht
und Alginat ausgeschlossen. Agarose ist dafür bekannt, dass sich darauf keine Zellen
anlagern können. Wird Agarose mit einem selbstassemblierenden Peptid, welches
die Zelladhäsion begünstigt, funktionalisiert, so könnte in einem Zelltest untersucht
werden, ob es ausreicht, einen Füllstoff mit einem Peptid zu funktionalisieren, um als
Imitation der EZM eingesetzt werden zu können. Somit wurde mit den Biopolymeren
Collagen, Agarose und Hyaluronat weiter gearbeitet.

Da Cameron eine wesentlich geringere Konzentration als 6 wt% verwendet hat und
die Konsistenz von 4 wt% bei pH3 etwas besser war, wurden auch Proben mit 1 wt%
und 4 wt% Collagen untersucht.[27] Dies ist anhand der REM-Bilder in Abbildung 3.4
zu sehen. Auffällig ist, dass die 1wt%ige Collagen-Dispersion die höchste und feinste
Porösität aufweist.

Abbildung 3.4: REM-Aufnahmen von Collagen nach der Gefriertrocknung bei
verschiedenen Konzentratinen bei pH3. a) 6 wt%, b) 4 wt%, c) 1 wt%, Maßstab: a) 200 µm,

b,c) 100 µm.

Des Weiteren verwendete Cameron Essigsäure als Lösemittel, weswegen Collagen
analog dazu präpariert und im REM untersucht wurde.[27] Es zeigte sich, dass die
Collagen-Flocken in Essigsäure mehr aufquollen als im wässrig sauren Medium. In
den REM-Aufnahmen aus Abbildung 3.5 ist zu sehen, dass die Porösität deutlich
vom Medium abhängt. So ist sie in der Collagen-Essigsäure-Dispersion höher als
in der Collagen-Wasser-Dispersion. Des Weiteren ist zu sehen, dass die 1 wt%-ige
Dispersion eine feinere Porung aufweist als die entsprechend höher konzentrierten
Mischungen.
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Abbildung 3.5: REM-Aufnahmen von Collagen gelöst in Essigsäure nach Gefriertrocknung
bei verschiedenen Konzentrationen. Maßstab: 100 µm, a) 6 wt%, b) 4 wt%, c) 2 wt%, d)

1 wt%.
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3.3 Gerichtete Poren

Um gerichtete Poren zu generieren, wurden verschiedene Methoden getestet. Dazu
wurden diese zunächst am Beispiel Collagen ausprobiert und die beste Methode auf
die anderen beiden Biopolymere Agarose und Hyaluronat übertragen.

Wie bereits von Cameron beschrieben, bewirkt eine Veränderung der Füllhöhe die
Entstehung anisotroper Poren.[16] In ihrer Forschung wurden dabei die Collagenpro-
ben verschiedener Füllhöhen zwischen 5 − 20 mm mit einer kontrollierten Kühlrate
von 0.9 ◦C/min auf −30 ◦C von unten eingefroren. Je höher das Gefäß mit der Pro-
benlösung gefüllt war, desto eher wurde das Gerüst nach oben hin gerichtet, da es
zu einem Temperaturgradienten von unten und von den Seitenwänden kam. (vgl.
Abbildung 1.2)

3.3.1 Verschiedene Füllhöhen

Um dies zu untersuchen, wurden die Collagenmischungen analog angesetzt und
verschiedene Volumina in je ein Eppendorf-Reaktionsgefäß gefüllt und im Gefrier-
schrank senkrecht stehend eingefroren. Dabei wurde die 20 mm-Füllhöhe bereits
bei einem Volumen von 750 µL erreicht. Da beim Einfrieren im Gefrierschrank eine
gleichmäßige Kühlrate erzielt wurde und die Kälte von den Seitenwänden kommt,
sollte die Probe mit dem geringsten Volumen von 250 µL eine isotrope Porenstruktur
aufweisen, während die Probe mit dem größten Volumen von 1000 µL eine eher
gerichtete Porenstruktur besitzen sollte. Zur Analyse der Collagenstrukturen wurde
jeweils ein kleines Stück des oberen Teils des jeweiligen Gerüstes im REM untersucht
(Abbildung 3.6). Hierbei ist kein Unterschied in der Porosität zu erkennen, somit
konnten trotz der ähnlichen Füllhöhe wie bei Cameron keine gerichteten Poren ge-
neriert werden. Dies könnte damit zusammenhängen, dass die Proben ausschließlich
von den Seitenwänden gekühlt wurden, da die Gefäße nicht auf einer temperier-
baren Platte standen, wie es bei Cameron der Fall war. Dadurch wurden hier die
Dispersionen mit großer Wahrscheinlichkeit weitestgehend gleichmäßig abgekühlt,
wodurch kein Temperaturgradient erzeugt werden konnte.

Da auf diese Weise keine gerichteten Poren erzeugt werden konnten, wurden im
folgenden andere Kühl- beziehungsweise Einfriermethoden verwendet. Außerdem
wurde im nächsten Schritt ein schmales Gefäß gebaut, welches eine deutlich hö-
here Füllhöhe aufwies, wodurch ein höherer Temperaturgradient erzeugt werden
konnte.
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Abbildung 3.6: REM-Aufnahmen verschiedener Füllhöhen von 1 wt%-igem Collagen gelöst
in Essigsäure nach dem Gefriertrocknen. Maßstab: 100 µm, a) 250 µL, b) 500 µL, c) 750 µL d)

1000 µL.

24 Kapitel 3 Ergebnisse und Diskussion



3.3.2 Verschiedene Gefäße

Gefäß 1 bestand aus zwei Objektträgern, wobei die Spitzen zweier Pasteurpipetten
die Seitenwände bildeten. Als Boden diente ein weiteres Glasstück einer Pasteurpi-
pettenspitze, wobei eine Drahtschlaufe aus einem versilberten Draht darüber verlief.
Fixiert wurde dies mit Nagellack sowie Fugensilikon. Nach oben hin war das Ge-
fäß geöffnet, sodass die Form befüllt werden konnte. Leider war das Bauen dieses
Gefäßes zeitlich sehr aufwändig und das Gefäß nicht dicht, weswegen ein neues
optimiertes Design hergestellt wurde. Dieses bestand auch aus zwei Objektträgern,
wobei ein ausgestanzter rechteckiger Siklikonrahmen mithilfe von Sekundenkleber
auf einen Objektträger geklebt wurde. Der zweite Objektträger wurde darauf gelegt
und mit zwei Foldback-Klammern fixiert. So konnte zunächst die Probe in den Rah-
men überführt und das Gefäß dann verschlossen werden. Abbildung 3.7 zeigt den
schamatischen Aufbau beider Gefäße.

Pasteurpipetten-Spitze

Fugen-
silikon

Draht

Objekt-
träger

Probenlösung

Objektträger

Silikonrechteck

Proben-
lösung

Foldback-
Klammer

Abbildung 3.7: Schemata der beiden Gefäße (links: Gefäß 1, rechts: Gefäß 2).
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Beide Gefäße wurden mit 4wt%iger-Collagen-Wasser-Mischungen (pH3) befüllt und
mit Flüssigstickstoff eingefroren. Die Probe in Gefäß 1 wurde über den Draht ein-
gefroren, während die Probe in Gefäß 2 bis zum unteren Rand des Silikonrahmens
in Flüssigstickstoff eingetaucht wurde. Bei Gefäß 1 fiel auf, dass sich die festen
Collagenflocken absetzten und es somit zu einem Konzentrationsgradienten kam,
wobei im oberen Teil des Gefäßes Collagen viel feiner verteilt war als im unteren
Teil. Nach dem Gefriertrocknen zeigte sich dies auch, da der untere Teil viel leichter
zerbröselte als der obere Teil des Gerüstes. Wegen dieser Faktoren und der auf-
wändigen Herstellung, sowie der fehlenden Dichtigkeit des Gefäßes 1 wurde im
folgenden Verlauf dieser Arbeit Gefäß 2 verwendet, sofern nicht anders erwähnt.
In den REM-Bildern (vgl. Abbildung 3.8) zeigte sich, dass die Probe, welche sich in
Gefäß 2 befand, leicht gerichtete Collagenstränge, jedoch keine gerichteten Poren,
aufwies. Unter Verwendung des OrientationJ Plugins, ist dies auch zu erkennen. Die
einzelnen Collagenstränge besitzen je eine Vorzugsrichtung, wobei verschiedene
Stränge eine unterschiedliche Orientierung zeigen, da einige Stränge violett und
andere grün-blau gefärbt sind. Innerhalb eines Collagenstranges treten verschiedene
Farben auf. Dies spricht dafür, dass noch keine anisotropen Poren erzeugt wurden
(vgl. Abbildung 3.8b). Da bei Gefäß 1 beobachtet wurde, dass durch das Absetzen
der Collagenflocken im oberen Teil des Gefäßes eine feiner verteilte Suspension
entstand, welche nach der Gefriertrocknung stabiler war als der grobflockige Teil des
Gerüstes, wurde die Konzentration wie in den Arbeiten von Cameron im folgenden
Verlauf dieser Arbeit auf 1 wt% reduziert.[25]

Abbildung 3.8: REM-Aufnahme von 4 wt%-igem Collagen gelöst in Wasser mit pH3 nach
dem Einfrieren mit Flüssigstickstoff und Gefriertrocknen in Gefäß 2. Maßstab: 100 µm. a)

Originalaufnahme, b) Farbdarstellung erstellt mit ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.[42]

Da bisher noch keine anisotropen Poren hergestellt werden konnten, wurde sich im
folgenden Teil dieser Arbeit auf das Kühlmedium konzentriert.
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3.3.3 Verschiedene Kältemischungen

So wurde, um einen Vergleich zu schaffen, eine Collagenprobe (1wt%, HAc) im
Gefrierschrank eingefroren, eine Probe von unten mit Flüssigstickstoff (etwa 10 min)
und eine weitere Probe von unten mit einer Eis-Kochsalz-Kältemischung eingefroren
(etwa 3 h). Alle gefriergetrockneten Proben wurden mittels REM untersucht. Die
entsprechenden REM-Bilder finden sich in Abbildung 3.9.

Auffällig hierbei ist, dass die im Gefrierschrank eingefrorene Probe wie erwartet
keinerlei Richtung aufweist, während die anderen beiden Collagen-Gerüste eine
höhere Orientierung zeigen, wobei die Probe, die mit Flüssigstickstoff eingefroren
wurde, eine wesentlich deutlichere Vorzugsrichtung zeigt als die Probe, welche mit
der Eis-Kochsalz-Kältemischung eingefroren wurde.
Um dies zu verdeutlichen, wurde die REM-Aufnahme mithilfe des OrientationJ-
Plugins eingefärbt. Beim Einfrieren im Gefrierschrank ist deutlich zu sehen, dass
keine Vorzugsrichtung vorhanden ist, da sämtliche Farben verteilt über die Probe
auftreten (vgl. Abbildung 3.9b). Wie bereits erwähnt, zeigt das in der Eis-Kochsalz-
Kältemischung eingefrorene Collagengerüst im Vergleich zum Einfrieren im Ge-
frierschrank eine höhere Orientierung. Dies ist dadurch zu erkennen, dass deutlich
weniger unterschiedliche Farben zu erkennen sind. Es treten hier hauptsächlich
violett-blau und grün markierte Bereiche auf (vgl. Abbildung 3.9f). Die in Flüs-
sigstickstoff eingefrorene Probe sticht hierbei besonders heraus. Sie weist zwei
verschiedene Vorzugsrichtungen auf. So ist der Großteil des Gerüstes grün einge-
färbt, während oben rechts eine weitere Orientierung auftritt, welche violett gefärbt
ist (vgl. Abbildung 3.9d).

Um gerichtete Poren zu generieren, muss die Probe somit von einer Seite aus
eingefroren werden, wobei eine tiefere Temperatur als diejenige in der Eis-Kochsalz-
Kältemischung mit −10 ◦C nötig ist. Da das Einfrieren mit Flüssigstickstoff sehr
schnell vonstatten ging, ist es auch von Interesse, eine langsamere Kühlrate zu
erzeugen. Dazu wurde ein Peltier-Element verwendet.
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Abbildung 3.9: Vergleich verschiedener Einfriermethoden. REM-Aufnahmen von
1 wt%-igem Collagen gelöst in Essigsäure nach der Gefriertrocknung. a,b) Gefrierschrank,
−20 ◦C, c,d) Flüssigstickstoff (von unten), −196 ◦C und e,f) Eis-Kochsalz-Kältemischung

(von unten), −10 ◦C, a,c,e) Originalaufnahme, b,d,f) Farbdarstellung erstellt mit
ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.[42] Maßstab: a,b) 200 µm, c-f) −100 µm.
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3.3.4 Einfrieren mithilfe eines Peltier-Elementes

Hierbei wurde eine kontrollierte Kühlrate von 1 ◦C/min eingestellt und Collagen
(1 wt%, HAc) in einer Einmalküvette aus Polystyrol innerhalb von 1 h von 20 ◦C auf
−40 ◦C heruntergekühlt, um nach Cameron isotrope Poren zu erzielen. Um hingegen
gerichtete Poren zu generieren, wurde ein besser leitendes Glasgefäß verwendet
und auf das schon auf −40 ◦C vorgekühlte Peltier-Element gestellt. Beim schon
vorgekühlten Peltier-Element konnte das Wachsen des Eises von unten nach oben
hin deutlich beobachtet werden. Dieser Einfrierprozess dauerte etwa 20 min. Die
REM-Aufnahmen beider Proben sowie die Anwendung des OrientationJ-Plugins sind
in Abbildung 3.10 zu sehen.

