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Theoretische Grundlagen

1.1 Extrazellulare Matrix

Die Funktionsfahigkeit aller Zelltypen hangt von ihrer Umgebung, der extrazelluldaren
Matrix (EZM), ab. Die jeweilige Zusammensetzung und Struktur dieser wird durch
die Bediirfnisse der Zellen und der Funktion des Gewebes bestimmt. So kann zum
Beispiel ein bestimmter pH-Wert vonnéten sein, ein bestimmter Sauerstoffbedarf
bestehen oder die Zellen befinden sich an einer Stelle, die einer mechanischen Kraft
ausgesetzt ist.l'! Die EZM steht dabei in einem dynamischen Gleichgewicht mit den
Zellen, Organen und Geweben, die sie umschlieft.[2! Somit werden genauso je nach
Zusammensetzung und Struktur der EZM Zellanlagerung, Zellwachstum und die
dreidimensionale raumliche Anordnung der Zellen beeinflusst.

Dabei sind Wasser, Proteine und Polysaccaride die Hauptbestandteile der EZM.
Die drei Hauptklassen der Makromolekiile sind Proteoglykane, Glykoproteine und
Faserproteine.!3=> Als Faserproteine treten meist Collagen, welches strukturgebend
ist, Elastin, welches Elastizitit verleiht und Fibrillin, welches fiir den Aufbau elasti-
scher Fasern notwendig ist, auf. Glykoproteine sind fiir die Zellfunktion essentiell.
Dazu gehéren zum Beispiel Fibronectin und Laminin.?! Die Proteoglykane fiillen
den Grolf3teil der Zwischenrdume der EZM. Sie sind fiir die Bildung von elastischen
wassergefiillten Kompartimenten und fiir die Regulation der Collagenfibrillenbildung
notwendig.!?! Durch die Bildung eines hydratisierten Gels, kommen sie ihrer Funkti-
on nach, den pH-Wert zu stabilisieren, zu hydratisieren und St6Re abzufedern.!

Collagen bildet den groRten Anteil an Feststoffen in der EZM.[®! 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 haufigsten in tierischen und pflanzlichen Geweben auf und zeichnet
sich durch feste und zugbelastbare Fasern aus.[”] Besonders Strukturen wie sie in
Sehnen und Bandern vorkommen, bestehen zu einem grof3en Teil aus Collagen Typ
I. Dabei ordnen sich die Fasern parallel zueinander an. Andere fibrillare Collagen-
strukturen befinden sich beispielsweise in Knorpel (Typ II) und elastischen Geweben
wie Haut, Muskeln, Blutgefif3e und Lunge (TyplIII).®
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Wie schon erwéhnt, bildet Collagen Typ I den grof3ten Anteil der Proteine in Sduge-
tieren. Das auch genannte Tropocollagen besteht aus drei Polypeptidketten, die eine
Tripelhelix bilden. Jede dieser Ketten besteht aus der sich mehrfach wiederholenden
Tripelaminosdurensequenz G-X-Y. Dabei steht G fiir Glycin, X und Y sind beliebige
Aminosduren, wobei Prolin oder Hydroxyprolin sehr oft vorkommen. Zwei dieser
drei Ketten sind im Collagen Typ I identisch.!®]

Durch das dynamische Gleichgewicht zwischen der EZM und den Zellen und Organen
kann der menschliche Korper 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 konnen als dreidimen-
sionales Geriist abbaubare oder nicht-abbaubare Verbindungen verwendet werden.
So kénnen zum Beispiel Gertiststrukturen mit hoher Stabilitdt aus synthetischen
Materialien wie Polyurethan oder Polyethylenglycol verwendet werden.>10 Da
natiirliche Materialien weicher als synthetische Materialien sind und bioabbaubar
sind, finden sie hdufig Anwendung im zellumgebenden Gewebe. So konnen zum
Beispiel Biomaterialen wie Alginat oder Chitosan als kiinstliche EZM-Materialien
verwendet werden.[1%-12] Natiirliche Biomaterialen wie Collagen und Hyaluronséure,
die Bestandteile der EZM sind, finden im regenerativen ,, Tissue Engineering“ ebenso
Anwendung.[13-15]

1.2 Ice-Templating

Im Rahmen dieser Arbeit werden pordse Geriiststrukturen 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 fiir Vernetzung
(cross-linking), FD steht fiir Gefriertrocknung (Freeze-Drying)).

Kapitel 1 Theoretische Grundlagen



Bei dieser Methode wird eine Suspension eingefroren, wodurch sich Eiskristalle
ausbilden. Die Kristalle wachsen und dréngen die festen Partikel zur Seite, wodurch
diese in den Zwischenrdumen der Kristalle aufkonzentriert werden. Nach der Lyophi-
lisation bleibt das Geriist, welches die Partikel wahrend 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 pordsen
Metallstrukturen und Aerogelen, sowie bei Ceramiken und Polymeren.!'2%1 Um
den Prozess und somit Porengrof3e und -form zu beeinflussen, kann dieser entweder
durch intrinsische Effekte wie zum Beispiel Verdnderung der Suspensionsbestandtei-
le, der Kiihlrate oder durch extrinsische Effekte wie zum Beispiel Ultraschall, externe
magnetische oder elektrische Felder kontrolliert werden.[?”) So kann eine Verin-
derung des Losemittels zu einer anderen Porengeometrie fiihren. Camphen wird
zum Beispiel als Agens eingesetzt, da so das Einfrieren der Suspension bei Raum-
temperatur ermoglicht wird. Bedingt durch das eingefrorene Camphen, besitzen die
Poren eine runde Form. Gleiches ist bei Cyclohexan zu beobachten. Tertbutylalkohol
(TBA) hingegen erméglicht eine prismatische, Eis eine polygonale Porenform. 2%
Unter Zugabe von Suspensions-Additiven konnen die Viskositéat oder der pH-Wert
verandert werden, woraus eine Verdnderung der Kristallwachstumsgeschwindigkeit
resultieren kann. Dies kann zu einer Variation der Porengrol3e fiihren. Ebenso kann
es bei der Zugabe von Additiven zur Ausbildung weiterer Kristalle kommen, die
somit die Porenstruktur verdndern. Agenzien, welche eine Solvatationshiille um die
Partikel bilden und so zum Beispiel ein Wasserstoffbriickengeriist ausbilden, kon-
nen zu einer PorenvergroRerung fithren.[2°! Weiterhin spielt die Konzentration eine
wichtige Rolle. So darf diese nicht zu klein sein, da hieraus eine geringe Stabilitét
resultiert, und nicht zu hoch sein, da sonst die oft gewiinschten anisotropen Poren
mit dem iiberfliissigen Material zugesetzt werden koénnen. [2%)

Da im regenerativen , Tissue Engineering“ anisotrope Poren hiufig wiinschenswert
sind, ist es Ziel dieser Arbeit, gerichtete Poren zu generieren. Dies wurde bereits
mithilfe extrinsischer Einfliisse wie Ultraschall, magnetischen und elektrischen Fel-
dern erzielt. Hierbei wurden die Partikel zunichst entlang des Feldes ausgerichtet
und anschlieBend eingefroren.[??] Weiterhin kénnen 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 koénnen.?!! Ein
Temperaturgradient kann zum Beispiel durch Verdnderung der Kiihlrate entstehen.
So kommt es zu einer anisotropen Porung, die parallel zum Kristallwachstum vor-
liegt, wenn die Suspension sehr schnell abgekiihlt wird, wihrend isotrope Poren
durch langsames Abkiihlen entstehen, da das Eis so tiberall in der Losung auskristal-
lisieren kann und an jedem Ort gleich schnell wéchst. Weiterhin fiihrt eine Senkung
der Kiihlrate zu einer Verringerung der PorengrofRe.[21:22] Pawelec et al. konnten
ebenfalls anisotrope Poren generieren, indem sie die Fiillhohe verdnderten.[1®! Die

1.2 |Ice-Templating
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entspechenden Reaktionsgefde wurden dabei von unten gekiihlt. Je hoher das
Gefald mit der Suspension gefiillt war, desto gerichteter wurden die Poren, da die
Suspension von unten kontrolliert und von den Gefialdwanden durch eine geringe
Leitfihigkeit des Materials gekiihlt wurde (vgl. Abbildung 1.2).[23.24]

Scaffold Top
L -‘w‘ : -,"Ju(n‘ Iv',l'

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
Geriistes (i).[16!

1.3 Kunstliche Zellgertste aus Collagen nach
Cameron

Ruth Camerons Forschung beschéftigt sich mit der Herstellung kiinstlicher Zellge-
riiste aus Collagen. Dabei verwendete Cameron die Methode des ,Ice-Templatings®.
Zunéchst stellte sie eine 1 wt%-ige Suspension aus Collagen in 0.05 M Essigsdure
her, welche {iber Nacht zum Quellen kiihl gelagert wurde. Anschlielend wurde die
Mischung bei 10 000 rmp fiir 30 min im Eis-Wasser-Bad durch Riihren homogenisiert
und durch Zentrifugation bei 2500 rmp fiir 5min entgast. Die Collagendispersion
wurde mit einer kontrollierten Kiihlrate von 1 °C/min von 20 °C auf —40 °C eingefro-
ren und anschliel3end 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 gekiihlt wurde.[?"!