Abbildung 3.10: REM-Aufnahmen von 1 wt%-igem Collagen gelöst in Essigsäure nach dem
Einfrieren mithilfe eines Peltier-Elements nach Gefriertrocknung. Maßstab: 200 µm. a,b)
kontrollierte Kühlrate, Polystyrol-Küvette, c,d) vorgekühltes Peltier-Element, Glas, a,c)
Originalaufnahme, b,d) Farbdarstellung erstellt mit ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.[42]

Bei Betrachtung der REM-Aufnahmen fällt auf, dass das Gerüst von der Collagen-
probe, welche mit dem bereits vorgekühlten Peltier-Element eingefroren wurde,
hauptsächlich violett eingefärbt ist. Dabei ist der grün eingefärbte Teil rechts unten
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zu vernachlässigen, da die Probenpräparation für das REM mit großer Wahrschein-
lichkeit dafür verantwortlich ist (vgl. Abbildung 3.10d). Somit konnte eine gerichtete
Gerüststruktur mithilfe des vorgekühlten Peltier-Elementes hergestellt werden. Im
Vergleich dazu sollte, die in der Polystyrol-Küvette angesetzte Probe, welche mit
einer kontrollierten Kühlrate eingefroren wurde, eine isotrope Porung aufweisen.
Doch auch hierbei ist eine Vorzugsrichtung (grün) zu erkennen. Grund dafür könnte
die Füllhöhe sein. Die Küvette war bis zu einer Höhe von etwa 1 cm gefüllt. Cameron
beobachtete gleichmäßig anisotrope Poren bei einer Füllhöhe von 2 cm.[16] In diesem
Fall wurde die Probe hauptsächlich grün eingefärbt, jedoch treten ebenfalls violette
Bereiche auf, weswegen diese Probe nicht ganz so sehr gerichtet erscheint, wie
die des schon vorgekühlten Peltier-Elementes (vgl. Abbildung 3.10). Somit kann
davon ausgegangen werden, dass aufgrund der Füllhöhe ansatzweise gerichtete
Poren entstanden sind. Um isotrope Poren zu generieren, müsste somit die Füllhöhe
reduziert werden.

Anders als bei dieser Untersuchung verwendete Cameron in ihren Arbeiten eine
Kupfer-Nadel, um einen direkten Kontakt von der gekühlten Temperiervorrichtung
zur Lösung zu erzielen, und somit anisotrope Poren zu erzeugen.[25] In dieser Unter-
suchung wurde zwar im Vergleich zum Polystyrol besser leitendes Glas verwendet,
um gerichtete Poren zu generieren. Die Leitfähigkeit von Glas ist jedoch im Vergleich
zu Kupfer verschwindend gering.

3.3.5 Einfrieren über einen Draht

Um den Unterschied zu Camerons Arbeiten, bei denen eine gut leitende Kupfer-Nadel
in die Lösung eintauchte, um gerichtete Poren zu generieren, zu minimieren, wurde
eine Weiterführung des Gefäßes 2 entwickelt. Durch die Öffnung des Silikonrahmens
wurde eine Drahtschlaufe eingeführt, sodass beim Abkühlen des Drahtes nur der
obere Teil der Probenmischung in Kontakt mit dem Draht kam. Der schematische
Aufbau ist in Abbildung 3.11 zu sehen.

Es wurden vier verschiedene Einfriermethoden verwendet.
(i) Dazu wurde zunächst ein versilberter Draht verwendet. Das Ende wurde in Flüs-
sigstickstoff gehalten. Collagen (1wt%, HAc) fror innerhalb von 2 h ein.
(ii) Analog dazu wurde versucht, die Collagenmischung (1wt%, Hac) mithilfe eines
Alu-Drahtes einzufrieren. Da der Weg zwischen Gefäß 2 und dem Flüssigstickstoff-
Dewar zu lang war, um die Probe genügend abzukühlen, wurde das Gefäß 2 ho-
rizontal über den Dewar gehalten. Außerdem wurde der Draht bis zum Beginn
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Abbildung 3.11: Schemata des optimierten zweiten Gefäßes.

des Einfrierens mit Flüssigstickstoff übergossen. Der Einfriervorgang dauerte circa
30 min.
(iii) Als dritte Methode wurde derselbe Versuchsaufbau wie zuvor beim Alu-Draht ge-
wählt, jedoch wurde eine Aceton-Trockeneis-Kältemischung zum Einfrieren verwen-
det. Dabei wurde Collagen ebenfalls mithilfe eines Alu-Drahtes und mit Übergießes
des Drahtes mit der Kältemischung eingefroren, jedoch wurde der Draht während
des gesamten Einfrierprozesses übergossen. Dabei fiel auf, dass einige Collagenflo-
cken von dem Eis nach unten/hinten verschoben wurden. Dieser Einfriervorgang
dauerte circa 40 min.
(iv) Um das Verdrängen der größeren Collagenflocken zu vermeiden, wurde eine wei-
tere Collagenlösung mit Flüssigstickstoff über einen Aluminium-Draht eingefroren,
jedoch wurde der Draht während des gesamten Einfrierprozesses mit Flüssigstickstoff
übergossen. Collagen benötigte auf diese Weise lediglich 20 min, um einzufrieren.
Alle Gerüststrukturen wurden nach dem Gefriertrocknen mittels REM untersucht
(Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12: Vergleich verschiedener Einfriermethoden. REM-Aufnahmen von
1 wt%-igen Collagenproben gelöst in Essigsäure nach dem Gefriertrocknen. Maßstab:

100 µm, a) versilberter Draht, N2, b) Aluminium-Draht, Übergießen mit N2 zu Beginn, c)
Aluminium-Draht, durchgehendes Übergießen mit Aceton-Trockeneis-Mischung, d)

Aluminium-Draht, durchgehendes Übergießen mit N2

32 Kapitel 3 Ergebnisse und Diskussion



Wie deutlich anhand der REM-Aufnahmen zu sehen ist, konnte mittels Einfrieren
mithilfe eines versilberten Drahtes (i) keine gerichtete Struktur hergestellt werden.
Auch mithilfe eines Aluminium-Drahtes, der zu Beginn mit Flüssigstickstoff (ii)
oder mit der Aceton-Trockeneis-Kältemischung (iii) übergossen wurde, konnten
keine anisotropen Poren erzeugt werden. Bei der Collagenprobe, welche mithilfe
eines durchgehend mit Flüssigstickstoff übergossenen Aluminium-Drahtes präpariert
wurde (iv), ist im Gegensatz dazu eine Vorzugsorientierung zu erkennen. Um diese
näher zu analysieren, wurde die REM-Aufnahme mithilfe des OrientationJ-Plugins
eingefärbt (vgl. Abbildung 3.13). Hier ist deutlich zu erkennen, dass die Struktur
wegen der einheitlichen grün-blauen Färbung stark orientiert ist. Dennoch wurden
einzelne Fasern violett eingefärbt, was für eine andere Orientierung spricht. Jedoch
verbinden diese einzelnen violetten Fasern die größer-flächigen grünen Bereiche,
weswegen dennoch von einer anisotropen Struktur gesprochen werden kann.

Abbildung 3.13: REM-Aufnahme von 1 wt%-igem Collagen gelöst in Essigsäure nach dem
Einfrieren über einen Aluminium-Draht, der permanent mit N2 übergossen wurde, und nach
der Gefriertrocknung. Maßstab: 100 µm. a) Originalaufnahme, b) Farbdarstellung erstellt

mit ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.[42]

Aus diesen Beobachtungen lässt sich ableiten, dass aus einer guten Wärmeleitfä-
higkeit des Drahtes und einer schnelle Kühlrate die beste Orientierung der Poren
resultiert.

Agarose und Hyaluronat wurden analog präpariert. Die entsprechenden REM-
Aufnahmen inklusive der Anwendung des OrientationJ-Plugins sind in Abbildung 3.14
und Abbildung 3.15 zu sehen. Auch hier erkennt man eine Vorzugsrichtung. Die Ag-
arose bildete elongierte Poren, während das Hyaluronatgerüst aus einer gerichteten
Plattenstruktur, welche einige Löcher aufwies, bestand. Besonders bei letzterem ist
die stark ausgeprägte Orientierung durch die einheitliche blaue Färbung zu erkennen
(vgl. Abbildung 3.15b). Die Fasern der Agarose wurden blau-violett und zu einem
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geringeren Teil auch grün eingefärbt, was zwar für eine orientierte Struktur spricht,
jedoch ist die Vorzugsrichtung nicht so stark ausgeprägt wie beim Hyaluronat (vgl.
Abbildung 3.14b). Dies könnte daran liegen, dass sich die Agarose beim Ansetzen
der Probe nicht so gut löste wie Hyaluronat und somit nicht im gleichen Maße
fein verteilt war. Weiterhin sind Gerüststrukturen von Hyaluronat wesentlich fester
als diejenigen der Agarose, weswegen sich die REM-Präparation bei Hyaluronat
wesentlich einfacher gestaltete als bei Agarose und Collagen, welche sehr schnell
zerdrückt werden konnten.

Abbildung 3.14: REM-Aufnahme von 4 wt%-iger Agarose gelöst in Wasser mit pH3 nach
dem Einfrieren über einen Aluminium-Draht, der permanent mit N2 übergossen wurde, und

nach der Gefriertrocknung. Maßstab: 100 µm. a) Originalaufnahme, b) Farbdarstellung
erstellt mit ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.[42]

Abbildung 3.15: REM-Aufnahme von 1 wt%-igem Hyaluronat gelöst in Wasser mit pH8-9
nach dem Einfrieren über einen Aluminium-Draht, der permanent mit N2 übergossen wurde,
und nach der Gefriertrocknung. Maßstab: 100 µm. a) Originalaufnahme, b) Farbdarstellung

erstellt mit ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.[42]
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3.4 Vernetzung der Biopolymere

Damit die Gerüststruktur auch im wässrigen Medium stabil ist und sich nicht wieder
auflöst beziehungsweise zerfällt (Tabelle 3.5), ist es notwendig, die Biopolymere zu
vernetzen. Dabei wurden für Collagen, Agarose und Hyaluronat unterschiedliche
Vernetzungsmethoden verwendet.

3.4.1 Vernetzung von Collagen

Cameron vernetzte Collagen bereits auf zwei verschieden Arten: über Bestrahlung
mit UV-Licht der Wellenlänge 254 nm verschiedener Intensitäten im Bereich von
0.06 − 0.96 J/cm2 für 30 min und chemisch mit EDC und NHS.[26,27]

Hier wurde zunächst die UV-Bestrahlung an den Collagenproben mit 4 wt% bei pH3
getestet. Diese wurden nach dem Gefriertrocknen 20 min mit einer Wellenlänge
λ = 254 nm mittels einer Dünnschicht-Chromatrographie-Lampe (DC-Lampe) be-
strahlt, wobei der Abstand 3 cm betrug. Dabei lag die Intensität der UV-Lampe im
µW/cm2 − mW/cm2-Bereich. Zur Untersuchung, ob die Vernetzung funktioniert hat,
wurde ein kleiner Teil das Gerüstes mit Milli-Q-Wasser versetzt. Dabei zerfiel das
Gerüst allerdings und bildete eine Dispersion, wie vor dem Einfrieren. Dies lässt
darauf schließen, dass diese Methode keine ausreichende Vernetzung erreicht hat
und eine höhere Intensität, wie Cameron sie verwendet hat, nötig wäre. Jedoch
darf die Probe nicht viel länger als 30 min dieser Intensität ausgesetzt werden, da
Collagen sonst denaturiert.[26]

Die zweite Methode nach Cameron ist die chemische Vernetzung mit EDC und
NHS. Die Reaktionsgleichung und der Mechanismus sind in Abbildung 3.16 und
Abbildung 3.17 zu sehen.

Abbildung 3.16: Reaktion der Vernetzung von Collagen mit EDC und NHS.
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Abbildung 3.17: Mechanismus der Vernetzung von Collagen mit EDC und NHS.

Bei dieser Art der Vernetzung wurden Collagen (1 wt%, pH3) und Collagen (1 wt%,
HAc) verwendet. Nach dem dreistündigen Koppeln mit EDC und NHS, dem Waschen
mit Wasser und erneutem Einfrieren und Gefriertrocknen wurden die Gerüste auch
auf Löslichkeit durch Versetzen eines kleinen Stückes mit Milli-Q-Wasser getestet.
Anders als bei den UV-bestrahlten Gerüsten, blieben die Gerüste erhalten. Somit
konnten die Collagenstrukturen mit NHS und EDC stabilisiert werden.
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Abbildung 3.18 zeigt die REM-Bilder der NHS/EDC-vernetzten Collagenproben.
Dabei wurde eine Probe in Flüssigstickstoff und eine im Gefrierschrank eingefroren.
Im Vergleich zu Abbildung 3.8 und Abbildung 3.5 ist kein struktureller Unterschied
in der Porosität vor und nach der Vernetzung mit EDC und NHS zu erkennen. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass die Kopplung mit EDC und NHS lediglich
unmittelbar benachbarte funktionelle Gruppen miteinander vernetzt hat.

Abbildung 3.18: REM-Aufnahmen von 1 wt%-igem Collagen nach Vernetzung mit NHS und
EDC und erneuter Gefriertrocknung. a) gelöst in Wasser pH3, eingefroren mit N2, Maßstab:

20 µm b) gelöst in Essigsäure, eingefroren im Gefrierschrank, Maßstab: 100 µm.

Um nun gerichtete und vernetzte Collagengerüste zu erhalten, müsste man die
Proben zunächst über einen Aluminium-Draht mit Flüssigstickstoff einfrieren, wobei
der Draht durchgehend mit Flüssigstickstoff übergossen werden muss. Anschließend
kann das gefriergetrocknete Gerüst wie in diesem Abschnitt beschrieben mit EDC und
NHS vernetzt werden. Beim erneuten Einfrieren ist es irrelevant, welche Methode
des Einfrierens verwendet wird, da die Porenstruktur bereits vorgegeben ist und
wesentlich weniger Lösemittel sublimiert werden muss.

3.4.2 Vernetzung von Agarose

Agarosemoleküle haben die Möglichkeit Wasserstoffbrücken auszubilden. Beim
Erhitzen lösen sich die intramolekularen Wasserstoffbrücken auf und bilden beim
Abkülen intermolekulare aus, wodurch eine Doppelhelix gebildet wird. Die Agarose
geliert.[46]

Um Agarose zu vernetzen, wurde diese mittels eines Heißluftföhns erhitzt und an-
schließend mit Flüssigstickstoff eingefroren. Abbildung 3.19 zeigt die REM-Aufnahmen
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vernetzter Agarose, welche auf verschiedene Arten eingefroren wurde. a) zeigt Agaro-
se, welche im Schraubdeckelgefäß von unten mit Flüssigstickstoff eingefroren wurde,
b) im Gefäß 2, und c) im Gefäß 2, welche über einen Aluminium-Draht eingefroren
wurde. Beim Einfrieren über den Draht zeigt sich nun analog zum Hyaluronat eine
Plattenstruktur, jedoch scheint es,dass die vernetzte Agarose zusammengedrückt
wurde, wodurch keine Poren entstehen konnten. Somit ist es nicht vorteilhaft, Ag-
arose zuerst zu vernetzen und dann mithilfe eines Drahtes einzufrieren. Anders
verhält es sich, wenn Agarose etwas schneller eingefroren wird, indem Gefäß 2
direkt von unten mit Flüssigstickstoff eingefroren wird. Es bildeten sich elongierte
Poren. Auch im Schraubdeckelgefäß zeigt sich eine Richtung, jedoch ist diese noch
nicht so geordnet wie bei Verwendung von Gefäß 2.

Beim Versetzen mit Milli-Q-Wasser blieb das Gerüst stabil und quoll lediglich. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass die Vernetzung funktioniert hat.

Abbildung 3.19: REM-Aufnahmen von vernetzter 4 wt%-iger Agarose gelöst Wasser mit
pH3 nach Gefriertrocknung unter Verwendung verschiedener Einfriermethoden. Maßstab:
100 µm. (a) Schraubdeckelgefäß, von unten mit N2 eingefroren, (b) Gefäß 2 von unten mit
N2 eingefroren und (c) Gefäß 2, über Aluminium-Drahtmit N2 eingefroren. Dabei wurde die
vernetzte Agarose jeweils von unten beziehungsweise über den Draht mit Flüssigstickstoff

eingefroren.
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3.4.3 Vernetzung von Hyaluronat

Zur Vernetzung des Hyaluronates wurde dieses mittels eines bifunktionellen Epoxids
verethert. Als Epoxid wurde 1,4-Butandioldiglyceridylether verwendet.[47] Dabei
findet eine Ringöffnung des Epoxids statt (vgl. Abbildung 3.20).

Abbildung 3.20: Reaktion der Vernetzung von Hyaluronat mit BDDE.

Im REM (Abbildung 3.21) ist eine deutliche Porung zu erkennen. Die Hyaluronat-
Platten wurden somit erfolgreich miteinander vernetzt. Dies zeigt auch das Versetzen
des Gerüstes mit Milli-Q-Wasser. Das Gerüst blieb im Gegensatz zum unvernetzten
Hyaluronat bestehen und löste sich nicht.

Abbildung 3.21: REM-Aufnahmen von vernetztem 4 wt%-igem Hyaluronat gelöst in Wasser
mit pH8-9 nach Einfrieren mit N2 und Gefriertrocknung. Maßstab: 10 µm.
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3.5 Funktionalisierung der Biopolymere mit
Peptiden

Um nun eine Bioaktivität auf die Biopolymere zu übertragen, müssen diese mit
entsprechenden Peptiden funktionalisiert werden. Dazu wurden die Peptide Pra-
CKFKFQF und Pra-CEFEFQF, welche von Adriana Sobota synthetisiert wurden,
verwendet. Diese Peptide sind dafür bekannt, dass sie fibrillieren können. Außer-
dem können sie über eine Thiol-Yne-Klickreaktion (Abbildung 3.2), induziert durch
UV-Bestrahlung, untereinander kovalente Bindungen ausbilden. Sofern sich zwei
dieser Peptide räumlich nahe beieinander befinden, könnten diese durch die UV-
Bestrahlung eine weitere Bindung ausbilden und so das Gerüst zusätzlich stabilisie-
ren.

3.5.1 Funktionalisierung von Collagen

Collagen wurde mit Pra-CKFKFQF mithilfe von EDC und NHS funktionalisiert (vgl.
Abbildung 3.22).

Abbildung 3.22: Reaktion der Funktionalisierung von Collagen mit Pra-CKFKFQF mithilfe
von EDC und NHS.

Es wurden zwei Proben bestehend aus Collagen und Peptid angesetzt und eingefro-
ren, wobei eine der beiden Proben im gefrorenen Zustand mit UV-Licht bestrahlt
wurde. Nach der Gefriertrocknung wurden beide Gerüste mit NHS und EDC vernetzt.
Durch die UV-Strahlung vor der Funktionalisierung mit dem Peptid und der Vernet-
zung von Collagen, könnten einige Peptide bei ausreichender räumlichen Nähe im
Vorhinein verknüpft worden sein. Das Collagengerüst wurde im Anschluss in einem
Schritt mit den losen beziehungsweise gekoppelten Peptiden funktionalisiert und
mit sich selbst vernetzt mithilfe von EDC und NHS. Nach der erneuten Gefriertrock-
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nung wurde ein Teil des Gerüstes mit Milli-Q-Wasser versetzt, wobei beide Gerüste
in gleichem Maße stabil waren. Somit ist unklar, ob die Stabilität nur durch die
Vernetzung von Collagen selbst oder zusätzlich durch die UV-Bestrahlung herrührt.
Die Gerüste wurden mittels REM (vgl. Abbildung 3.23) und IR-Spektroskopie unter-
sucht, um zu prüfen, ob die Funktionalisierung eine strukturelle Änderung bewirkt
und ob es zu einer Intensitätserhöhung der spezifischen peptidischen Banden bei
funktionalisiertem Collagen kommt.

Abbildung 3.23: REM-Aufnahmen von vernetztem und mit Pra-CKFKFQF
funktionalisiertem 1 wt%-igem Collagen gelöst in Essigsäure nach dem Einfrieren im

Gefrierschrank und der Gefriertrocknung. Maßstab 100 µm. a) vernetzt und funktionalisiert
b) vernetzt und funktionalisiert, sowie im gefrorenen Zustand mit UV-Licht bestrahlt.

Im REM ist kein Unterschied zwischen bestrahlter und nicht-bestrahlter Probe zu er-
kennen. Auch die unfunktionalisierten Collagengerüste weisen eine hohe Ähnlichkeit
auf. Das Peptid, welches genau wie Collagen aus Aminosäuren besteht, verändert
somit die Struktur des Gerüstes nicht.

Im IR-Spektrum sind die Gerüste von Collagen, vernetztem Collagen, vernetztem und
funktionalisiertem Collagen, sowie vernetztem, funktionalisiertem und bestrahltem
Collagen zu sehen (siehe Anhang). Da das Peptid genauso aus Aminosäuren besteht
wie Collagen, wäre lediglich eine Intensitätsänderung zu erwarten. Dies ist jedoch
nicht der Fall, da die Banden des vernetzten und funktionalisierten Collagens eine
geringere Intensität aufweisen als diejenigen des reinen Collagens. Grund dafür
könnte sein, dass die Peptidkonzentration zu gering war, beziehungsweise beim
Messen des Spektrums mehr reine Substanz verwendet wurde als vernetzte und
funktionalisierte. Da weder im REM ein Unterschied zum unfunktionalisiertem
Collagen (vgl. Abbildung 3.18 und Abbildung 3.23) noch eine Intensitätserhöhung
im IR-Spektrum zu erkennen ist, ist unklar, ob die Funktionalisierung funktioniert hat.
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So könnte das Peptid eventuell beim Vernetzungsschritt herausgewaschen worden
sein.

3.5.2 Funktionalisierung von Agarose

Agarose wurde mittels DMAP (Dimethylaminopyrridin) und DIC (Diisopropylcarbo-
diimid) mit Pra-CEFEFQF verestert.[48] Die entsprechende Reaktionsgleichung und
der Mechanismus sind in Abbildung 3.24 und Abbildung 3.25 zu sehen.

Abbildung 3.24: Reaktion der Funktionalisierung von Agarose mit Pra-CEFEFQF mithilfe
von DIC und DMAP.

Dazu wurden Agarose und Pra-CEFEFQF mit DMAP und DIC für 24 h in DMF ge-
schüttelt und die Reaktionsmischung anschließend dialysiert. Während der Dialyse
gelierte die Mischung, weswegen angenommen wurde, dass die Agarose durch das
trifunktionale Peptid vernetzt wurde. Die Proben wurden gefriergetrocknet und
anschließend mit Wasser (pH3) eine 4 wt%-ige Lösung hergestellt. Dabei blieb die
Gerüststruktur erhalten, was die Annahme der Vernetzung durch das trifunktionelle
Peptid bekräftigt. Eine weitere analog präparierte Probe wurde im gefrorenen Zu-
stand mit UV-Licht bestrahlt. Die Gerüste wurden mittels REM (Abbildung 3.26) und
IR-Spektroskopie untersucht.
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Abbildung 3.25: Mechanismus der Funktionalisierung von Agarose mit Pra-CEFEFQF
mithilfe von DIC und DMAP.

Anhand der REM-Bilder ist zu erkennen, dass Agarose eine ähnliche Struktur wie
unvernetzte Agarose aufweist, da sehr viele feine Fasern auf dem Gerüst sind und
keine klare Porenstruktur zu erkennen ist (vgl. Tabelle 3.5).

Bei Betrachtung der IR-Spektren von Agarose, vernetzter Agarose, funktionalisierter
und vernetzter Agarose, sowie funktionalisierter, vernetzter und bestrahlter Agarose,
fällt genau wie bei Collagen auf, dass sich lediglich die Intensitäten unterschei-
den (siehe Anhang). Da sich die Intensitäten in einem gleichmäßigen Verhältnis
unterscheiden, kann dies von ungleicher Probenkonzentration beim Messen der
IR-Spektren herrühren.
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Abbildung 3.26: REM-Aufnahmen von mit Pra-CEFEFQF funktionalisierter 4 wt%-iger
Agarose gelöst in Wasser (pH3) nach dem Einfrieren in N2 und der Gefriertrocknung.

Maßstab 100 µm. a) funktionalisiert b) funktionalisiert und im gefrorenen Zustand mit
UV-Licht bestrahlt.

Da bisher unklar ist, ob das trifunktionale Peptid das Agarosegerüst vernetzt oder
lediglich funktionalisiert hat, wurden je ein Stück der funktionalisierten Gerüst-
strukturen mit Milli-Q-Wasser versetzt. Genau wie bei der durch Erhitzen vernetzte
Agarose blieb das Gerüst hierbei erhalten, was für die erfolgreiche Vernetzung mit-
hilfe des Peptids spricht. Somit bewirkt die Funktionalisierung und Vernetzung von
Agarose mit Pra-CEFEFQF keine strukturelle Änderung der Porosität. Weiterhin ist
unklar, ob alle drei Carboxylgruppen reagiert haben. Falls dies der Fall wäre, so ist
es möglich, dass die Bioaktivität stark reduziert wurde.

3.5.3 Funktionalisierung von Hyaluronat

Hyaluronat wurde mit BDDE zuerst vernetzt und anschließend mit Pra-CKFKFQF
mittels EDC und NHS gekoppelt. Abbildung 3.27 und Abbildung 3.28 zeigen die
Reaktionsgleichung und den entsprechenden Meschanismus.

Es wurden zwei Proben angesetzt. Dabei wurde zunächst Hyaluronat mit BDDE
vernetzt. Nach der Dialyse gegen Milli-Q-Wasser und anschließender Lyophilisation
wurde es zusammen mit Pra-CKFKFQF mit Wasser (pH8-9) versetzt, sodass eine
4 wt%-ige Lösung entstand. Hierbei ist zu erwähnen, dass das vernetzte Hyaluronat
sich nicht löste. Die Proben wurden von unten mit Flüssigstickstoff eingefroren,
wobei eine der beiden Proben im gefrorenen Zustand mit UV-Licht bestrahlt wurde.
Nach der Gefriertrocknung wurden die Gerüste mittels REM (Abbildung 3.29) und
IR-Spektroskopie untersucht. Da diese Strukturen trotz anderer Probenpräparation
eine stark orientierte und gleichmäßige Porung aufwiesen, wurde hierbei erneut das
OrientaionJ-Plugin angewendet.
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Abbildung 3.27: Reaktion der Funktionalisierung von Hyaluronat mit Pra-CKFKFQF
mithilfe von EDC und NHS.