Um das Geriist 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 Wellenldange
254 nm verschiedener Intensitdten im Bereich von 0.06-0.96 J/cm? fiir 30 min. Durch
die UV-Bestrahlung wurden aromatische Reste, wie zum Beispiel bei den Amino-
sduren Tyrosin und Phenylalanin, vernetzt.!?%! Andererseits kann die Vernetzung
auch chemisch durchgefiihrt werden. Dabei wird das Geriist mit einer Mischung
aus 70 %-igem Ethanol, 1.15 g EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodimid)

Kapitel 1 Theoretische Grundlagen



und 0.276 g NHS (N-Hydroxysuccinimid) pro Gramm des Collagengeriistes, wo-
bei ein molares EDC:NHS:Collagen-Verhiltnis von 5:2:1 erreicht werden sollte,
umspiilt. Nach der chemischen Vernetzung wurde das Geriist erneut eingefroren
und gefriergetrocknet.!?”) Im Vergleich der beiden Vernetzungsstrategien ist die
UV-Bestrahlung der chemischen Vernetzung vorzuziehen, da so diejenigen Reste
vernetzt werden, welche keine Zelladhésion hervorrufen kénnen, und somit die
relevanten Carboxyl- und Aminogruppen weiterhin zur Verfiigung stehen.[26:28.29]

1.4 Anwendung kunstlicher, Gber ,Ice-Templating*
hergestellter Zellgerlste

Die Methode des ,Ice-Templatings“ eignet sich besonders fiir die Anwendung im
,Tissue-Engineering“ wegen der einfachen Probenpréparation und der Moglichkeit,
verschiedene Arten von Poren zu generieren. So wurden bereits 1999 porose Gel-
antinegeriiststrukturen hergestellt.[3%! Die Forschung beschéftigt sich intensiv mit
der Anwendung im menschlichen Korper und untersucht dabei verschiedene Bioma-
terialien, wie zum Beispiel Collagen, Hyaluronsdure, 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 Collagengeriiststrukturen.!?®! Dabei konnte durch gerichtete Poren innerhalb
der Gertiste 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 Invasivitdt und der migratorische Stand
identifiziert werden kénnen. Hume et al. untersuchten verschiedene Medikamente
in der Chemotherapie, die bei einer Brustkrebserkrankung zum Einsatz kommen. 31!
Dabei wurden die gefriergetrockneten Collagengeriiste mit entsprechenden Tumoren
in Verbindung gebracht und Fettzellen hinzugefiigt. 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
grolleren 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 Geriist entwickelt, welches aus
einer Mischung von Collagen und Hyaluronsiure besteht.[32] Dabei wurden mittels

1.4 Anwendung klnstlicher, Gber ,Ice-Templating” hergestellter Zellgerlste
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»lce- Templating® isotrope Posen generiert. Dieses Geriist wurde mit Adipozyten
und entsprechendem Medium versetzt. Hierbei wurde eine starke Vermehrung die-
ser Zellen beobachtet, weswegen die Collagen-Hyaluronsdure-Geriiste in adiposem
»Tissue-Engineering“ Anwendung finden konnen. Auch andere Forscher verwendeten
die Technik des ,Ice-Templatings“. So konnte auch bei Chitosan mittels Einfrieren
und Gefriertrocknung eine porése Morphologie erzielt werden.[33] Riblett et al.
und Francis et al. untersuchten gerichtete Chitosan-Alginat-Geriiste fiir neuronales
,Tissue-Engineering*“.[*#3%] Dabei wurde eine Ahnlichkeit zum Riickenmark entdeckt.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass DRG-Neuronen an das Geriist angelagert
werden konnten und diese nahezu gerichtet wachsen konnten. Unter Adsorbtion von
Polykationen und Laminin konnte ein ldngeres neuronales Wachstum beobachtet
werden. Anwendung kann dieses Geriist als Leitungskanal fiir das Wachstum und die
Regeneration von Axonen in der Wirbelsédule finden. Brougham untersuchte die Ge-
riiststrukturen einer Mischung aus Fibrin, Collagen und Glykosaminoglykan, welches
bei Herzklappen Anwendung findet.!3®! Dabei sollte untersucht werden, ob dieses
auch als Lungenklappenersatz in Frage kommen kann. Dies konnte bestétigt werden,
da auch die Leistungskriterien nach ISO 5840-2 fiir Lungenklappenersatzprodukte
erfiillt wurden. Weiterhin besteht grol3es Potential, diese Gertiststrukturen auch fiir
Knorpel und im Herz-Kreislauf-System anzuwenden. Lin et al. analysierten das Ver-
halten lyophilisierten Polyurethans. Dabei konnte ein anisotropes Geriist hergestellt
werden, welche die Migration von Zellen zulieR .'*”) Dies soll Anwendung in der
Regeneration von Muskeln finden. Weiteres Verwendungspotential sehen Lin et al.
in gerichteten Geweben, wie sie in Nerven und der Wirbelsaule zu finden sind.

1.5 Rasterelektronenmikroskopie

Um die in dieser Arbeit hergestellten Geriiststrukturen auf ihre Porositit zu untersu-
chen, wurde ein Rasterelektronenmikroskop (REM) verwendet. In diesem Abschnitt
wird diese Methode néher erldutert. 1931 wurde die Technik des Elektronenmikro-
skops von Ernst Ruska und Max Knoll entwickelt.!*8! Das REM stellt eine Erweiterung
dieser Technik dar und wurde 1965 entwickelt. Bei dieser Technik wird ein fokus-
sierter hochenergetischer Elektronenstrahl verwendet, der rasterférmig iiber die
Oberfléche des zu untersuchenden Materials bewegt wird. Die im Elektronenstrahl
vorhandenen Primérelektronen besitzen die Eigenschaft, mit den Probenatomen
elastische und inelastische Stof3e auszufiihren. Bei einem elastischen Stof3 werden
die Elektronen abgelenkt oder reflektiert (Riickstreuelektronen), dabei kommt es
zu keinem Energieverlust. Bei einem inelastischen Stol$ kommt es hingegen zum
Herauslosen schwach gebundener Elektronen aus der dulderen Elektronenschale
der Probenatome (Sekundirelektronen). Da diese Elektronen eine sehr geringe
kinetische Energie besitzen, konnen lediglich die Elekronen die Probe verlassen,
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die sich einige Nanometer unterhalb der Oberfldche befinden. Der Detektor fangt
und vervielfacht das Signal der Sekundérelektronen. Das REM-Bild, welches die
Topographie der Probe darstellt, wird erzeugt, indem das gemessene Detektorsignal
in Abhingigkeit der Ablenk-Koordinaten des Elektronenstrahls aufgetragen wird. 3]
Um Storungsfaktoren wie die Wechselwirkung mit Atomen oder Molekiilen 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,
konnen die Proben mit einer diinnen Edelmetallschicht besputtert werden. Solche
Metalle sind zum Beispiel Platin, Platin-Palladium-Mischungen, Chrom und Gold.
Abbildung 1.3 zeigt den schematischen Aufbau eines REMs.
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Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau eines Rasterelektronenmikroskops.4°!

Der Elektronenemitter stellt die Elektronen zur Verfiigung. Als Elektronenkanone
werden Wolframgliihkathoden, 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 30kV. Nachdem die Elektronen das Loch der Anode verlassen haben,
wird ein konvergenter Elektronenstrahl mithilfe von mehreren elektromagnetischen
Linsen und Offnungen des Kondensorsystems gebildet. Die Objektivlinse hat die

1.5 Rasterelektronenmikroskopie
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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 Probenoberflache 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 Verhaltnis der lokalen Sekundér- und
Riickstreuelektronen-Emissionsintensititen visualisiert.[4!]

1.6 ImageJ/Fiji-Plugin OrientationJ

Zur Analyse der REM-Aufnahmen wurde das Fiji-Plugin OrientationJ der Software
ImageJ verwendet.[*?! Hierbei wird ein Strukturtensor fiir jedes Pixel mithilfe des
Programms errechnet. Die lokale Orientierung wird dabei als Farbcodierung visua-
lisiert. Fiir die Einstellung des Strukturtensors wurde der Gradient mithilfe eines
kubischen Splines mit einer Standardabweichung von 2 Pixel angendhert. 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 Gesamtkriimmung
aufweist. Dabei wird jedes Teilstiick durch ein Polynom dritten Grades beschrieben.
Es werden in diesem Plugin auch weitere genauere Naherungen zur Verfiigung
gestellt, jedoch konnte kein grof3er qualitativer Unterschied in den entsprechenden
Bildern identifiziert werden, weswegen die Standardeinstellung beibehalten wurde.
Weiterhin wurde die Standardabweichung bewusst klein gehalten, da sonst ein zu
grofRer Bereich fiir die Erstellung des Strukturtensors ausgewéhlt werden wiirde, was
zu einer geringeren Differenziertheit der Orientierung beziehungsweise der Farbung
fiihren wiirde. Die erzeugte Farbcodierung beinhaltet drei Merkmale, so ist anhand
der Farbe der Winkel der Orientierung entsprechend Abbildung 1.4 abzulesen. Die