Anhand der REM-Aufnahmen ist zu erkennen, dass das Hyaluronat erfolgreich ver-
netzt wurde. Im REM-Bild, welches mit OrientaionJ angefärbt wurde, sind grüne
und violettfarbene Bereiche zu erkennen. Bei dem Winkel zwischen diesen beiden
Farben handelt es sich laut Farbskala um einen Winkel von 90°. Dies bedeutet, dass
eine senkrechten Quervernetzung der gerichteten Hyaluronatplatten erzeugt wurde,
wodurch eine hohe Porosität entstand. Das Peptid selbst und die UV-Bestrahlung
bewirken keine Änderung der Struktur (vgl. Abbildung 3.21). Grund der Tatsache,
dass die bestrahlte Probe etwas mehr gerichtet erscheint, könnte an der Proben-
präparation für die Untersuchung im REM liegen. Dabei wurde jeweils versucht,
mithilfe einer Rasierklinge möglichst eine geeignete Stelle aus dem Gerüst heraus-
zuschneiden und diese mit der gerichteten Seite nach oben auf ein Tape zu kleben
ohne die Porenstruktur zu zerdrücken. Eine weitere Möglichkeit ist, dass die nicht
bestrahlte Probe beim Einfrieren zu weit in den Flüssigstickstoff getaucht wurde,
wodurch die Probe zu schnell eingefroren wurde.

Im IR-Spektrum ist analog zu den anderen Biopolymeren keine Änderung der Banden
zu erkennen (siehe Anhang). Auch hier ändert sich lediglich die Intensität. Dies
kann aufgrund ungleicher Probenkonzentration beim Messen der Spektren zustande
gekommen sein. Da es zu keiner Änderung der Banden gekommen ist, scheint auch
hier die Peptidkonzentration zu gering gewesen zu sein.
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Abbildung 3.28: Mechanismus der Funktionalisierung von Hyaluronat mit Pra-CKFKFQF
mithilfe von EDC und NHS.

46 Kapitel 3 Ergebnisse und Diskussion



Abbildung 3.29: REM-Aufnahmen von mit BDDE vernetztem und mit Pra-CKFKFQF
funktionalisiertem 4 wt%-igem Hyaluronat gelöst in Wasser (pH8-9) nach dem Einfrieren in

N2 und der Gefriertrocknung. Maßstab: a,c,d) 100 µm, b,e,f) 10 µm. a,b) vernetzt und
funktionalisiert c-f) vernetzt und funktionalisiert, sowie im gefrorenen Zustand mit UV-Licht

bestrahlt, a-c,e) Originalaufnahme, d,f) Farbdarstellung erstellt mit ImageJ/Fijiplugin
OrientationJ.[42]
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3.6 Zelltest

Da die Gerüststrukturen Anwendung als extrazellulare Matrix finden sollen, wurde
in diesem Abschnitt untersucht, ob die Substanzen toxisch sind. Dazu wurde der Cell-
Titer Glo-Assay angewendet.[49] Als Positivprobe wurden A549-Lungen-Krebszellen
im Medium und als Negativprobe zur Zellkultur Staurosporin zugegeben. Je nach-
dem, ob die Substanz toxisch ist, sterben die Zellen und können kein ATP mehr
produzieren. In diesem Assay wurde die Lumineszenz gemessen, welche durch eine
Luciferase-Reaktion mit ATP entsteht. Abbildung 3.30 zeigt die Lumineszenz für die
Collagenproben, angefangen mit reinem Collagen, zu vernetztem und zu funktiona-
lisiert, vernetztem, sowie zu funktionalisiert, bestrahltem und vernetztem Collagen.
Dabei wurden jeweils zwei verschiedene Konzentrationen verwendet: zum einen
1wt% und zum anderen 2wt%. Es wurden pro Konzentration und Gerüst je drei
Proben angesetzt, jedoch wurde nicht genügend Substanz hergestellt, weswegen
vereinzelt auch weniger Proben vorhanden waren.

3.6.1 Toxizitätstest von Collagen
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Abbildung 3.30: Toxizitätstest verschiedener Collagengerüste. Positivkontrolle:
unbehandelte A549-Lungenkrebszellen, Negativkontrolle: Staurosporin. (XL steht für

vernetzt).

Wie zu erkennen ist, ist das Zellüberleben bei allen Collagenproben oberhalb der
Negativprobe. Zwar zeigen Collagen 2 wt% und vernetztes Collagen 1 wt% eine
Tendenz dorthin, dies könnte aber auch von einer Kontamination der Gerüste her-
rühren, da diese nicht steril hergestellt wurden und außerhalb der Flow-Hood in das
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Zellmedium gegeben wurden. Die Proben wurden zudem auf das Vorhandensein von
Bakterien untersucht. Dies war nicht der Fall, auch der pH-Wert stimmte mit 6.5 mit
den anderen Proben überein. Ein weiterer Grund könnte sein, dass das Zellmedium
nicht genügend homogenisiert wurde, und somit weniger Zellen überführt wurden.
Da aber die jeweils andere Konzentration des entsprechenden Gerüstes atoxisch war,
kann davon ausgegangen werden, dass Collagen nicht toxisch ist.

3.6.2 Toxizitätstest von Agarose

Zur Untersuchung der Toxizität von Agarose wurde analog verfahren. Abbildung 3.31
zeigt die Lumineszenz für die Agaroseproben, angefangen mit reiner Agarose, zu ver-
netzter und zu funktionalisierter, sowie zu funktionalisiert, bestrahlter und vernetzter
Agarose.
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Abbildung 3.31: Toxizitätstest verschiedener Agarosegerüste. Positivkontrolle:
unbehandelte A549-Lungenkrebszellen, Negativkontrolle: Staurosporin. (XL steht für

vernetzt).

Hier erkennt man deutliche Unterschiede. So zeigt lediglich vernetzte Agarose
1wt% keine Toxizität. Auch hier wurde untersucht, ob Bakterien vorhanden waren
oder der pH-Wert abwich. Dies war aber nicht der Fall. Somit könnten andere
Kontaminationen innerhalb der Gerüste für dieses Verhalten verantwortlich sein.
Agarose und vernetzte Agarose sollten eigentlich dasselbe Ergebnis zeigen, da die
vernetzte Agarose lediglich erhitzt wurde. Daher sollte bei steriler Arbeitsweise
analog zur vernetzten Agarose 1 wt% ein positives Ergebnis erzielt werden. Bei
den funktionalisierten Agarosegerüsten könnte es tatsächlich bei der Präparation
zu einem toxischen Gerüst gekommen sein, da Agarose mithilfe von DMAP und
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DIC vernetzt wurde. DMAP ist sehr toxisch und wurde nach der Reaktion lediglich
durch Dialysieren entfernt. Ob die Dialyse tatsächlich erfolgreich war, ist fraglich,
da die Agarose währenddessen gelierte. Zwar sollten die DMAP-Moleküle auch
durch das Gel diffundieren können, allerdings kann dieses langsamer abgelaufen
sein als erwartet, weswegen sich noch kleine Restbestandteile im Gerüst befunden
haben könnten. Dass die Signale deutlich unterhalb der Negativkontrolle liegen,
könnte auch ein Hinweis dafür sein, dass beim Pipettieren der Zellen durch nicht
ausreichendes Homogenisieren wesentlich weniger Zellen überführt wurden.

3.6.3 Toxizitätstest von Hyaluronat

Der Toxizitätstest von Hyaluronat ging analog vonstatten. Abbildung 3.32 zeigt
die Lumineszenz der Hyaluronatproben, angefangen mit reinem Hyaluronat, zu
vernetztem und zu funktionalisiertem, vernetztem, sowie zu funktionalisiertem,
bestrahltem und vernetztem Hyaluronat.
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Abbildung 3.32: Toxizitätstest verschiedener Hyaluronatgerüste. Positivkontrolle:
unbehandelte A549-Lungenkrebszellen, Negativkontrolle: Staurosporin. (XL steht für

vernetzt).

Beim Hyaluronat zeigte sich, dass lediglich die mit UV-bestrahlten Gerüste eine ge-
wisse Toxizität aufweisen. Auch hier wurden keine Bakterien oder pH-Veränderungen
beobachtet. Somit muss es an der Präparation gelegen haben. Auch hier wurde nicht
steril gearbeitet. Außerdem wurde Hyaluronat mit BDDE, was ebenso wie DMAP
toxisch ist, vernetzt und auch hier wurde dieses durch Dialysieren entfernt, wobei
unklar ist, ob dieses vollständig entfernt werden konnte. Bei geringeren Mengen
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von BDDE im Gerüst könnte damit das Zellüberleben deutlich geschwächt werden,
was die geringere Lumineszenz erklären würde. Ebenso kann auch das Überfüh-
ren von zu wenig Zellen durch fehlendes Homogenisieren des Zellmediums dafür
verantwortlich sein.

Um zu Überprüfen, ob die gemessenen Ergebnisse tatsächlich stimmen, wurden alle
Collagen-, Agarose- und Hyaluronatproben nach 24 h nochmals gemessen. Der Trend
blieb jedoch erhalten. Die entsprechenden Diagramme sind im Anhang zu finden.
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4Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit wurde zunächst versucht, Gerüststrukturen der
Peptide RGDKIKIQIC, sowie Pra-CKFKFQF mittels der Methode des „Ice-Templatings“
herzustellen. Dabei wurde letztes Peptid zusätzlich zu verschiedenen Zeitpunkten
mit UV-Licht bestrahlt, da dieses durch eine Thiol-Yne-Klickreaktion eine Vernetzung
ermöglichen könnte. Nach der Gefriertrocknung blieben jedoch lediglich die Salze
des PBS-Puffers als farbloser Feststoff, der sich in Wasser löste, zurück, weswegen
im Folgenden auf die Verwendung dieses Puffers verzichtet wurde. Somit wurde
davon ausgegangen, dass es mit einer geringen, aber realistischen Konzentration
von 1 mg/mL nicht möglich ist, ein stabiles Peptidgerüst herzustellen. Daher wurden
im nächsten Schritt verschiedene Biopolymere als Füllstoffe getestet. Es kamen
Agarose, Alginat, Chitosan, Collagen, Dextran und Hyaluronat zum Einsatz. Diese
Biopolymere wurden in verschiedenen Konzentrationen sowie bei unterschiedlichen
pH-Werten auf ihre Konsistenz, ihre Löslichkeit und ihre Porosität mittels REM nach
der Gefriertrocknung untersucht. Dabei zeigte sich, dass Chitosan und Dextran keine
stabilen Gerüststrukturen ausbildeten, weswegen sie von weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen wurden. Alginat und Hyaluronat zeigten ähnliche Eigenschaften,
wobei Hyaluronat eine höhere Porosität aufwies, weswegen dieses Polymer im weite-
ren Verlauf der Arbeit verwendet wurde. Da Cameron bereits gute Ergebnisse mit
Collagen erzielte, wurde auch dieses Polymer weiteren Untersuchungen unterzogen.
Agarose wurde ebenfalls ausgewählt, da es dafür bekannt ist, keine Zelladhäsion
zu begünstigen. Eine Funktionalisierung mit einem selbstassemblierenden Peptid,
welches diese jedoch begünstigt, könnte in einem Zelltest zeigen, dass sich Zellen
auf dem Gerüst anlagern können.

Um die Gerüststrukturen als Imitate der EZM verwenden zu können, sind häufig
anisotrope Poren nötig. Deshalb wurden am Beispiel von Collagen verschiedene Ein-
friermethoden getestet. Dazu wurden verschiedene Gefäße konstruiert und zum Ein-
frieren verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass das Einfrieren im Gefrierfach zu
isotropen Poren führt. Auch die Verwendung einer Eis-Kochsalz-Kältemischung zeigte
kein zufriedenstellendes Ergebnis. Erst als Collagen mithilfe von Flüssigstickstoff von
unten eingefroren wurde, zeigten sich erste gerichtete Strukturen. Daher wurde ge-
schlussfolgert, dass eine Temperatur kleiner als −10 ◦C (Eis-Kochsalz-Kältemischung)
nötig ist, um einen ausreichenden Temperaturgradienten und somit orientierte Struk-
turen zu erhalten. Dazu wurde das Einfrieren mittels Peltier-Element untersucht.
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Dabei wurde eine Collagenprobe mit einer kontrollierten Kühlrate von 1 ◦C/min in-
nerhalb einer Stunde auf −40 ◦C gekühlt und eine weitere Collagenprobe direkt auf
das schon vorgekühlte Peltier-Element (−40 ◦C) gestellt und innerhalb von 20 min
eingefroren. Im REM zeigte sich bei beiden Gerüsten eine Vorzugsrichtung, wobei die-
jenige der Probe, welche mit dem schon vorgekühlten Peltier-Elemente eingefroren
wurde, stärker ausgeprägt war, als die des kontrolliert heruntergekühlten Collagens.
Cameron beschrieb, dass bei einer kontrollierten Kühlrate isotrope Strukturen erhal-
ten wurden. Dies konnte hierbei nicht bestätigt werden, jedoch könnte die gerichtete
Struktur durch die erhöhte Füllhöhe und den damit verbundenen Temperaturgra-
dienten zustande gekommen sein. Cameron tauchte beim Herstellen anisotroper
Strukturen eine Kupfernadel, welche eine hohe Wärmeleitfähigkeit besitzt, direkt
in die Dispersion ein und stellte das Probengefäß so auf die vorgekühlte Tempe-
riervorrichtung, dass die Kupfernadel die Kälte direkt auf die Dispersion übertrug
und letztere somit gerichtet einfror. Um dies auf die bisher verwendeten Einfrierme-
thoden zu übertragen, wurden die Collagenproben über einen Draht eingefroren.
Dabei zeigte sich, dass die Dispersionen am besten über einen Aluminium-Draht
eingefroren wurden, welcher permanent mit Flüssigstickstoff übergossen wurde,
um gerichtete Poren zu generieren. Diese Methode wurde auf die anderen beiden
Polymere Agarose und Hyaluronat übertragen, wobei auch orientierte Strukturen
entstanden.

Da sich die Polymere nach der Gefriertrocknung beim Versetzen mit Wasser lösten,
beziehungsweise zerfielen und somit im wässrigen Medium nicht stabil waren, wurde
im nächsten Abschnitt dieser Arbeit an der Vernetzung und der damit verbundenen
Stabilisierung gearbeitet. So wurde versucht, Collagen analog zu Camerons Arbei-
ten mit UV-Licht zu vernetzen. Jedoch wurde eine wesentlich geringere Intensität
verwendet, weswegen keine Vernetzung erfolgte. Somit wurde die zweite Vernet-
zungsmethode nach Cameron getestet. Dabei handelte es sich um die chemische
Vernetzung mithilfe von EDC ung NHS nach der Gefriertrocknung. Beim Versuch,
die nach der Vernetzung erneut gefriergetrocknete Probe in Wasser zu lösen, fiel auf,
dass diese stabil blieb, was als erfolgreiche Vernetzung gewertet wurde. Weiterhin
konnte im REM kein struktureller Unterschied zu unvernetztem Collagen identifiziert
werden. Hyaluronat wurde vor der Gefriertrocknung mithilfe des bifunktionellen
Epoxids BDDE vernetzt. Auch hier zeigte sich nach der Gefriertrocknung, dass das
Gerüst stabil blieb und sich nicht auflöste. Anders als bei Collagen bewirkte die
Vernetzung eine strukturelle Veränderung, so bildete sich ein zusammenhängen-
des Netzwerk aus, was im REM zu erkennen war. Agarose wurde vernetzt, indem
diese vor der Gefriertrocknung erhitzt wurde, da es beim Erhitzen und anschließen-
dem Abkühlen zu einer Umorientierung der Wasserstoffbrücken kommt, wobei eine
Doppelhelix gebildet wird und Agarose geliert. Im Anschluss wurde die Agarose
eingefroren und gefriergetrocknet. Auch hier blieb das Gerüst beim Versetzen mit
Wasser stabil. Im REM unterschied sich die vernetzte Agarose sehr stark von der un-
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vernetzten. So bildeten sich beim gerichteten Einfrieren über einen Aluminium-Draht
keine elongiere Faserstruktur, sondern eine zusammengepresste Plattenstruktur.

Da nun verschiedene Methoden gefunden wurden, um die Gerüststrukturen zu stabi-
lisieren, wurde im Folgenden an der Funktionalisierung der Polymere mit Peptiden
gearbeitet. Dazu wurde Collagen zusammen mit Pra-CKFKFQF eingefroren, gefrier-
getrocknet und anschließend mit NHS und EDC in einem Schritt sowohl vernetzt als
auch funktionalisiert. Dabei wurde eine Probe im gefrorenen Zustand zudem mit
UV-Licht bestrahlt, um die Thiol-Yne-Klickreaktion des Peptids zu ermöglichen. Nach
erneuter Gefriertrocknung wurden die Gerüste mittels REM und IR-Spektroskopie
analysiert. Dabei zeigte sich keine Strukturveränderung. Auch im IR-Spektrum konn-
te kein Unterschied zu reinem Collagen identifiziert werden. Agarose wurde mit
Pra-CEFEFQF mithilfe von DMAP und DIC funktionalisiert. Bei der Aufreinigung
mittels Dialyse gelierte die Agarosemischung. Nach dem Gefriertrocknen wurde eine
4 wt%-ige Dispersion hergestellt und diese erneut eingefroren und gefriergetrocknet,
wobei auch hier eine Probe mit UV-Licht bestrahlt wurde. Nach dieser Lyophilisation
wurde die Löslichkeit der Gerüste überprüft, dabei blieb das Gerüst bestehen, wes-
wegen davon ausgegangen werden kann, dass das trifunktionale Peptid die Agarose
auch vernetzt hat. Weder im REM noch im IR-Spektrum konnten Unterschiede zur
unfunktionalisierten Agarose beobachtet werden. Bei der Funktionalisierung von
Hyaluronat wurde das Biopolymer zunächst mit BDDE vernetzt, aufgereinigt mit-
tels Dialyse und gefriergetrocknet. Zu dem erhaltenen Gerüst wurde Pra-CKFKFQF
gegeben, die Mischung mit Milli-Q-Wasser mit pH8-9 versetzt und von unten mit
Flüssigstickstoff eingefroren, wobei eine Probe mit UV-Licht bestrahlt wurde. Nach
der Lyophilisation wurde ebenfalls die Löslichkeit untersucht. Die Gerüste blieben
beim Versetzen mit Wasser stabil. Auch hierbei konnten weder im IR-Spektrum noch
im REM Unterschiede zu den unfunktionalisierten Hyaluronatgerüsten beobachtet
werden. Allerdings zeigt sich im REM eine sehr stark orientierte Struktur.

Da die hergestellten funktionalisierten Gerüststrukturen in naher Zukunft Anwen-
dung als Imitat der EZM finden sollen, wurde mithilfe des CellTiter Glo-Assays
die Toxizität der Verbindungen (i) Biopolymer, ii) vernetztes Biopolymer, iii) ver-
netztes und funktionalisiertes Biopolymer, iv) vernetztes, funktionalisiertes und
UV-bestrahltes Biopolymer) untersucht. Dazu wurden A549-Lungenkrebszellen ver-
wendet. Bei Collagen zeigte sich, dass alle hergestellten Gerüststrukturen nicht
toxisch auf die Zellen wirkten. Agarose hingegen zeigte zum Teil ein geringeres
Lumineszenzsignal als die Negativprobe mit Staurosporin. Somit könnten hier even-
tuell toxische Verunreinigungen vorhanden gewesen sein, da bei der Herstellung
nicht steril gearbeitet wurde. Weiterhin wurde die Funktionalisierung mit dem toxi-
schen DMAP durchgeführt. Somit könnten auch eventuell vorhandene Rückstände
dafür verantwortlich gewesen sein. Die Proben wurden auf Bakterien und pH-Wert
getestet, wobei hier keine Auffälligkeiten beobachtet werden konnten. Da lediglich
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vernetzte Agarose ein nicht-toxisches Verhalten zeigte, wäre es sinnvoll, diesen
Toxizitätstest erneut unter sterilen Bedingungen durchzuführen. Hyaluronat zeigte
bis auf die bestrahlten Proben ein nicht-toxisches Verhalten. Auch hierbei könnte
die nicht-sterile Präparation der Grund dafür gewesen sein. Unter Berücksichtigung
des Zelltestergebnisses eignen sich Collagen und Hyaluronat für die Anwendung im
„Tissue-Engineering“. Bei Agarose müsste zuvor ein erneuter Toxizitätstest durch-
geführt werden. Weiterhin wäre es interessant, die Zellmigration in anisotropen
Gerüststrukturen dreidimensional zu untersuchen. Dazu könnte eine Untersuchung
am Confocal weitere Aufschlüsse erzielen. So könnte auch gezeigt werden, wie viele
Zellen leben und wie viele sterben.
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5Experimentalteil

Alle verwendeten Chemikalien wurden, mit Ausnahme der Peptide Pra-CKFKFQF
und Pra-CEFEFQF, kommerziell bei Sigma Aldrich, Thermo Fisher Scientific, Merck,
Toronto Research Chemicals, PHTD Peptides, China oder VWR erworben und ohne
weitere Reinigung verwendet. Die Peptide Pra-CKFKFQF und Pra-CEFEFQF wurden
von Adriana Sobota hergestellt.

5.1 Analytische Methoden und Messgeräte

Rasterelektronen-Mikroskopie

Zur Untersuchung der verschiedenen Biopolymere auf deren Struktur und Porosität
wurde das Hitachi SU8000 -Rasterelektronenmikroskop verwendet. Dabei wurde ein
kleiner Teil der Probengerüste mithilfe einer Pinzette auf ein leitendes Klebeband
geklebt. Um dieses zu befestigen ohne dass die Porenstruktur zerdrückt wurde,
wurde die Probe mittels eines Argonstroms angedrückt (Tabelle 3.5, Abbildung 3.3).
Alle weiteren Messungen wurden am LEO Gemini 1530-Rasterelektronenmikroskop
durchgeführt. Die Proben wurden analog präpariert (Abbildung 3.8, Abbildung 3.18a,
Abbildung 3.19a,b). Die übrigen Proben wurden zudem vor der Messung mit 5 nm
Platin besputtert. Die Messungen sowie das Besputtern wurde von Gunnar Glaßer
durchgeführt.

Infrarot-Spektroskopie

IR-Spektren wurden mittels einem Tensor 27 ATR-FT-IR-Spektrometer der Firma
Bruker aufgenommen. Die zu untersuchende Probe wurde nach Reinigung mit
Isopropanol und Messung des Hintergrunds als Feststoff aufgetragen. Die Spektren
wurden anschließend mithilfe des Programms OPUS 7.5 bearbeitet und mit der
Software Origin 7.5 V5 ausgewertet. Für die Bezeichnung der Banden wurden die
folgenden Abkürzungen verwendet: br (breit), w (schwach), m (mittel), s (stark).
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5.2 Gefriertrocknung von Peptiden

5.2.1 Gefriertrocknung von RGDKIKIQIC

Es wurde eine 10 mg/mL-Stammlösung von RGDKIKIQIC in DMSO angesetzt und
diese auf je 1 mg/mL in PBS und Milli-Q-Wasser verdünnt. Der pH-Wert wurde
auf 7.4 mithilfe von NaOH eingestellt. Beide Peptidlösungen wurden für 24 h inku-
biert. Es wurden jeweils 100 µL der 1 mg/mL-Lösungen in einem 1.5 mL-Eppendorf-
Reaktionsgefäß senkrecht in Flüssigstickstoff eingefroren und gefriergetrocknet. Die
Milli-Q-Probe zeigte eine farblose Schliere, während bei der PBS-Probe ein farbloser
Rückstand blieb, der das gesamte Lösungsvolumen ausfüllte.

5.2.2 Gefriertrocknung von Pra-CKFKFQF

Aus einer 10 mg/mL-Stammlösung von Pra-CKFKFQF in DMSO wurde von Adriana
Sobota bereits eine 1 mg/mL-Lösung in PBS angesetzt. Es wurden vier Eppendorf-
Reaktionsgefäße mit je 20 µL der 1 mg/mL-Lösung gefüllt. Tabelle 5.1 zeigt den
Ausgangszustand der vier Proben.

Tabelle 5.1: Ausgangszustand der Pra-CKFKFQF-Proben.

Probe Inkubationszeit Bestrahlung
1 > 24 h 1 h vor Einfrieren
2 > 24 h nicht bestrahlt
3 > 24 h nicht bestrahlt
4 > 24 h nicht bestrahlt

Alle Proben wurden mittels Flüssigstickstoff eingefroren, wobei Probe 2 im gefrore-
nen Zustand 5 min bestrahlt wurde (2 min von unten durch Gefäßwand, 3 min von
oben, direkt auf Probe), und anschließend gefriergetrocknet. Probe 4 wurde nach
der Gefriertrocknung 5 min bestrahlt (direkt auf Probe). Es blieb ein farbloses Pulver
an der Gefäßwand zurück. Anschließend wurde 0.5 µL Milli-Q-Wasser hinzugegeben,
wobei sich das Pulver löste.
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5.3 Gefriertrocknung von Biopolymeren

5.3.1 Gefriertrocknung von Collagen

Es wurden jeweils 1 wt%-, 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Collagenlösungen mit Milli-
Q-Wasser mit pH3 und mit Milli-Q-Wasser mit pH8-9 angesetzt. Dazu wurden je
10 mg, 20 mg, 40 mg und 60 mg eingewogen und mit je 1 mL H2O des jeweiligen
pH-Wertes versetzt. Es waren farblose Flocken zu erkennen. Auch die Behandlung
im Ultraschallbad zeigte keine Veränderung. Um den Bodensatz zu verrühren wurde
eine Kanülenspitze verwendet. Collagen wurde mithilfe von Flüssigstickstoff senk-
recht eingefroren. Nach dem Gefriertrocknen zeigte bei den 4 wt%- und 6 wt%-igen
Mischungen sich, ein Gerüst mit einer rauen Oberfläche und und einer weichen
und brüchigen Konsistenz. Die geringer konzentrierten Collagenproben zerbröselten
direkt. Um zu überprüfen, ob das Gerüst im wässrigen Medium bestehen bleiben
kann, wurde ein Teil des Gerüstes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4 und pH8-9
versetzt. Dabei zerfielen die Gerüste, die Flocken blieben ungelöst.

5.3.2 Gefriertrocknung von Agarose

Es wurden jeweils 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Agaroselösungen mit Milli-Q-Wasser
mit pH3 und mit Milli-Q-Wasser mit pH8-9 angesetzt. Dazu wurden je 20 mg, 40 mg
und 60 mg eingewogen und mit je 1 mL H2O des jeweiligen pH-Wertes versetzt. Es
waren trübe, sehr kleine farblose Partikel zu erkennen, welche aufquollen. Um die
Partikel in der Lösung zu verteilen, wurde mithilfe einer Kanülenspitze umgerührt
und direkt im Anschluss senkrecht mit Flüssigstickstoff eingefroren. Nachdem die
Proben gefriergetrocknet wurden, zeigte sich ein Gerüst mit einer rauen Oberfläche,
welches leicht zerbröselte. Um zu überprüfen, ob das Gerüst im wässrigen Medium
bestehen bleiben kann, wurde ein Teil des Gerüstes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4
und pH8-9 versetzt. Dabei zerfielen die Gerüste und es blieben trübe, etwas viskosere
Lösungen zurück.