+45°

*,
b

725N

Abbildung 1.4: Farbskala des OrientationJ-Plugins. %]

Sattigung der Farben spiegelt die Kohdrenz wider. Bei einer Kohdrenz nahe Null
sinkt die Sattigung und das Bild erscheint in Grautonen. Bei einer Kohédrenz nahe
Eins, erscheint das Bild hingegen in den Spektralfarben, also der vollen Sattigung.
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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.[*3]

1.6 ImageJ/Fiji-Plugin Orientationd






Motivation und Zielsetzung

In der regenerativen Medizin spielt das ,, Tissue Engineering“ eine grofse Rolle. Be-
sonders die Weiterentwicklung synthetischer Biomaterialien findet Anwendung in
der Forschung. Biomaterialien besitzen die Eigenschaft, mit Zellen zu interagieren.
Dabei werden héufig die natiirlichen Bestandteile der extrazelluldren Matrix (EZM)
verwendet. Eine wichtige Gruppe der Biomaterialien bilden die Biopolymere. Sie
konnen sowohl eine zwei- als auch eine dreidimensionale Geriiststruktur ausbilden,
und so die Migration der Zellen rdumlich kontrollieren. Eine faszinierende Frage-
stellung ist es, wie die komplexe Anisotropie natiirlichen Gewebes imitiert werden
kann, und, inwiefern diese Geriiststrukturen mit selbstassemblierenden Peptiden
funktionalisiert werden konnen, um eine bessere Zellanlagerung zu ermoglichen.
Ziel dieser Arbeit ist es, dreidimensionale Geriiststrukturen, 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.!'®! 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 Toxizitét
getestet werden, um zu priifen, ob sich die Biopolymere zur Anwendung in der
regenerativen Medizin eignen und so zum Beispiel in naher Zukunft zur Wundheilung
genutzt werden kénnen.
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Ergebnisse und Diskussion

3.1 Gefriertrocknung von Peptiden

Peptide gehoren zu der Klasse der Biomaterialien. Daher haben sie grof3es Poten-
tial, die EZM zu imitieren. Schilling et al. berichteten bereits, dass selbstassem-
blierende Peptide die Regeneration von natiirlichem Gewebe begiinstigen. Dabei
eignet sich besonders eine alternierende Anordnung der hydrophilen und hydropho-
ben Aminosiurenreste.[** Weiterhin stellt die Aminosidurensequenz RGD (Arginin-
Glycin-Aspartat) ein Zelladhédsionsmotiv dar und ist in vielen Proteinen des mensch-
lichen Koérpers zu finden.[*>! Somit kénnen Peptide, die mindestens einen dieser
Faktoren aufweisen, im , Tissue-Engineering“ Anwendung finden. Daher wurde zu-
néchst die Gefriertrocknung des Peptides RGDKIKIQIC untersucht.

3.1.1 Gefriertrocknung von RGDKIKIQIC

Dazu wurden zwei verschiedene Anséatze gewahlt. Zunichst wurde das Peptid in
DMSO gelost und je eine Losung 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 Geriist bilden kann. Tabelle 3.1
zeigt die Praparation der beiden Losungen. Jeweils 100 uL. wurden mithilfe von

Tabelle 3.1: Priaparation des RGDKIKIQIC.

Probe Inkubationszeit Losemittel
1 24h MilliQ-H,0O
2 24h PBS

Fliissigstickstoff eingefroren. Nach dem Gefriertrocknen blieb bei Probe 1 lediglich
eine farblose Schliere an der Gefiafwand zuriick. Bei Probe 2 war ein farbloser
Feststoff, der das ganze Volumen der eingefrorenen Probe einnahm und somit mit
grofser 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 Molekiile eine Geriiststruktur hétten bilden kénnen.
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3.1.2 Gefriertrocknung von Pra-CKFKFQF

Da das Herstellen einer Geriiststruktur aus RGDKIKIQIC unter diesen Bedingungen
nicht moglich 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).
0 /£:i;;:j] 0 o}
NH NH OH
NH NH NH
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K F K F Q
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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 {iber
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 zunéchst in DMSO gelost. Aus einer 10 mg/mIL-Stammldsung
wurde von Adriana Sobota bereits eine 1 mg/mL-Losung in PBS angesetzt. Je 20 uL
der 1 mg/mL-Lésung wurden mit Fliissigstickstoff 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: Préparation des Pra-CKFKFQF.

Probe Inkubationszeit Bestrahlung

1 > 24h 1h vor Einfrieren

2 >24h 5min im gefrorenen Zustand
3 > 24h nicht bestrahlt

4 > 24h 5min nach Gefriertrocknung

Nach dem Gefriertrocknen blieb bei allen Proben ein farbloses feines Pulver an der
GefaBwand zuriick, welches sich bei der Zugabe von Milli-Q-Wasser 16ste. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass trotz der Bestrahlung die Konzentration
von 1 mg/mL zu gering war, um eine stabile Geriiststruktur 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
Losemittel beim Prozess des Gefriertrocknens verwendet wurde.

3.1 Gefriertrocknung von Peptiden

15



16

3.2 Gefriertrocknung von Biopolymeren

Da Peptide alleine bei realistisch verwendbaren Mengen keine Geriiststrukturen
ausbilden, muss ein Fiillmaterial, welches das Geriist bildet, verwendet werden.
Dieses kann mit den entsprechenden Peptiden funktionalisiert werden, sodass dessen
Eigenschaften die Anwendung als Imitat der EZM ermoglichen konnen.

Um zu priifen welche Konzentration und welcher pH-Wert notig wéren, um ein
stabiles Geriist zu bilden, wurden im folgenden Verlauf die Biopolymere Agarose,
Alginat, Chitosan, Collagen, Dextran und Hyaluronat untersucht. Dazu wurden
verschiedene Losungen mit Konzentrationen zwischen 1 wt% und 6 wt% im Sauren
(pH3) und im Basischen (pH8-9) angesetzt. Tabelle 3.3 zeigt, welche Biopolymere
sich 16sten und wie die Viskositdt der entsprechenden Probe war (+ steht fiir
erhohte Viskositit beziehungsweise gute Loslichkeit, - steht fiir geringe Viskositét
beziehungsweise schlechte Loslichkeit).

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

Biopolymer Gewichtsprozent Loslichkeit Viskositat

pH3 pH8-9
Agarose 2wt% - - -
4wt% - - .
6 wt% - - -
Alginat 2wt% + +
4wt% + + 44
6 wt% + +
Chitosan 2wt% -- .- -
4wt% -- S -
6 wt% -- . .
Collagen 1wt% - - -
2wt% - - .
4wt% - - i
6 wt% - - .
Dextran 2wt% +4++ 44+ -
4 wt% +++  +++ -
6 wt% +++ +++ -
Hyaluronat 2wt% + + +
4 wt% + + ++
6 wt% + + +++

Wie hierbei zu sehen ist, 16sten sich Agarose, Chitosan und Collagen nicht, wahrend
Alginat, Dextran und Hyaluronat eine sehr gute Loslichkeit zeigten. Diese Untersu-
chung diente dazu, die Loslichkeit vor und nach dem Gefriertrocknen zu vergleichen.
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Denn wenn sich vereinzelte Polymere auch nach dem Gefriertrocknen noch 16sten,
miisste diese Verbindung zusétzlich tiber eine Vernetzung stabilisiert werden. Weiter-
hin ist durch das Losen eine wesentlich homogenere Mischung entstanden, welche

moglicherweise eine gleichméligere Porung erzielen konnte.

Nach dem Gefriertrocknen wurden die Biopolymere auf Konsistenz, Oberfldche,
Loslichkeit und Porositiat mittels REM untersucht, wobei Chitosan nach der Gefrier-
trockung nicht als Geriiststruktur, sondern wie zuvor als Flocken vorlag, weswegen
kein REM dieser Probe gemessen werden konnte. Die Loslichkeit wurde untersucht,
indem ein kleines Stiick des Geriistes mit einem Uberschuss von Milli-Q-Wasser
versetzt wurde. Die Charakterisierung ist am Beispiel von Collagen in Tabelle 3.4
dargestellt. Dabei steht - fiir ein instabiles, weiches und sehr briichiges und + fiir
ein stabiles, etwas weniger weiches und weniger briichiges Geriist.

Tabelle 3.4: Charakterisierung von Collagen nach dem Gefriertrocknen.

pH-Wert  Gewichts-  Konsistenz Oberfléache Loslichkeit Porositét
prozent nach der REM
Gefrier-

trocknung
3 1wt% -- rau - Poren,
Dispersion Fasern
3 2wt% - rau - Poren,
Dispersion Fasern
3 4 wt% ++ rau - Poren,
Dispersion Fasern
3 6 wt% + rau - Poren,
Dispersion Fasern
8-9 1wt% -- rau - Poren,
Dispersion Fasern
8-9 2wt% - rau - Poren,
Dispersion Fasern
8-9 4 wt% + rau - Poren,
Dispersion Fasern
8-9 6 wt% + rau - Poren,
Dispersion Fasern

Hierbei ist deutlich zu sehen, dass die Geriiste der Losungen mit den Gewichts-
prozenten 1wt% und 2wt% wesentlich instabiler als die der Losungen mit den
Gewichtsprozenten 4 wt% und 6 wt% sind. Weiterhin fallt auf, dass die Oberflache,
die Loslichkeit nach der Gefriertrocknung und die Porositit aller Proben identisch
sind. Somit hat die Konzentration ledigleich einen Einfluss auf die Stabilitidt des
Geriistes. Auch bei der Betrachtung der pH-Werte féllt 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 VergroRerungen zu sehen.

3.2 Gefriertrocknung von Biopolymeren
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Abbildung 3.3: REM-Aufnahmen von 6 wt%-igem Collagen links bei pH3 und rechts bei
pH8-9 (Mal3stab: oben 100 pym, Mitte 50 um und unten 20 pm).

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 Loslichkeit der Geriiststrukturen nach der
Gefriertrocknung untersucht, indem ein kleines Stiick der gefriergetrockneten Probe
mit einem Uberschuss von Milli-Q-Wasser versetzt wurde. Weiterhin wurde die
Konsistenz, Oberflache und Porositit analysiert.
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Zusammenfassend ist zu erwdhnen, dass sich Chitosan weder im sauren noch im ba-
sischen Milieu 16sen lie3. Nach dem Einfrieren und der Lyophilisation entstand keine
stabile Geriiststruktur, somit konnte keine Porositat festgestellt werden. Dextran 16ste
sich im Gegensatz dazu sehr gut und bildete nach dem Gefriertrocknen besonders
bei hohen Konzentrationen stabile Geriiste, die sich allerdings in Milli-Q-Wasser
wieder 16sten. Trotz des stabilen Geriistes zerfiel Dextran bei der REM-Praparation
sofort und zeigt somit keine Porositit (vgl. Tabelle 3.5d). Agarose bildete mithilfe
des ,Ice-Templatings®“ bei hohen Konzentrationen stabile Geriiste, welche allerdings
leicht zerfielen und sich in Milli-Q-Wasser unter Bildung einer triiben Losung 16sten.
Agarose zeigte auch im REM eine faserige, pordse Struktur. Collagen lief3 sich nicht
losen, dennoch quollen die Collagenflocken im Vergleich zu Chitosan auf, sodass
eine pordse Gerlststrutur entstehen konnte. Die beiden Natriumsalze zeichneten
sich durch eine gute Loslichkeit unter Bildung einer viskosen Losung aus. Zusammen
bildeten Alginat und Hyaluronat die hartesten und stabilsten Geriiste. So wurde bei
jeder Konzentration eine Struktur mit stabiler Konsistenz erhalten. Insgesamt wiesen
beide Verbindungen eine hohe Porositat auf, jedoch war die des Hyaluronats noch
etwas ausgeprégter. Die sechs Verbindungen lassen sich in Betrachtung der Porositit
somit zu drei Gruppen zusammenfassen. Chitosan und Dextran weisen nahezu keine
Porositat auf. Agarose und Collagen bildeten eine porose und weiche Geriiststruktur
und Alginat und Hyaluronat zeigten eine hohe Porositiat und bildeten zudem sehr
feste Strukturen aus.

Zur Ubersicht 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 reprisentative REM-Bilder verwendet. Da Chitosan keine Gertist-
struktur ausbildete, konnte kein REM gemessen werden.

3.2 Gefriertrocknung von Biopolymeren
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Tabelle 3.5: Vergleich der Biopolymere (die Loslichkeit* entspricht Loslichkeit nach der

Gefriertrocknung).
Biopoly-  stabile Konsistenz Oberfla-  Loslich- REM
mer che keit*
pH3 pHS8-9
Agarose 4wt% 6 wt% rau, +
6 wt% broselig triib,
viskos
(a) 6 wt%, pH3.
Alginat QCwt%) 2wt% fest, +
Awt%)  4wt%h pH3:
6 wt% 6 wt% glatt,
pHS8-9:
rau
(b) 6wt%, pH8-9.
Chitosan (4 wt%) - broselig, - keine Messung moglich
Flocken

Collagen  4wt% 4wt% weich, -
6 wt% 6wt%  briichig, Dispersion

rau
(c) 6 wt%, pH3.
Dextran 6 wt% 4wt% gleich- +
6 wt% mafig,
rau
(d) 6 wt%, pHS3.
Hyaluro- Qwt%) Q2wt%) unregel- +
nat Awt%) 4wt%h maRig
6 wt% 6 wt% rau

(e) 6 wt%, pH8-9.
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Da Chitosan unter diesen Bedingungen keine stabile Gertiststruktur ausbildete und
Dextran nahezu keine Porositiat aufwies, wurden diese beiden Polymere fiir weite-
re Untersuchungen ausgeschlossen. Weil diese Arbeit auf die Forschung von Ruth
Cameron aufbaut, blieb Collagen in der engeren Auswahl. Durch die dhnlichen
Eigenschaften von Alginat und Hyaluronat und der Tatsache, dass Hyaluronat im ba-
sischen eine hohere Porositét aufwies, wurde dieses im folgenden weiter untersucht
und Alginat ausgeschlossen. Agarose ist dafiir bekannt, dass sich darauf keine Zellen
anlagern konnen. Wird Agarose mit einem selbstassemblierenden Peptid, welches
die Zelladhésion begiinstigt, funktionalisiert, so konnte in einem Zelltest untersucht
werden, ob es ausreicht, einen Fiillstoff mit einem Peptid zu funktionalisieren, um als
Imitation der EZM eingesetzt werden zu kénnen. 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.[?”] Dies ist anhand der REM-Bilder in Abbildung 3.4
zu sehen. Aufféllig ist, dass die 1wt%ige Collagen-Dispersion die hochste und feinste
Porositat aufweist.

Abbildung 3.4: REM-Aufnahmen von Collagen nach der Gefriertrocknung bei
verschiedenen Konzentratinen bei pH3. a) 6 wt%, b) 4 wt%, ¢) 1 wt%, Malf3stab: a) 200 um,
b,c) 100 pm.

Des Weiteren verwendete Cameron Essigsdure als Losemittel, weswegen Collagen
analog dazu pripariert und im REM untersucht wurde.[?”] Es zeigte sich, dass die
Collagen-Flocken in Essigsdure mehr aufquollen als im wéssrig sauren Medium. In
den REM-Aufnahmen aus Abbildung 3.5 ist zu sehen, dass die Porositiat deutlich
vom Medium abhéngt. So ist sie in der Collagen-Essigsdure-Dispersion hoher als
in der Collagen-Wasser-Dispersion. Des Weiteren ist zu sehen, dass die 1 wt%-ige
Dispersion eine feinere Porung aufweist als die entsprechend hoher konzentrierten
Mischungen.

3.2 Gefriertrocknung von Biopolymeren
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Abbildung 3.5: REM-Aufnahmen von Collagen geldst in Essigsdure nach Gefriertrocknung
bei verschiedenen Konzentrationen. Mafstab: 100 um, a) 6 wt%, b) 4 wt%, c) 2wt%, d)
1wt%.
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3.3 Gerichtete Poren

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

Wie bereits von Cameron beschrieben, bewirkt eine Verdnderung der Fiillhohe die
Entstehung anisotroper Poren.!'®! In ihrer Forschung wurden dabei die Collagenpro-
ben verschiedener Fiillhohen zwischen 5 — 20 mm mit einer kontrollierten Kiihlrate
von 0.9 °C/min auf —30 °C von unten eingefroren. Je hoher das Gefal3 mit der Pro-
benlésung gefiillt war, desto eher wurde das Geriist nach oben hin gerichtet, da es
zu einem Temperaturgradienten von unten und von den Seitenwadnden kam. (vgl.
Abbildung 1.2)

3.3.1 Verschiedene Fullhéhen

Um dies zu untersuchen, wurden die Collagenmischungen analog angesetzt und
verschiedene Volumina in je ein Eppendorf-Reaktionsgefa3 gefiillt und im Gefrier-
schrank senkrecht stehend eingefroren. Dabei wurde die 20 mm-Fiillh6he bereits
bei einem Volumen von 750 L erreicht. Da beim Einfrieren im Gefrierschrank eine
gleichméllige Kiihlrate erzielt wurde und die Kélte von den Seitenwédnden kommt,
sollte die Probe mit dem geringsten Volumen von 250 L eine isotrope Porenstruktur
aufweisen, wiahrend die Probe mit dem grof3ten Volumen von 1000 pL eine eher
gerichtete Porenstruktur besitzen sollte. Zur Analyse der Collagenstrukturen wurde
jeweils ein kleines Stiick des oberen Teils des jeweiligen Gertistes im REM untersucht
(Abbildung 3.6). Hierbei ist kein Unterschied in der Porositit zu erkennen, somit
konnten trotz der dhnlichen Fiillh6he wie bei Cameron keine gerichteten Poren ge-
neriert werden. Dies konnte damit zusammenhingen, dass die Proben ausschliel3lich
von den Seitenwédnden gekiihlt wurden, da die Gefal3e nicht auf einer temperier-
baren Platte standen, wie es bei Cameron der Fall war. Dadurch wurden hier die
Dispersionen mit grof3er Wahrscheinlichkeit weitestgehend gleichméaf3ig abgekiihlt,
wodurch kein Temperaturgradient erzeugt werden konnte.