5.3.3 Gefriertrocknung von Alginat

Es wurden jeweils 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Alginatlösungen mit Milli-Q-Wasser
mit pH3 und mit Milli-Q-Wasser mit pH8-9 angesetzt. Dazu wurden je 20 mg, 40 mg
und 60 mg eingewogen und mit je 1 mL H2O des jeweiligen pH-Wertes versetzt.
Zum Lösen wurden die Proben geschüttelt und im Ultraschallbad behandelt. Da
sich ein Bodensatz gebildet hatte, wurde mit einer Kanülenspitze umgerührt. Dabei
wurde die Lösung zunehmend viskoser (auch mit zunehmenden Gewichtsprozent).
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Unmittelbar nach dem Verrühren wurden die Proben senkrecht mit Flüssigstickstoff
eingefroren und an den Gefriertrockner gehängt. Alginat bildete ein sehr festes
und stabiles Gerüst. Die Oberfläche von den Proben mit pH3 besaßen eine glatte
Oberfläche, während die der Proben mit pH8-9 eine raue Oberfläche aufwiesen. Um
zu überprüfen, ob das Gerüst im wässrigen Medium bestehen bleiben kann, wurde
ein Teil des Gerüstes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4 und pH8-9 versetzt. Dabei
bildete sich jeweils ein Gel.

5.3.4 Gefriertrocknung von Chitosan

Es wurden jeweils 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Chitosanlösungen mit Milli-Q-
Wasser mit pH3 und mit Milli-Q-Wasser mit pH8-9 angesetzt. Dazu wurden je 20 mg,
40 mg und 60 mg eingewogen und mit je 1 mL H2O des jeweiligen pH-Wertes versetzt.
Es waren farblose Flocken zu erkennen, welche etwas aufquollen. Die Mischungen
wurden für 45 min bei 1000 rmp geschüttelt. Zu Chitosan (2 wt%, pH3) konzentrierte
HCl gegeben, dennoch löste es sich nicht. Alle Proben wurden mithilfe einer Ka-
nülenspitze verrührt und anschließend senkrecht in Flüssigstickstoff eingefroren
und gefriergetrocknet. Nach dem Gefriertrocknen zerbröselten die Proben bei pH8-9
komplett in Flocken, die Proben bei pH3 zeigten eine festere Struktur, zerbröselten
jedoch beim Berühren mit einer Pinzette.

Da Chitosan im Sauren löslich sein sollte, wurde dieser Versuch wiederholt, wobei
Chitosan mit 6N-HCl versetzt wurde. Die Chitosanflocken lösten sich dennoch nicht,
jedoch quollen sie mehr auf als zuvor. Nach dem Einfrieren und der Gefriertrocknung
war die Konsistenz erheblich fester als bei pH3, jedoch zerbröselte auch diese
Struktur. Um zu überprüfen, ob das Gerüst im wässrigen Medium bestehen bleiben
kann, wurde ein Teil des Gerüstes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4 und pH8-9
versetzt. Die Lösungen wurden etwas viskoser und die Flocken wurden zum Teil
gelöst, jedoch nicht vollständig.

5.3.5 Gefriertrocknung von Dextran

Es wurden jeweils 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Dextranlösungen mit Milli-Q-Wasser
mit pH3 und mit Milli-Q-Wasser mit pH8-9 angesetzt. Dazu wurden je 20 mg, 40 mg
und 60 mg eingewogen und mit je 1 mL H2O des jeweiligen pH-Wertes versetzt. Die
Proben wurden geschüttelt und für 15 min im Ultraschallbad behandelt, wonach
alle Proben gelöst waren. Es wurde senkrecht mit Flüssigstickstoff eingefroren
und anschließend gefriergetrocknet. Die entstandenen Gerüste wiesen eine raue,
gleichmäßige Oberfläche auf und besaßen eine weiche Konsistenz, welche schnell
zerbröselte. Um zu überprüfen, ob das Gerüst im wässrigen Medium bestehen bleiben
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kann, wurde ein Teil des Gerüstes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4 und pH8-9
versetzt. Alle Gerüste lösten sich bei der Zugabe.

5.3.6 Gefriertrocknung von Hyaluronat

Es wurden jeweils 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Hyaluronatlösungen mit Milli-Q-
Wasser mit pH3 und mit Milli-Q-Wasser mit pH8-9 angesetzt. Dazu wurden je 20 mg,
40 mg und 60 mg eingewogen und mit je 1 mL H2O des jeweiligen pH-Wertes versetzt.
Zum Lösen wurden die Proben geschüttelt und im Ultraschallbad behandelt. Da ein
Bodensatz zurückblieb, wurde dieser mit einer Kanülenspitze verrührt, wobei sich ein
viskoses Gel bildete. Die Hyaluronatproben wurden senkrecht mit Flüssigstickstoff
eingefroren und anschließend gefriergetrocknet. Die Gerüste wiesen eine feste
Konsistenz auf und besaßen eine raue ungleichmäßige Oberfläche. Um zu überprüfen,
ob das Gerüst im wässrigen Medium bestehen bleiben kann, wurde ein Teil des
Gerüstes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4 und pH8-9 versetzt. Dabei quollen die
Gerüste auf, bis sich jeweils ein Gel bildete.

5.3.7 Gefriertrocknung von Collagen nach Camerons
Methode

Es wurden 1 wt%-, 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Collagenlösungen in 0.05 M HAc
angesetzt. Dazu wurden 10 mg, 20 mg, 40 mg und 60 mg eingewogen und mit je 1 mL
HAc versetzt. Die Proben wurden über Nacht im Kühlschrank (5 ◦C) zum Quellen
stehen gelassen. Anschließend wurden sie 90 min bei 1000 rpm und Raumtempera-
tur geschüttelt und 5 min entgast, indem die Proben mithilfe einer Minizentrifuge
zentrifugiert wurden. Die Collagenmischungen wurden vorsichtig mit einer Kanüle
verrührt und senkrecht in Flüssigstickstoff eingefroren. Nach dem Gefriertrocknen
zeigten die 1 wt%-, 2 wt%-igen Collagengerüste eine weiche Konsistenz, sowie eine
feine und gleichmäßige Porung. Die höher gewichtsprozentigen Gerüste zerbröckel-
ten sehr schnell.
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5.4 Gerichtete Poren

5.4.1 Einfrieren verschiedener Füllhöhen

Es wurden vier 1 wt%-ige Collagenlösungen in 1.5 mL Eppendorf-Reaktionsgefäßen
angesetzt. Dazu wurden 10 mg Collagen mit 1000 µL , 7.5 mg mit 750 µL, 5 mg mit
500 µL, sowie 2.5 mg mit 250 µL 0.05 M Essigsäure versetzt und verrührt. Nach der
Lagerung über Nacht im Kühlschrank (5 ◦C) wurden die Proben 2 h bei 1000 rpm
geschüttelt und danach 5 min mittels einer Minizentrifuge entgast. Nach dem Ver-
rühren mit einer Kanüle, wurden die Collagenlösungen im Gefrierfach eingefroren
(5 min) und anschließend in Flüssigstickstoff überführt und gefriergetrocknet.

5.4.2 Konstruktion verschiedener Gefäße

Gefäß 1 bestand aus zwei Objektträgern, wobei die Spitzen zweier Pasteurpipetten
die Seitenwände bildeten. Als Boden diente ein weiteres Glasstück einer Pasteurpi-
pettenspitze, wobei eine Drahtschlaufe aus einem versilberten Draht darüber verlief.
Fixiert wurde dies mit Nagellack sowie Fugensilikon. Nach oben hin war das Gefäß
geöffnet, sodass die Probe hinein gefüllt werden konnte. Leider war das Bauen dieses
Gefäßes zeitlich sehr aufwändig und es war des Öfteren undicht, weswegen ein
zweites Gefäß gebaut wurde. Dieses bestand auch aus zwei Objektträgern, wobei
ein ausgestanzter rechteckiger Siklikonrahmen mithilfe von Sekundenkleber auf
einen Objektträger geklebt wurde. Der zweite Objektträger wurde darauf gelegt und
mit zwei Fold-Back-Klammern fixiert. So konnte zunächst die Probe in den Rahmen
überführt werden und das Gefäß dann verschlossen werden.

5.4.3 Einfrieren unter Verwendung des Gefäßes 1

Es wurden zwei 4 wt%-ige Collagenlösungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefäß angesetzt. Dazu wurden je 40 mg Collagen mit 1000 µL Milli-Q-Wasser (pH3)
versetzt, die Proben verrührt und über Nacht zum Quellen bei 5 ◦C gelagert. Die
Lösungen wurden jeweils mithilfe einer Kanülenspitze in Gefäß 1 überführt. Da-
bei sammelte sich bei der einen Probe unterhalb des Drahtes Flüssigkeit mit einer
deutlich geringeren Collagenkonzentration, da nur kleine Collagenpartikel, nicht
aber die Collagenflocken, unter den Draht gelangten. Auch kam es zur Bildung eines
„Bodensatzes“, weswegen mit einer Kanüle umgerührt wurde. Die Collagenlösungen
wurden von unten über den Draht mit Flüssigstickstoff eingefroren. Dabei wurde
die Probe nach und nach weiter in den Flüssigstickstoff getaucht. Nachdem die Pro-
ben vollständig eingefroren waren, wurden sie lyophilisiert. Eine Probe der beiden
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Collagengerüste wurde mittels einer Dünnschichtchromatographie-Lampe (12 W)
in einem Abstand von 3 cm für 20 min mit einer Wellenlänge von 254 nm bestrahlt.
Zwar machte die bestrahlte Probe einen weniger brüchigen Eindruck als die nicht
bestrahlte, jedoch war beim Versetzen mit Wasser kein Unterschied zu sehen, da
beide Proben zu Flocken zerfielen.

5.4.4 Einfrieren unter Verwendung des Gefäßes 2

Es wurden zwei 4 wt%-ige Collagenlösungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefäß angesetzt. Dazu wurden je 20 mg Collagen mit 500 µL Milli-Q-Wasser (pH3)
versetzt, die Proben verrührt und über Nacht zum Quellen bei 5 ◦C gelagert. Die
Lösungen wurden jeweils mithilfe einer Kanülenspitze in Gefäß 2 überführt und zum
Homogenisieren kurz verrührt, doch die Collagenflocken setzten sich weiterhin mit
der Zeit ab. Die Collagenlösungen wurden von unten mit Flüssigstickstoff eingefro-
ren. Dabei wurde die Probe nach und nach mehr in den Flüssigstickstoff getaucht.
Nachdem die Proben vollständig eingefroren waren, wurden sie gefriergetrocknet.
Eines der beiden Collagengerüste wurde mittels einer Dünnschichtchromatographie-
Lampe (12 W) für 20 min mit einer Wellenlänge von 254 nm bestrahlt. Zwar machte
auch hier die bestrahlte Probe einen weniger brüchigen Eindruck als die nicht
bestrahlte, jedoch zerfielen beide Proben zu Flocken.

5.4.5 Einfrieren mithilfe verschiedener Kältemischungen

Es wurden drei 1 wt%-ige Collagenlösungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefäß angesetzt. Dazu wurden je 5 mg Collagen mit 500 µL 0.05 M Essigsäure versetzt,
die Proben verrührt und über Nacht zum Quellen bei 5 ◦C gelagert. Die Lösungen
wurden 2 h bei 1000 rmp geschüttelt und 5 min zentrifugiert. Je eine Lösung wurde
in Gefäß 2 überführt. Eine Probe wurde im Gefrierfach (−20 ◦C), eine Probe von
unten mit einer Eis/Kochsalz-Kältemischung (≈ −10 ◦C, etwa 3 h) und eine Probe
von unten mit Flüssigstickstoff eingefroren.

5.4.6 Einfrieren mithilfe eines Peltier-Elementes

Es wurden vier 1 wt%-ige Collagenlösungen angesetzt. Dabei wurden je 10 mg Col-
lagen mit 1 mL 0.05 M Essigsäure versetzt, mit einer Kanüle verrührt und über
Nacht im Kühlschrank gelagert. Die Proben wurden 1 h bei 1000 rpm geschüttelt, an-
schließend 5 min zentrifugiert und wieder im Kühlschrank gelagert. Am nächsten Tag
wurden die Proben erneut 15 min bei 1000 rpm geschüttelt und 5 min zentrifugiert.
Zwei Collagenlösungen wurden in je eine Polystyrol-Einmalküvette überführt, und
nacheinander auf das Peltier-Element gestellt, wobei eine Wärmeleitpaste verwendet
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wurde, um die Kontaktfläche zu optimieren. Das Peltier-Element wurde mit einer
Kühlrate von 1 ◦C/ min von 20 ◦C auf −40 ◦C gekühlt. Nach einer Stunde war die
eingestellte Temperatur erreicht. Die Temperatur wurde für weitere 10 min gehalten.
Die beiden anderen Collagenlösungen wurden in je ein 1.5 mL-Schraubdeckelgefäß
überführt und auf das schon auf −40 ◦C heruntergekühlte Peltier-Element gestellt.
Für den besseren Kontakt zwischen Glasgefäß und Peltier-Element wurde auch hier
eine Wärmeleitpaste verwendet. Nach 20 min war die Lösung eingefroren. Das Gefäß
wurde auch weitere 10 min bei dieser Temperatur stehen gelassen. Nachdem die
Proben vollständig eingefroren waren, wurden sie in Flüssigstickstoff überführt und
anschließend gefriergetrocknet.