Da auf diese Weise keine gerichteten Poren erzeugt werden konnten, wurden im
folgenden andere Kiihl- beziehungsweise Einfriermethoden verwendet. Aul’erdem
wurde im néchsten Schritt ein schmales Gefal3 gebaut, welches eine deutlich ho-
here Fiillhohe aufwies, wodurch ein hoherer Temperaturgradient erzeugt werden
konnte.

3.3 Gerichtete Poren
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Abbildung 3.6: REM-Aufnahmen verschiedener Fiillhéhen von 1 wt%-igem Collagen gelost
in Essigsdure nach dem Gefriertrocknen. Maf3stab: 100 pm, a) 250 pL, b) 500 pL, ¢) 750 uL d)
1000 pL.
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3.3.2 Verschiedene Gefal3e

Gefald 1 bestand aus zwei Objekttrdgern, wobei die Spitzen zweier Pasteurpipetten
die Seitenwéande bildeten. Als Boden diente ein weiteres Glasstiick einer Pasteurpi-
pettenspitze, wobei eine Drahtschlaufe aus einem versilberten Draht dariiber verlief.
Fixiert wurde dies mit Nagellack sowie Fugensilikon. Nach oben hin war das Ge-
fafd geoffnet, sodass die Form befiillt werden konnte. Leider war das Bauen dieses
Gefales zeitlich sehr aufwéndig und das Gefa3 nicht dicht, weswegen ein neues
optimiertes Design hergestellt wurde. Dieses bestand auch aus zwei Objekttragern,
wobei ein ausgestanzter rechteckiger Siklikonrahmen mithilfe von Sekundenkleber
auf einen Objekttrager geklebt wurde. Der zweite Objekttrager wurde darauf gelegt
und mit zwei Foldback-Klammern fixiert. So konnte zunéchst die Probe in den Rah-
men tiberfiihrt und das Gefa® dann verschlossen werden. Abbildung 3.7 zeigt den
schamatischen Aufbau beider GefaRe.

Objekt-
trager
Fugen- 1, N
_ | silikon - - - -
Proben-
l6sung
Probenldsung
Silikonrechteck
Foldback-
_Klammer |
Draht Objekttrager

[
Pasteurpipetten-Spitze

Abbildung 3.7: Schemata der beiden Gefiaf3e (links: Gefals 1, rechts: Gefal3 2).
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Beide Gefifde wurden mit 4wt%iger-Collagen-Wasser-Mischungen (pH3) befiillt und
mit Fliissigstickstoff eingefroren. Die Probe in Gefiaf3 1 wurde iiber den Draht ein-
gefroren, wahrend die Probe in Gefa3 2 bis zum unteren Rand des Silikonrahmens
in Fliissigstickstoff eingetaucht wurde. Bei Gefal3 1 fiel auf, dass sich die festen
Collagenflocken absetzten und es somit zu einem Konzentrationsgradienten kam,
wobei im oberen Teil des GeféaRes Collagen viel feiner verteilt war als im unteren
Teil. Nach dem Gefriertrocknen zeigte sich dies auch, da der untere Teil viel leichter
zerbroselte als der obere Teil des Geriistes. Wegen dieser Faktoren und der auf-
wéandigen Herstellung, sowie der fehlenden Dichtigkeit des Gefiaf3es 1 wurde im
folgenden Verlauf dieser Arbeit Gefa3 2 verwendet, sofern nicht anders erwahnt.
In den REM-Bildern (vgl. Abbildung 3.8) zeigte sich, dass die Probe, welche sich in
Gefal} 2 befand, leicht gerichtete Collagenstrénge, jedoch keine gerichteten Poren,
aufwies. Unter Verwendung des OrientationJ Plugins, ist dies auch zu erkennen. Die
einzelnen Collagenstringe besitzen je eine Vorzugsrichtung, wobei verschiedene
Strénge eine unterschiedliche Orientierung zeigen, da einige Strénge violett und
andere griin-blau geféarbt sind. Innerhalb eines Collagenstranges treten verschiedene
Farben auf. Dies spricht dafiir, dass noch keine anisotropen Poren erzeugt wurden
(vgl. Abbildung 3.8b). Da bei Gefald 1 beobachtet wurde, dass durch das Absetzen
der Collagenflocken im oberen Teil des Gefédles eine feiner verteilte Suspension
entstand, welche nach der Gefriertrocknung stabiler war als der grobflockige Teil des
Gertistes, wurde die Konzentration wie in den Arbeiten von Cameron im folgenden
Verlauf dieser Arbeit auf 1 wt% reduziert.[2>]

Abbildung 3.8: REM-Aufnahme von 4 wt%-igem Collagen gel6st in Wasser mit pH3 nach
dem Einfrieren mit Fliissigstickstoff und Gefriertrocknen in Gefal3 2. Mal3stab: 100 ym. a)
Originalaufnahme, b) Farbdarstellung erstellt mit ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.!4?!

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

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

Auffallig hierbei ist, dass die im Gefrierschrank eingefrorene Probe wie erwartet
keinerlei Richtung aufweist, wahrend die anderen beiden Collagen-Geriiste eine
hohere Orientierung zeigen, wobei die Probe, die mit Fliissigstickstoff eingefroren
wurde, eine wesentlich deutlichere Vorzugsrichtung zeigt als die Probe, welche mit
der Eis-Kochsalz-Kéltemischung eingefroren wurde.

Um dies zu verdeutlichen, wurde die REM-Aufnahme mithilfe des OrientationJ-
Plugins eingefarbt. Beim Einfrieren im Gefrierschrank ist deutlich zu sehen, dass
keine Vorzugsrichtung vorhanden ist, da simtliche Farben verteilt iiber die Probe
auftreten (vgl. Abbildung 3.9b). Wie bereits erwdhnt, zeigt das in der Eis-Kochsalz-
Kaltemischung eingefrorene Collagengeriist im Vergleich zum Einfrieren im Ge-
frierschrank eine hohere Orientierung. Dies ist dadurch zu erkennen, dass deutlich
weniger unterschiedliche Farben zu erkennen sind. Es treten hier hauptsachlich
violett-blau und griin markierte Bereiche auf (vgl. Abbildung 3.9f). Die in Fliis-
sigstickstoff eingefrorene Probe sticht hierbei besonders heraus. Sie weist zwei
verschiedene Vorzugsrichtungen auf. So ist der Grof3teil des Geriistes griin einge-
farbt, wiahrend oben rechts eine weitere Orientierung auftritt, welche violett geféarbt
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-
Kaltemischung mit —10°C nétig ist. Da das Einfrieren mit Fliissigstickstoff sehr
schnell vonstatten ging, ist es auch von Interesse, eine langsamere Kiihlrate zu
erzeugen. Dazu wurde ein Peltier-Element verwendet.

3.3 Gerichtete Poren
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Abbildung 3.9: Vergleich verschiedener Einfriermethoden. REM-Aufnahmen von
1 wt%-igem Collagen gelost in Essigsdure nach der Gefriertrocknung. a,b) Gefrierschrank,
—20°C, c,d) Fliissigstickstoff (von unten), —196 °C und e,f) Eis-Kochsalz-Kéltemischung
(von unten), —10°C, a,c,e) Originalaufnahme, b,d,f) Farbdarstellung erstellt mit
ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.[*?! MaRstab: a,b) 200 ym, ¢-f) —100 pm.
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3.3.4 Einfrieren mithilfe eines Peltier-Elementes

Hierbei wurde eine kontrollierte Kiihlrate von 1°C/min eingestellt und Collagen
(1 wt%, HAc) in einer Einmalkiivette aus Polystyrol innerhalb von 1 h von 20 °C auf
—40 °C heruntergekiihlt, um nach Cameron isotrope Poren zu erzielen. Um hingegen
gerichtete Poren zu generieren, wurde ein besser leitendes Glasgefald verwendet
und auf das schon auf —40°C vorgekiihlte Peltier-Element gestellt. Beim schon
vorgekiihlten 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 gelGst in Essigsdure nach dem
Einfrieren mithilfe eines Peltier-Elements nach Gefriertrocknung. Mastab: 200 ym. a,b)
kontrollierte Kiihlrate, Polystyrol-Kiivette, c,d) vorgekiihltes Peltier-Element, Glas, a,c)
Originalaufnahme, b,d) Farbdarstellung erstellt mit ImageJ/Fijiplugin OrientationJ. 42!

Bei Betrachtung der REM-Aufnahmen fallt auf, dass das Geriist von der Collagen-
probe, welche mit dem bereits vorgekiihlten Peltier-Element eingefroren wurde,
hauptsiachlich violett eingefirbt ist. Dabei ist der griin eingeféarbte Teil rechts unten
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zu vernachléssigen, da die Probenpraparation fiir das REM mit grof3er Wahrschein-
lichkeit dafiir verantwortlich ist (vgl. Abbildung 3.10d). Somit konnte eine gerichtete
Geriiststruktur mithilfe des vorgekiihlten Peltier-Elementes hergestellt werden. Im
Vergleich dazu sollte, die in der Polystyrol-Kiivette angesetzte Probe, welche mit
einer kontrollierten Kiihlrate eingefroren wurde, eine isotrope Porung aufweisen.
Doch auch hierbei ist eine Vorzugsrichtung (griin) zu erkennen. Grund dafiir konnte
die Fiillhohe sein. Die Kiivette war bis zu einer Hohe von etwa 1 cm gefiillt. Cameron
beobachtete gleichméRig anisotrope Poren bei einer Fiillhéhe von 2 cm.[*®1 In diesem
Fall wurde die Probe hauptsachlich griin eingefarbt, jedoch treten ebenfalls violette
Bereiche auf, weswegen diese Probe nicht ganz so sehr gerichtet erscheint, wie
die des schon vorgekiihlten Peltier-Elementes (vgl. Abbildung 3.10). Somit kann
davon ausgegangen werden, dass aufgrund der Fiillhohe ansatzweise gerichtete
Poren entstanden sind. Um isotrope Poren zu generieren, miisste somit die Fiillhohe
reduziert werden.

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

3.3.5 Einfrieren Uber einen Draht

Um den Unterschied zu Camerons Arbeiten, bei denen eine gut leitende Kupfer-Nadel
in die Losung eintauchte, um gerichtete Poren zu generieren, zu minimieren, wurde
eine Weiterfiihrung des Gefiles 2 entwickelt. Durch die Offnung des Silikonrahmens
wurde eine Drahtschlaufe eingefiihrt, sodass beim Abkiihlen 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 zunéchst ein versilberter Draht verwendet. Das Ende wurde in Flis-
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 Gefal3 2 und dem Fliissigstickstoff-
Dewar zu lang war, um die Probe geniigend abzukiihlen, wurde das Gefaf3 2 ho-
rizontal iiber den Dewar gehalten. Aufierdem wurde der Draht bis zum Beginn
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Abbildung 3.11: Schemata des optimierten zweiten Gefél3es.

des Einfrierens mit Fliissigstickstoff iibergossen. Der Einfriervorgang dauerte circa
30 min.

(iii) Als dritte Methode wurde derselbe Versuchsaufbau wie zuvor beim Alu-Draht ge-
wahlt, jedoch wurde eine Aceton-Trockeneis-Kaltemischung zum Einfrieren verwen-
det. Dabei wurde Collagen ebenfalls mithilfe eines Alu-Drahtes und mit UbergieRes
des Drahtes mit der Kéltemischung eingefroren, jedoch wurde der Draht wiahrend
des gesamten Einfrierprozesses {ibergossen. Dabei fiel auf, dass einige Collagenflo-
cken von dem Eis nach unten/hinten verschoben wurden. Dieser Einfriervorgang
dauerte circa 40 min.

(iv) Um das Verdrangen der grofReren Collagenflocken zu vermeiden, wurde eine wei-
tere Collagenlosung mit Fliissigstickstoff {iber einen Aluminium-Draht eingefroren,
jedoch wurde der Draht wahrend des gesamten Einfrierprozesses mit Fliissigstickstoff
iibergossen. Collagen benotigte auf diese Weise lediglich 20 min, um einzufrieren.
Alle Geriiststrukturen 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 gelost in Essigsdure nach dem Gefriertrocknen. Maf3stab:
100 pm, a) versilberter Draht, N5, b) Aluminium-Draht, UbergieRen mit N, zu Beginn, c)
Aluminium-Draht, durchgehendes UbergieRen mit Aceton-Trockeneis-Mischung, d)
Aluminium-Draht, durchgehendes UbergieRen mit N
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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 Fliissigstickstoff (ii)
oder mit der Aceton-Trockeneis-Kéltemischung (iii) iibergossen wurde, konnten
keine anisotropen Poren erzeugt werden. Bei der Collagenprobe, welche mithilfe
eines durchgehend mit Fliissigstickstoff iibergossenen Aluminium-Drahtes préapariert
wurde (iv), ist im Gegensatz dazu eine Vorzugsorientierung zu erkennen. Um diese
nédher zu analysieren, wurde die REM-Aufnahme mithilfe des OrientationJ-Plugins
eingefarbt (vgl. Abbildung 3.13). Hier ist deutlich zu erkennen, dass die Struktur
wegen der einheitlichen griin-blauen Farbung stark orientiert ist. Dennoch wurden
einzelne Fasern violett eingefarbt, was fiir eine andere Orientierung spricht. Jedoch
verbinden diese einzelnen violetten Fasern die grof3er-flachigen griinen Bereiche,
weswegen dennoch von einer anisotropen Struktur gesprochen werden kann.

Abbildung 3.13: REM-Aufnahme von 1 wt%-igem Collagen gelost in Essigsdure nach dem
Einfrieren iiber einen Aluminium-Draht, der permanent mit N, iibergossen wurde, und nach
der Gefriertrocknung. Maf3stab: 100 ym. a) Originalaufnahme, b) Farbdarstellung erstellt
mit ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.[4?!

Aus diesen Beobachtungen lasst sich ableiten, dass aus einer guten Warmeleitfa-
higkeit des Drahtes und einer schnelle Kiihlrate die beste Orientierung der Poren
resultiert.

Agarose und Hyaluronat wurden analog prépariert. 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, wahrend das Hyaluronatgeriist aus einer gerichteten
Plattenstruktur, welche einige Locher aufwies, bestand. Besonders bei letzterem ist
die stark ausgepragte Orientierung durch die einheitliche blaue Farbung zu erkennen
(vgl. Abbildung 3.15b). Die Fasern der Agarose wurden blau-violett und zu einem
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geringeren Teil auch griin eingefarbt, was zwar fiir eine orientierte Struktur spricht,
jedoch ist die Vorzugsrichtung nicht so stark ausgepragt wie beim Hyaluronat (vgl.
Abbildung 3.14b). Dies konnte daran liegen, dass sich die Agarose beim Ansetzen
der Probe nicht so gut loste wie Hyaluronat und somit nicht im gleichen Mal3e
fein verteilt war. Weiterhin sind Geriiststrukturen von Hyaluronat wesentlich fester
als diejenigen der Agarose, weswegen sich die REM-Praparation bei Hyaluronat

wesentlich einfacher gestaltete als bei Agarose und Collagen, welche sehr schnell
zerdriickt werden konnten.

Abbildung 3.14: REM-Aufnahme von 4 wt%-iger Agarose gelost in Wasser mit pH3 nach
dem Einfrieren iiber einen Aluminium-Draht, der permanent mit N, {ibergossen wurde, und
nach der Gefriertrocknung. Maf3stab: 100 ym. a) Originalaufnahme, b) Farbdarstellung
erstellt mit ImageJ/Fijiplugin OrientationJ.[*?]

Abbildung 3.15: REM-Aufnahme von 1 wt%-igem Hyaluronat gelést in Wasser mit pH8-9
nach dem Einfrieren iiber einen Aluminium-Draht, der permanent mit N, iibergossen wurde,
und nach der Gefriertrocknung. Mastab: 100 um. a) Originalaufnahme, b) Farbdarstellung

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

Damit die Geriiststruktur auch im wéssrigen Medium stabil ist und sich nicht wieder
auflost beziehungsweise zerfallt (Tabelle 3.5), ist es notwendig, die Biopolymere zu
vernetzen. Dabei wurden fiir Collagen, Agarose und Hyaluronat unterschiedliche
Vernetzungsmethoden verwendet.

3.4.1 Vernetzung von Collagen

Cameron vernetzte Collagen bereits auf zwei verschieden Arten: iiber Bestrahlung
mit UV-Licht der Wellenlédnge 254 nm verschiedener Intensitdten im Bereich von
0.06 — 0.96 J /cm? fiir 30 min und chemisch mit EDC und NHS.[26:27]

Hier wurde zunéachst die UV-Bestrahlung an den Collagenproben mit 4 wt% bei pH3
getestet. Diese wurden nach dem Gefriertrocknen 20 min mit einer Wellenldnge
A = 254 nm mittels einer Diinnschicht-Chromatrographie-Lampe (DC-Lampe) be-
strahlt, wobei der Abstand 3 cm betrug. Dabei lag die Intensitdt der UV-Lampe im
uW /em? — mW /em?-Bereich. Zur Untersuchung, ob die Vernetzung funktioniert hat,
wurde ein Kkleiner Teil das Geriistes mit Milli-Q-Wasser versetzt. Dabei zerfiel das
Gerlist allerdings und bildete eine Dispersion, wie vor dem Einfrieren. Dies lasst
darauf schliel3en, dass diese Methode keine ausreichende Vernetzung erreicht hat
und eine hohere Intensitédt, wie Cameron sie verwendet hat, notig ware. Jedoch
darf die Probe nicht viel ldnger als 30 min dieser Intensitét 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.

3.4 Vernetzung der Biopolymere
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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 dreistiindigen Koppeln mit EDC und NHS, dem Waschen
mit Wasser und erneutem Einfrieren und Gefriertrocknen wurden die Geriiste auch
auf Loslichkeit durch Versetzen eines kleinen Stiickes mit Milli-Q-Wasser getestet.
Anders als bei den UV-bestrahlten Geriisten, blieben die Geriiste 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 Fliissigstickstoff und eine im Gefrierschrank eingefroren.
Im Vergleich zu Abbildung 3.8 und Abbildung 3.5 ist kein struktureller Unterschied
in der Porositit 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) gelost in Wasser pH3, eingefroren mit N,, Maf3stab:
20 um b) gelost in Essigsdure, eingefroren im Gefrierschrank, Maf3stab: 100 pm.