5.4.7 Einfrieren über einen Draht

Es wurden vier 1 wt%-ige Collagenlösungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefäß angesetzt. Dazu wurden je 5 mg Collagen mit 500 µL 0.05 M Essigsäure versetzt,
die Proben verrührt und über Nacht zum Quellen bei 5 ◦C gelagert. Die Lösungen
wurden 2 h bei 1000 rmp geschüttelt und 5 min zentrifugiert. Je eine Lösung wurde in
Gefäß 2 überführt. Es wurden vier verschiedene Einfriermethoden (i-iv) verwendet.
(i) Aus einem versilberten Draht wurde eine Drahtschlaufe geformt und in Gefäß 2
so eingeführt, dass lediglich der obere Teil der Lösung mit dem Draht in Berührung
kam. Das andere Ende des Drahtes wurde in Flüssigstickstoff gehalten. Da es sehr
lange dauerte, bis der Draht herunter gekühlt wurde, wurde mithilfe einer Pinzette
nachgeholfen, indem diese in Flüssigstickstoff und anschließend an das obere Ende
des Drahtes gehalten wurde. So dauerte der Einfriervorgang circa 2 h.
(ii) Analog zum versilberten Draht wurde aus einem Aluminium-Draht eine Draht-
schlaufe geformt und in die Lösung eingetaucht. Als Kühlmittel wurde Flüssigstick-
stoff verwendet. Da der Draht-Weg zu lang war, wurde Gefäß 2 horizontal über den
Dewar gehalten, sodass der Weg circa 3 cm lang war. Außerdem wurde mithilfe eines
Löffelspatels solange Flüssigstickstoff über den Draht gegossen bis die Collagenlö-
sung anfing einzufrieren. Der Einfriervorgang dauerte circa 30 min.
(iii) Bei dieser Methode wurde auch ein Aluminium-Draht verwendet. Jedoch wurde
als Kühlmittel kein Flüssigstickstoff verwendet, sondern eine Aceton-Trockeneis-
Kältemischung. Auch hier wurde das Gefäß horizontal über den Dewar gehalten,
um den Drahtweg zu verkürzen. Da es hierbei nicht ausreichte, die Kältemischung
nur anfangs über den Draht zu gießen, wurde dies während des gesamten Ein-
frierprozesses getan. Dabei fiel auf, dass einige Collagenflocken von dem Eis nach
unten/hinten verschoben wurden. Dieser Einfriervorgang dauerte circa 40 min. Da
der Gefriertrockner über Nacht ausfiel, wurde diese Methode wiederholt.
(iv) Auch hierbei wurde ein Aluminium-Draht und als Kühlmittel Flüssigstickstoff
verwendet. Gefäß 2 wurde horizontal über den Dewar gehalten. Mithilfe eines Löf-
felspatels wurde während des gesamten Einfrierprozesses Flüssigstickstoff über den
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Draht gegossen. Der Einfriervorgang dauerte circa 20 min. Alle Proben wurden nach
dem Einfrieren in Flüssigstickstoff gegeben und anschließend lyophilisiert.

Analog zur Einfriermethode (iv) wurden auch Agarose und Hyaluronat eingefroren.
Dabei wurden jeweils 20 mg Agarose beziehungsweise Hyaluronat mit 500 µL Milli-
Q-Wasser (Agarose: pH3, Hyaluronat: pH8-9) versetzt, die Proben verrührt und
über Nacht bei 5 ◦C gelagert. Die Proben wurden 1.5 h bei 1000 rmp geschüttelt,
5 min zentrifugiert und anschließend jeweils in Gefäß 2 überführt. Nachdem die
Biopolymere nach Methode (iv) eingefroren waren, wurden sie in Flüssigstickstoff
gegeben und anschließend lyophilisiert.
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5.5 Vernetzung der Biopolymere

5.5.1 Vernetzung von Collagen

Die Vernetzung von Collagen mittels UV-Bestrahlung wurde bereits bei der Gefrier-
trocknung von Collagen in Gefäß 1 und 2 (Abschnitt 5.4.3 und Abschnitt 5.4.4)
erläutert.

Die chemische Vernetzung von Collagen wurde mithilfe von EDC und NHS durch-
geführt. Dabei wurde sich an der Vorschrift von Cameron orientiert.[27] Tabelle 5.2
zeigt den verwendeten Ansatz.

Tabelle 5.2: Ansatz der Vernetzung von Collagen mithilfe von EDC und NHS.

Verbindung M / g mol−1 Äq. n / mol m / mg V / mL

Collagen
(Wdh.-Einheit)[27]

≈755.00 1 ≈6.6 · 10−6 5.0

EDC-HCl 191.74 5 3.7 · 10−5 7.0
NHS 115.09 2 1.3 · 10−5 1.5
Ethanol (70%) 46.07 1.9 · 10−2 852.3 1

Zunächst wurden zwei 1 wt%-ige Collagenlösungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-
Reaktions-gefäß angesetzt. Dazu wurden je 5 mg Collagen mit 500 µL Milli-Q-Wasser
(pH3) beziehungsweise mit 500 µL 0.05 M Essigsäure versetzt, die Proben verrührt
und über Nacht zum Quellen bei 5 ◦C gelagert. Die Collagenprobe in Essigsäure
wurde 1 h bei 1000 rpm geschüttelt und 5 min zentrifugiert. Die Lösungen wurden
jeweils mithilfe einer Kanülenspitze in Gefäß 2 überführt, die Probe in Milli-Q-
Wasser von unten mit Flüssigstickstoff und die Probe in Essigsäure im Gefrierschrank
(−20 ◦C) eingefroren. Danach wurden beide Collagenproben gefriergetrocknet. Zum
Vernetzen der Gerüste wurden die 5 mg-Gerüststrukturen jeweils mit 1 mL einer
Lösung bestehend aus 7 mg EDC-HCl und 1.5 mg NHS in 70 %-igem Ethanol über-
spült und auf einem Rotationsschüttler 3 h bei 80 rpm geschüttelt. Die Lösungen
wurden jeweils abdekantiert und die Gerüste fünfmal 5 min bei 80 rpm mit 500 µL
gewaschen, wobei die Lösungen dazwischen jeweils abdekantiert wurden. Danach
wurde das Gerüst wieder in Gefäß 2 überführt, in Flüssigstickstoff eingefroren und
gefriergetrocknet.
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5.5.2 Vernetzung von Agarose

Um Agarose zu vernetzen, wurde diese mittels eines Heißluftföhns erhitzt und
anschließend mit Flüssigstickstoff eingefroren. Es wurden drei 4 wt%-igen Agaroselö-
sungen angesetzt. Dafür wurden je 20 mg mit 500 µL Milli-Q-Wasser (pH3) versetzt
und (i) in ein 1.5 mL-Schraubdeckelgefäß gefüllt, (ii) in Gefäß 2 gefüllt und (iii)
1.5 h bei 1000 rpm geschüttelt, 5 min zentrifugiert und in Gefäß 2 überführt. Dabei
wurden drei verschiedene Einfriermethoden (i-iii) verwendet.
(i) Die Agarose wurde mittels einer Heizplatte zum Sieden erhitzt. Nach dem Abküh-
len auf Raumtemperatur wurde die Lösung für 4 h bei 5 ◦C gelagert und anschließend
von unten mit Flüssigstickstoff eingefroren.
(ii) Die Agarose wurde mit einem Heißluftföhn zum Sieden erhitzt und anschließend
von unten mit Flüssigstickstoff eingefroren.
(iii) Die Agarose wurde mithilfe eines Heißluftföhns erhitzt und mittels eines
Aluminium-Drahtes horizontal mit Flüssigstickstoff eingefroren, wobei anfangs mit-
hilfe eines Löffelspatels Flüssigstickstoff über den Draht gegossen wurde. Alle Proben
wurden nach dem Einfrieren in Flüssigstickstoff überführt und gefriergetrocknet.
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5.5.3 Vernetzung von Hyaluronat

Hyaluronat wurde mithilfe von BDDE verethert.[47] Der verwendetete Ansatz ist in
Tabelle 5.3 zu sehen.

Tabelle 5.3: Ansatz der Vernetzung von Hyaluronat mithilfe von BDDE.

Verbindung M / g mol−1 Äq. n / mol m / mg V / µL

Hyaluronat
(Wdh.-Einheit)

417.30 980 4.8 · 10−5 20.00

BDDE 202.25 1 4.9 · 10−8 0.01 10
NaOH 0.25 M 40.00 1.2 · 10−2 485.12 490
HCl 0.1 M 36.46 3.4 · 10−2 1235.00 1235

Zunächst wurde versucht, Hyaluronat im gefrorenen Zustand zu vernetzen. Dazu
wurden 20 mg Hyaluronat mit einer Mischung aus 10 µL BDDE und 490 µL 0.25 M
NaOH versetzt, die Mischung wurde verrührt und in Gefäß 2 überführt. Nach dem
Einfrieren von unten mit Flüssigstickstoff wurde die Hyaluronatprobe gefrierge-
trocknet. Das Gerüst wies eine gelbliche Färbung auf. Beim Versetzen mit 100 µL
Milli-Q-Wasser löste sich das Gerüst auf.

Zur Optimierung der Vernetzung von Hyaluronat wurde sich an der Vorschrift von
Al-Sibani orientiert.[47] Es wurden 20 mg Hyaluronat mit einer Mischung aus 10 µL
BDDE und 490 µL 0.25 M NaOH versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei 1000 rpm und
Raumtemperatur geschüttelt. Danach wurde die Mischung mit 0.1 M HCl neutra-
lisiert (1235 µL BDDE). Die Lösung wurde in einem 3.5 kDa-Dialysebeutel 3 Tage
lang gegen Milli-Q-Wasser dialysiert, um unreagiertes BDDE zu entfernen, wobei
nach zwei Tagen das Dialysewasser ausgetauscht wurde. Die Lösung wurde in ein
Zentrifugenröhrchen überführt und gefriergetrocknet. Der zurückgebliebene Fest-
stoff wurde mit 500 µL Milli-Q-Wasser (pH8-9) versetzt, wobei sich das Hyaluronat
nicht komplett löste, sondern lediglich gelierte. Die Mischung wurde in Gefäß 2
überführt und von unten mit Flüssigstickstoff eingefroren. Dabei waren Luftblasen
zu sehen, welche beim Einfrieren nach oben stiegen. Die Probe wurde im Anschluss
gefriergetrocknet. Das Gerüst wies eine gebrochene Struktur auf. Beim Versetzen
eines kleinen Stückes mit 100 µL Milli-Q-Wasser blieb das Gerüst erhalten.
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5.6 Funktionalisierung der Biopolymere mit
Peptiden

5.6.1 Funktionalisierung von Collagen mit Pra-CKFKFQF

Der verwendetete Ansatz ist in Tabelle 5.4 zu sehen.

Tabelle 5.4: Ansatz der Vernetzung von Collagen und Funktionalisierung mit Pra-CKFKFQF
mittels EDC und NHS.

Verbindung M / g mol−1 Äq. n / mol m / mg V / mL

Collagen
(Wdh.-
Einheit)[27]

≈ 755.00 69 ≈6.6 · 10−6 5.0

Pra-CKFKFQF 1042.22 1 9.6 · 10−8 0.1
EDC-HCl 191.74 408 3.9 · 10−5 7.5
NHS 115.09 181 1.7 · 10−5 2.0
Ethanol (70%) 46.07 1.9 · 10−2 852.3 1

Es wurden zwei 1 wt%-ige Collagenlösungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefäß angesetzt. Dazu wurde je eine Mischung aus 5 mg Collagen und 0.1 mg Pra-
CKFKFQF mit 500 µL 0.05 M Essigsäure versetzt, die Proben verrührt und über Nacht
zum Quellen bei 5 ◦C gelagert. Die Lösungen wurden 1 h bei 1000 rmp geschüttelt
und 5 min zentrifugiert. Je eine Lösung wurde in Gefäß 2 überführt. Zur Porenbil-
dung wurden die Proben senkrecht im Gefrierschrank (−20 ◦C) eingefroren. Nach
drei Stunden wurden die Proben in Flüssigstickstoff überführt, wobei eine Collagen-
mischung 5 min mit UV-Licht bestrahlt wurde (jeweils 1 min bestrahlt, dann wieder
eingefroren). Nach der Gefriertrocknung wurden die Gerüste in je ein Schnappde-
ckelgefäß überführt und mit je 1 mL einer Lösung bestehend aus 7.5 mg EDC-HCl und
2 mg NHS in 70 %-igem Ethanol überspült, um das Gerüst zu vernetzen. Zum Um-
spülen des Gerüstes wurde ein Rotationsschüttler verwendet. Die Proben wurden 3 h
bei 80 rpm geschüttelt. Die Lösungen wurden jeweils abdekantiert und die Gerüste
fünfmal 5 min bei 80 rpm mit 500 µL Milli-Q-Wasser gewaschen, wobei die Lösungen
dazwischen jeweils abdekantiert wurden. Zum Trocknen der Gerüste wurden diese
in Gefäß 2 überführt, in Flüssigstickstoff eingefroren, sowie gefriergetrocknet. An-
schließend wurde ein kleiner Teil des Gerüstes mit 200 µL Milli-Q-Wasser versetzt.
Die Gerüste quollen etwas, blieben aber erhalten.
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5.6.2 Funktionalisierung von Agarose mit Pra-CEFEFQF

Agarose wurde mit Pra-CEFEFQF analog zur Vorschrift mit DMAP und DIC verestert.[48]

Der verwendetete Ansatz ist in Tabelle 5.5 zu sehen.

Tabelle 5.5: Ansatz der Funktionalisierung von Agarose mit Pra-CEFEFQF nithilfe von
DMAP und DIC.