Um nun gerichtete und vernetzte Collagengeriiste zu erhalten, miisste man die
Proben zunéchst {iber einen Aluminium-Draht mit Fliissigstickstoff einfrieren, wobei
der Draht durchgehend mit Fliissigstickstoff {ibergossen werden muss. Anschlief3end
kann das gefriergetrocknete Gertist 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 Losemittel sublimiert werden muss.

3.4.2 Vernetzung von Agarose

Agarosemolekiile haben die Moglichkeit Wasserstoffbriicken auszubilden. Beim
Erhitzen l6sen sich die intramolekularen Wasserstoffbriicken auf und bilden beim
Abkiilen intermolekulare aus, wodurch eine Doppelhelix gebildet wird. Die Agarose
geliert.[46]

Um Agarose zu vernetzen, wurde diese mittels eines Heil3luftfohns erhitzt und an-
schlief$end mit Fliissigstickstoff 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 Schraubdeckelgefa(3 von unten mit Fliissigstickstoff eingefroren wurde,
b) im Gefald 2, und c) im Gefal} 2, welche iiber einen Aluminium-Draht eingefroren
wurde. Beim Einfrieren iiber den Draht zeigt sich nun analog zum Hyaluronat eine
Plattenstruktur, jedoch scheint es,dass die vernetzte Agarose zusammengedriickt
wurde, wodurch keine Poren entstehen konnten. Somit ist es nicht vorteilhaft, Ag-
arose zuerst zu vernetzen und dann mithilfe eines Drahtes einzufrieren. Anders
verhélt es sich, wenn Agarose etwas schneller eingefroren wird, indem Gefal3 2
direkt von unten mit Fliissigstickstoff eingefroren wird. Es bildeten sich elongierte
Poren. Auch im Schraubdeckelgefa zeigt sich eine Richtung, jedoch ist diese noch
nicht so geordnet wie bei Verwendung von Gefafl? 2.

Beim Versetzen mit Milli-Q-Wasser blieb das Geriist 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 gelost Wasser mit
pH3 nach Gefriertrocknung unter Verwendung verschiedener Einfriermethoden. Mal3stab:
100 um. (a) Schraubdeckelgefal3, von unten mit N, eingefroren, (b) Gefa3 2 von unten mit
N, eingefroren und (c) Gefaf} 2, iiber Aluminium-Drahtmit N, eingefroren. Dabei wurde die
vernetzte Agarose jeweils von unten beziehungsweise {iber den Draht mit Fliissigstickstoff

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.[4”) Dabei
findet eine Ringoffnung 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 Geriistes mit Milli-Q-Wasser. Das Geriist blieb im Gegensatz zum unvernetzten
Hyaluronat bestehen und 16ste sich nicht.

Abbildung 3.21: REM-Aufnahmen von vernetztem 4 wt%-igem Hyaluronat gelost in Wasser
mit pH8-9 nach Einfrieren mit Ny und Gefriertrocknung. Maf3stab: 10 um.

3.4 Vernetzung der Biopolymere
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3.5 Funktionalisierung der Biopolymere mit
Peptiden

Um nun eine Bioaktivitdt auf die Biopolymere zu iibertragen, miissen 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 dafiir bekannt, dass sie fibrillieren kénnen. Auf3er-
dem konnen sie {iber eine Thiol-Yne-Klickreaktion (Abbildung 3.2), induziert durch
UV-Bestrahlung, untereinander kovalente Bindungen ausbilden. Sofern sich zwei
dieser Peptide rdumlich nahe beieinander befinden, konnten diese durch die UV-
Bestrahlung eine weitere Bindung ausbilden und so das Geriist zusatzlich stabilisie-

remn.

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 Geriiste mit NHS und EDC vernetzt.
Durch die UV-Strahlung vor der Funktionalisierung mit dem Peptid und der Vernet-
zung von Collagen, konnten einige Peptide bei ausreichender rdumlichen Nihe im
Vorhinein verkniipft worden sein. Das Collagengeriist 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 Geriistes mit Milli-Q-Wasser versetzt, wobei beide Geriiste
in gleichem Mal3e stabil waren. Somit ist unklar, ob die Stabilitdt nur durch die
Vernetzung von Collagen selbst oder zusitzlich durch die UV-Bestrahlung herriihrt.
Die Gertiste wurden mittels REM (vgl. Abbildung 3.23) und IR-Spektroskopie unter-
sucht, um zu priifen, ob die Funktionalisierung eine strukturelle Anderung bewirkt
und ob es zu einer Intensitdtserh6hung der spezifischen peptidischen Banden bei
funktionalisiertem Collagen kommt.

Abbildung 3.23: REM-Aufnahmen von vernetztem und mit Pra-CKFKFQF
funktionalisiertem 1 wt%-igem Collagen geldst in Essigsdure nach dem Einfrieren im
Gefrierschrank und der Gefriertrocknung. Mastab 100 um. 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 Collagengeriiste weisen eine hohe Ahnlichkeit
auf. Das Peptid, welches genau wie Collagen aus Aminosduren besteht, verdndert
somit die Struktur des Gertistes nicht.

Im IR-Spektrum sind die Geriiste von Collagen, vernetztem Collagen, vernetztem und
funktionalisiertem Collagen, sowie vernetztem, funktionalisiertem und bestrahltem
Collagen zu sehen (siehe Anhang). Da das Peptid genauso aus Aminosduren besteht
wie Collagen, wére lediglich eine Intensitdtsinderung zu erwarten. Dies ist jedoch
nicht der Fall, da die Banden des vernetzten und funktionalisierten Collagens eine
geringere Intensitidt aufweisen als diejenigen des reinen Collagens. Grund dafiir
konnte 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 Intensitdtserhohung
im IR-Spektrum zu erkennen ist, ist unklar, ob die Funktionalisierung funktioniert hat.

3.5 Funktionalisierung der Biopolymere mit Peptiden
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So konnte 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.[4®] Die entsprechende Reaktionsgleichung und
der Mechanismus sind in Abbildung 3.24 und Abbildung 3.25 zu sehen.
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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 fiir 24 h in DMF ge-
schiittelt und die Reaktionsmischung anschliel3end dialysiert. Wahrend der Dialyse
gelierte die Mischung, weswegen angenommen wurde, dass die Agarose durch das
trifunktionale Peptid vernetzt wurde. Die Proben wurden gefriergetrocknet und
anschlief3end mit Wasser (pH3) eine 4 wt%-ige Losung hergestellt. Dabei blieb die
Gertiststruktur erhalten, was die Annahme der Vernetzung durch das trifunktionelle
Peptid bekraftigt. Eine weitere analog préparierte Probe wurde im gefrorenen Zu-
stand mit UV-Licht bestrahlt. Die Geriiste 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 dhnliche Struktur wie
unvernetzte Agarose aufweist, da sehr viele feine Fasern auf dem Geriist 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,
fallt genau wie bei Collagen auf, dass sich lediglich die Intensitdten unterschei-
den (siehe Anhang). Da sich die Intensititen in einem gleichméafigen Verhiltnis
unterscheiden, kann dies von ungleicher Probenkonzentration beim Messen der
IR-Spektren herriihren.

3.5 Funktionalisierung der Biopolymere mit Peptiden
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Abbildung 3.26: REM-Aufnahmen von mit Pra-CEFEFQF funktionalisierter 4 wt%-iger

Agarose gelost in Wasser (pH3) nach dem Einfrieren in N, und der Gefriertrocknung.

Maf3stab 100 um. a) funktionalisiert b) funktionalisiert und im gefrorenen Zustand mit
UV-Licht bestrahlt.

Da bisher unklar ist, ob das trifunktionale Peptid das Agarosegeriist vernetzt oder
lediglich funktionalisiert hat, wurden je ein Stiick der funktionalisierten Geriist-
strukturen mit Milli-Q-Wasser versetzt. Genau wie bei der durch Erhitzen vernetzte
Agarose blieb das Geriist hierbei erhalten, was fiir die erfolgreiche Vernetzung mit-
hilfe des Peptids spricht. Somit bewirkt die Funktionalisierung und Vernetzung von
Agarose mit Pra-CEFEFQF keine strukturelle Anderung der Porositit. Weiterhin ist
unklar, ob alle drei Carboxylgruppen reagiert haben. Falls dies der Fall wire, so ist
es moglich, dass die Bioaktivitét stark reduziert wurde.