Verbindung M / g mol−1 Äq. n / mol m / mg V / µL

Agarose
(Wdh.-Einheit)

306.27 135 6.5 · 10−5 20.0

Pra-CKFKFQF 1042.22 1 4.8 · 10−7 0.5
DMAP 122.17 69 3.3 · 10−5 4.0
DIC 126.20 67 3.2 · 10−5 4.1 5
DMF 73.09 1.3 · 10−2 944.0 1000

Es wurde je eine Mischung aus 20 mg Agarose und 4 mg DMAP mit 5 µL DIC ver-
setzt. 0.5 mg Pra-CEFEFQF wurde jeweils in 100 µL DMF gelöst und zu den anderen
Edukten gegeben. Die Edukte wurden mit weiteren 900 µL DMF vesetzt. Die Pro-
ben wurden 24 h bei 1000 rmp geschüttelt. Die Reaktionsmischung wurde in einem
3.5 kDa-Dialysebeutel gegen Milli-Q-Wasser vier Tage dialysiert, wobei nach einem
Tag das Dialysewasser erneuert wurde. Beim Überführen blieb etwas Agarose im Re-
aktionsgefäß zurück. Der Inhalt des Dialysebeutels wurde in ein Zentrifugenröhrchen
überführt, wobei auffiel, dass die Agarosemischung geliert war, in Flüssigstickstoff
eingefroren und gefriergetrocknet. Es wurden (i) 13.3 mg und (ii) 13.6 mg der funk-
tionalisierten Agarose erhalten. Diese wurden mit (i) 333 µL beziehungsweise
(ii) 340 µL Milli-Q-Wasser (pH3) versetzt. Dabei blieb die farblose Gerüststruktur
der Agarose erhalten. Die Mischungen wurde in Gefäß 2 überführt und von unten
mit Flüssigstickstoff eingefroren, wobei eine Agarosemischung 10 min mit UV-Licht
bestrahlt wurde (jeweils 1 min bestrahlt, dann wieder eingefroren). Im Anschluss
wurden die Proben gefriergetrocknet. Beim Versetzen eines kleinen Stückes mit
200 µL Milli-Q-Wasser blieben beide Gerüste bestehen.
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5.6.3 Funktionalisierung von Hyaluronat mit Pra-CKFKFQF

Um Hyaluronat zu funktionalisieren, wurde dieses zunächst mit BDDE vernetzt und
anschliesßend einer Kopplung mit EDC und NHS unterzogen. Der verwendetete
Ansatz ist in Tabelle 5.6 zu sehen.

Tabelle 5.6: Ansatz der Vernetzung und Funktionalisierung von Hyaluronat mit
Pra-CKFKFQF und BDDE.

Verbindung M / g mol−1 Äq. n / mol m / mg V / µL

Hyaluronat
(Wdh.-Einheit)

417.30 980 4.8 · 10−5 20.00

Pra-CKFKFQF (i) 1042.22 1 4.8 · 10−7 0.50
Pra-CKFKFQF (ii) 1042.22 1 5.8 · 10−7 0.60
BDDE 202.25 1 4.9 · 10−8 0.01 10
EDC-HCl 191.74 755 3.7 · 10−5 7.10
NHS 115.09 286 1.4 · 10−5 1.60
NaOH 0.25 M 40.00 1.2 · 10−2 485.12 490
HCl 0.1 M 36.46 3.7 · 10−2 1365.00 1365
Ethanol (70%) 46.07 1.9 · 10−2 852.30 1000

Es wurden zwei 4 wt%-ige Hyaluronatlösungen angesetzt. Dazu wurden je 20 mg
Hyaluronat mit 10 µL BDDE und 490 µL 0.25 M NaOH versetzt, die Proben ver-
rührt und 1 h bei 1000 rmp geschüttelt. Danach wurde mit 0.1 M HCl neutralisiert
(1365 µL) und im 3.5 kDa-Beutel gegen Milli-Q-Wasser vier Tage dialysiert, wobei
nach drei Tagen das Dialysewasser erneuert wurde. Der Inhalt des Dialysebeutels
wurde in ein Zentrifugenröhrchen überführt, in Flüssigstickstoff eingefroren und
gefriergetrocknet. Der zurückgebliebene Feststoff ((i) 9.1 mg, (ii) 8.8 mg) wurde
zusammen mit
(i) 0.6 mg beziehungsweise (ii) 0.5 mg Pra-CKFKFQF mit (i) 228 µL beziehungsweise
(ii) 220 µL Milli-Q-Wasser (pH8-9) versetzt, wobei sich das Hyaluronat nicht kom-
plett löste, sondern lediglich gelierte. Die Mischung wurde in Gefäß 2 überführt und
von unten mit Flüssigstickstoff eingefroren, wobei eine Hyaluronatmischung 5 min
mit UV-Licht bestrahlt wurde (jeweils 1 min bestrahlt, dann wieder eingefroren). Im
Anschluss wurden die Proben gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten Gerüststruk-
turen wurden in je ein Schnappdeckelgefäß überführt und mit je 1 mL einer Lösung
bestehend aus 7.1 mg EDC-HCl und 1.6 mg NHS in 70 %-igem Ethanol überspült.
Zum Umspülen des Gerüstes wurde ein Rotationsschüttler verwendet. Die Proben
wurden 3 h bei 80 rpm geschüttelt. Die Lösungen wurden jeweils abdekantiert und
die Gerüste fünfmal 5 min bei 80 rpm mit 500 µL Milli-Q-Wasser gewaschen, wobei
die Lösungen dazwischen jeweils abdekantiert wurden. Die Gerüste wurden in Gefäß
2 überführt, in Flüssigstickstoff eingefroren, sowie gefriergetrocknet. Beim Versetzen
eines kleinen Stückes mit 200 µL Milli-Q-Wasser blieben beide Gerüste bestehen.
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5.7 Toxizitätstest der Biopolymere

Zur Untersuchung der Toxizität wurde der CellTiter-Glo Luminescence Cell Viability
Assay von Promega angewendet.[49] Es wurden jeweils 1 mg und 2 mg der drei
gefriergetrockneten Biopolymere (i)reines Biopolymer, ii) vernetztes Biopolymer,
iii) funktionalisiertes, vernetztes Biopolymer und iv) funktionalisiertes, bestrahltes
und vernetztes Bioolymer) eingewogen, um 1 wt%- und 2 wt%-ige Lösungen im
Zelltest herzustellen. Der Zelltest selbst wurde von Adriana Sobota durchgeführt.
Es wurden 50 000 A549-Lungenkrebszellen auf einer 96 -Well-Platte verwendet.
500 mL Medium bestanden aus Penicillin und Streptavidin (5 mL, 1 %), FBS (fätales
Kälberserum, 50 mL), MEM NEAA (minimal essential medium, non-essincial Amino
Acids, 100x, 5 mL) und DNEM (Glukose, Glutamin, 1x, 4.5 g/L). Es wurden je drei
Wells mit 100 µL Zellen im Medium als Positivprobe und mit 50 µL Zellen im Medium
zusammen mit 50 µL 1 µM Staurosporin als Negativprobe befüllt. Weiterhin wurden
drei Wells mit 100 µL Medium befüllt. Es wurden 74 weitere Wells mit je 50 µL
Zellen im Medium befüllt. Die Well-Platte wurde für 24 h bei 37 ◦C und 5 % CO2

inkubiert. Die Gerüststrukturen wurden in die Wells überführt, wobei wegen der
Elektrostatik der Proben außerhalb der Flow-Hood gearbeitet wurde. Da zu wenig
Substanz angesetzt wurde, wurden zum Teil weniger als drei Proben pro Substanz
verwendet. Tabelle 5.7 zeigt die Anzahl der angesetzten Proben.

Tabelle 5.7: Anzahl der Gerüststrukturen, welche dem Toxizitätstest unterzogen wurden
(XL steht für vernetzt).

Probe Anzahl der
1 wt%-igen Lösungen

Anzahl der
2 wt%-igen Lösungen

i) Collagen 3 3
ii) Collagen XL 1 1
iii) Collagen XL Pra-CKFKFQF 2 1
iv) Collagen XL Pra-CKFKFQF UV 2 -
i) Hyaluronat 3 3
ii) Hyaluronat XL 2 1
iii) Hyaluronat XL Pra-CKFKFQF 2 1
iv) Hyaluronat XL Pra-CKFKFQF UV 1 2
i) Agarose 3 3
ii) Agarose XL 3 3
iii) Agarose Pra-CEFEFQF 3 2
iv) Agarose Pra-CEFEFQF UV 3 3

Zu jeder mit Gerüststruktur versetzten Well wurden weitere 50 µL Medium hinzuge-
fügt. Die Proben wurden weitere 24 h bei 37 ◦C und 5 % CO2 inkubiert. Da außerhalb
der Flow-Hood gearbeitet wurde, wurden die Wells auf Bakterien unter dem Lichtmi-
kroskop untersucht, wobei keine Bakterien entdeckt wurden. Anschließend wurden
jeweils 100 µL CellTiter-Glo-Reagenz, welches bereits angesetzt vorlag, zugegeben.
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Die Proben wurden 2 min auf einem Orbitalschüttler geschüttelt. Dieser befand sich
in einem Kühlraum (5 ◦C). Um das Lumineszenzsignal zu stabilisieren, wurden die
Proben 10 min bei 37 ◦C und 5 % CO2 inkubiert. Die Lumineszenz wurde mithilfe
eines GloMax Multi + MultiMode Readers der Firma Promega gemessen. Dabei betrug
die Messzeit 2 s. Jede Probe wurde dreimal gemessen. Die Proben wurden nach der
Messung dunkel im Kühlraum gelagert und nach weiteren 24 h erneut gemessen,
um die Ergebnisse erneut zu prüfen. Weiterhin wurden die Proben nochmals auf
Bakterien untersucht, wobei auch diese Probe negativ ausfiel. Auch der pH-Wert der
Lösungen wurde überprüft. Dieser lag bei allen Proben bei 6.5.
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6Anhang

IR-Spekren

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 0 0

0 , 0 5

0 , 1 0

0 , 1 5

0 , 2 0

0 , 2 5

0 , 3 0

0 , 3 5

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 0 0

0 , 0 5

0 , 1 0

0 , 1 5

0 , 2 0

0 , 2 5

0 , 3 0

0 , 3 5

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 0 0

0 , 0 5

0 , 1 0

0 , 1 5

0 , 2 0

0 , 2 5

0 , 3 0

0 , 3 5

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 0 0

0 , 0 5

0 , 1 0

0 , 1 5

0 , 2 0

0 , 2 5

0 , 3 0

0 , 3 5
 C o l l a g e n  X L
 C o l l a g e n  X L  P r a - C K F K F Q F

Ab
so

rba
nc

e /
 a.

u.

W a v e n u m b e r  /  c m - 1

 C o l l a g e n

 C o l l a g e n  X L  P r a - C K F K F Q F  U V

Abbildung 6.1: IR-Spektrum von Collagen (schwarz), mit EDC und NHS vernetztem
Collagen (rot), mit EDC und NHS vernetztem und mit Pra-CKFKFQF funktionalisiertem
Collagen (grün) und mit EDC und NHS vernetzem, mit Pra-CKFKFQF funktionalisiertem

und mit UV-Licht behandeltem Collagen (blau).
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Abbildung 6.2: IR-Spektrum von Agarose (schwarz), durch Erhitzen vernetzte Agarose
(rot), mit Pra-CEFEFQF funktionalisierter Agarose (grün) und mit Pra-CEFEFQF

funktionalisierter und mit UV-Licht behandelter Agarose (blau).

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 0 0

0 , 0 5

0 , 1 0

0 , 1 5

0 , 2 0

0 , 2 5

0 , 3 0

0 , 3 5

0 , 4 0

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 0 0

0 , 0 5

0 , 1 0

0 , 1 5

0 , 2 0

0 , 2 5

0 , 3 0

0 , 3 5

0 , 4 0

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 0 0

0 , 0 5

0 , 1 0

0 , 1 5

0 , 2 0

0 , 2 5

0 , 3 0

0 , 3 5

0 , 4 0

4 0 0 0 3 5 0 0 3 0 0 0 2 5 0 0 2 0 0 0 1 5 0 0 1 0 0 0 5 0 0

0 , 0 0

0 , 0 5

0 , 1 0

0 , 1 5

0 , 2 0

0 , 2 5

0 , 3 0

0 , 3 5

0 , 4 0

Ab
so

rba
nc

e /
 a.

u.

W a v e n u m b e r  /  c m - 1

 H y a l u r o n a t
 H y a l u r o n a t  X L
 H y a l u r o n a t  X L  P r a - C K F K F Q F
 H y a l u r o n a t  X L  P r a - C K F K F Q F  U V

Abbildung 6.3: IR-Spektrum von Hyaluronat (schwarz), mit BDDE vernetztem Hyaluronat
(rot), mit BDDE vernetztem und mit Pra-CKFKFQF funktionalisiertem Hyaluronat (grün)

und mit BDDE vernetzem, mit Pra-CKFKFQF funktionalisiertem und mit UV-Licht
behandeltem Hyaluronat (blau).
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Diagramme des zweiten Toxizitätstests
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Abbildung 6.4: Toxizitätstest verschiedener Collagengerüste. Positivkontrolle: unbehandelte
A549-Lungenkrebszellen, Negativkontrolle: Staurosporin. (XL steht für vernetzt).
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Abbildung 6.5: Toxizitätstest verschiedener Agarosegerüste. Positivkontrolle: unbehandelte
A549-Lungenkrebszellen, Negativkontrolle: Staurosporin. (XL steht für vernetzt).
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Abbildung 6.6: Toxizitätstest verschiedener Hyaluronatgerüste. Positivkontrolle:
unbehandelte A549-Lungenkrebszellen, Negativkontrolle: Staurosporin. (XL steht für

vernetzt).
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