3.5.3 Funktionalisierung von Hyaluronat

Hyaluronat wurde mit BDDE zuerst vernetzt und anschlieend 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 zunéchst Hyaluronat mit BDDE
vernetzt. Nach der Dialyse gegen Milli-Q-Wasser und anschlief3ender Lyophilisation
wurde es zusammen mit Pra-CKFKFQF mit Wasser (pH8-9) versetzt, sodass eine
4 wt%-ige Losung entstand. Hierbei ist zu erwdhnen, dass das vernetzte Hyaluronat
sich nicht loste. Die Proben wurden von unten mit Fliissigstickstoff eingefroren,
wobei eine der beiden Proben im gefrorenen Zustand mit UV-Licht bestrahlt wurde.
Nach der Gefriertrocknung wurden die Geriiste mittels REM (Abbildung 3.29) und
IR-Spektroskopie untersucht. Da diese Strukturen trotz anderer Probenprédparation
eine stark orientierte und gleichmaf3ige 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 angefiarbt wurde, sind griine
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 Porositét entstand. Das Peptid selbst und die UV-Bestrahlung
bewirken keine Anderung der Struktur (vgl. Abbildung 3.21). Grund der Tatsache,
dass die bestrahlte Probe etwas mehr gerichtet erscheint, konnte an der Proben-
praparation fiir die Untersuchung im REM liegen. Dabei wurde jeweils versucht,
mithilfe einer Rasierklinge moglichst eine geeignete Stelle aus dem Geriist heraus-
zuschneiden und diese mit der gerichteten Seite nach oben auf ein Tape zu kleben
ohne die Porenstruktur zu zerdriicken. Eine weitere Moglichkeit ist, dass die nicht
bestrahlte Probe beim Einfrieren zu weit in den Fliissigstickstoff getaucht wurde,
wodurch die Probe zu schnell eingefroren wurde.

Im IR-Spektrum ist analog zu den anderen Biopolymeren keine Anderung der Banden
zu erkennen (siehe Anhang). Auch hier dndert sich lediglich die Intensitét. Dies
kann aufgrund ungleicher Probenkonzentration beim Messen der Spektren zustande
gekommen sein. Da es zu keiner Anderung der Banden gekommen ist, scheint auch

hier die Peptidkonzentration zu gering gewesen zu sein.

3.5 Funktionalisierung der Biopolymere mit Peptiden
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Abbildung 3.28: Mechanismus der Funktionalisierung von Hyaluronat mit Pra-CKFKFQF
mithilfe von EDC und NHS.
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Abbildung 3.29: REM-Aufnahmen von mit BDDE vernetztem und mit Pra-CKFKFQF
funktionalisiertem 4 wt%-igem Hyaluronat gel6st in Wasser (pH8-9) nach dem Einfrieren in
N, und der Gefriertrocknung. Maf3stab: a,c,d) 100 um, b,e,f) 10 um. 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.[4?!
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3.6 Zelltest

Da die Geriiststrukturen Anwendung als extrazellulare Matrix finden sollen, wurde
in diesem Abschnitt untersucht, ob die Substanzen toxisch sind. Dazu wurde der Cell-
Titer Glo-Assay angewendet.!4! 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 kénnen 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 fiir 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 Gertist je drei
Proben angesetzt, jedoch wurde nicht geniigend Substanz hergestellt, weswegen
vereinzelt auch weniger Proben vorhanden waren.

3.6.1 Toxizitatstest von Collagen
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Abbildung 3.30: Toxizititstest verschiedener Collagengeriiste. Positivkontrolle:
unbehandelte A549-Lungenkrebszellen, Negativkontrolle: Staurosporin. (XL steht fiir
vernetzt).

Wie zu erkennen ist, ist das Zelliiberleben bei allen Collagenproben oberhalb der
Negativprobe. Zwar zeigen Collagen 2wt% und vernetztes Collagen 1wt% eine
Tendenz dorthin, dies konnte aber auch von einer Kontamination der Geriiste her-
rithren, da diese nicht steril hergestellt wurden und aul3erhalb 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 {iberein. Ein weiterer Grund konnte sein, dass das Zellmedium
nicht geniigend homogenisiert wurde, und somit weniger Zellen iiberfiihrt wurden.
Da aber die jeweils andere Konzentration des entsprechenden Gertistes atoxisch war,
kann davon ausgegangen werden, dass Collagen nicht toxisch ist.

3.6.2 Toxizitatstest von Agarose

Zur Untersuchung der Toxizitit von Agarose wurde analog verfahren. Abbildung 3.31
zeigt die Lumineszenz fiir 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: Toxizitétstest verschiedener Agarosegeriiste. Positivkontrolle:
unbehandelte A549-Lungenkrebszellen, Negativkontrolle: Staurosporin. (XL steht fiir
vernetzt).

Hier erkennt man deutliche Unterschiede. So zeigt lediglich vernetzte Agarose
1wt% keine Toxizitdt. Auch hier wurde untersucht, ob Bakterien vorhanden waren
oder der pH-Wert abwich. Dies war aber nicht der Fall. Somit kénnten andere
Kontaminationen innerhalb der Geriiste fiir 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 1wt% ein positives Ergebnis erzielt werden. Bei
den funktionalisierten Agarosegeriisten konnte es tatsachlich bei der Préaparation
zu einem toxischen Geriist gekommen sein, da Agarose mithilfe von DMAP und

3.6 Zelliest
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DIC vernetzt wurde. DMAP ist sehr toxisch und wurde nach der Reaktion lediglich
durch Dialysieren entfernt. Ob die Dialyse tatsédchlich erfolgreich war, ist fraglich,
da die Agarose wahrenddessen gelierte. Zwar sollten die DMAP-Molekiile auch
durch das Gel diffundieren kénnen, allerdings kann dieses langsamer abgelaufen
sein als erwartet, weswegen sich noch kleine Restbestandteile im Geriist befunden
haben konnten. Dass die Signale deutlich unterhalb der Negativkontrolle liegen,
konnte auch ein Hinweis dafiir sein, dass beim Pipettieren der Zellen durch nicht
ausreichendes Homogenisieren wesentlich weniger Zellen tiberfiihrt wurden.

3.6.3 Toxizitatstest von Hyaluronat

Der Toxizitdtstest 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: Toxizitétstest verschiedener Hyaluronatgeriiste. Positivkontrolle:
unbehandelte A549-Lungenkrebszellen, Negativkontrolle: Staurosporin. (XL steht fiir
vernetzt).

Beim Hyaluronat zeigte sich, dass lediglich die mit UV-bestrahlten Geriiste eine ge-
wisse Toxizitat aufweisen. Auch hier wurden keine Bakterien oder pH-Verdnderungen
beobachtet. Somit muss es an der Préparation gelegen haben. Auch hier wurde nicht
steril gearbeitet. AuRerdem wurde Hyaluronat mit BDDE, was ebenso wie DMAP
toxisch ist, vernetzt und auch hier wurde dieses durch Dialysieren entfernt, wobei
unklar ist, ob dieses vollstandig entfernt werden konnte. Bei geringeren Mengen
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von BDDE im Gertist konnte damit das Zelliiberleben deutlich geschwicht werden,
was die geringere Lumineszenz erkliren wiirde. Ebenso kann auch das Uberfiih-
ren von zu wenig Zellen durch fehlendes Homogenisieren des Zellmediums dafiir
verantwortlich sein.

Um zu Uberpriifen, ob die gemessenen Ergebnisse tatsichlich 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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Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit wurde zunéchst versucht, Geriiststrukturen der
Peptide RGDKIKIQIC, sowie Pra-CKFKFQF mittels der Methode des ,Ice-Templatings“
herzustellen. Dabei wurde letztes Peptid zusatzlich zu verschiedenen Zeitpunkten
mit UV-Licht bestrahlt, da dieses durch eine Thiol-Yne-Klickreaktion eine Vernetzung
ermoglichen konnte. Nach der Gefriertrocknung blieben jedoch lediglich die Salze
des PBS-Puffers als farbloser Feststoff, der sich in Wasser 16ste, zuriick, 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 moglich ist, ein stabiles Peptidgeriist herzustellen. Daher wurden
im nédchsten Schritt verschiedene Biopolymere als Fiillstoffe 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 Loslichkeit und ihre Porositdt mittels REM nach
der Gefriertrocknung untersucht. Dabei zeigte sich, dass Chitosan und Dextran keine
stabilen Gertiststrukturen ausbildeten, weswegen sie von weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen wurden. Alginat und Hyaluronat zeigten dhnliche Eigenschaften,
wobei Hyaluronat eine hohere Porositiat 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 ausgewahlt, da es dafiir bekannt ist, keine Zelladh&sion
zu begtlinstigen. Eine Funktionalisierung mit einem selbstassemblierenden Peptid,
welches diese jedoch begiinstigt, konnte in einem Zelltest zeigen, dass sich Zellen
auf dem Gertist anlagern konnen.

Um die Geriiststrukturen als Imitate der EZM verwenden zu kénnen, sind haufig
anisotrope Poren noétig. Deshalb wurden am Beispiel von Collagen verschiedene Ein-
friermethoden getestet. Dazu wurden verschiedene Gefil3e konstruiert und zum Ein-
frieren verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass das Einfrieren im Gefrierfach zu
isotropen Poren fiihrt. Auch die Verwendung einer Eis-Kochsalz-Kéltemischung zeigte
kein zufriedenstellendes Ergebnis. Erst als Collagen mithilfe von Fliissigstickstoff von
unten eingefroren wurde, zeigten sich erste gerichtete Strukturen. Daher wurde ge-
schlussfolgert, dass eine Temperatur kleiner als —10 °C (Eis-Kochsalz-Kaltemischung)
notig ist, um einen ausreichenden Temperaturgradienten und somit orientierte Struk-
turen zu erhalten. Dazu wurde das Einfrieren mittels Peltier-Element untersucht.

53



54

Dabei wurde eine Collagenprobe mit einer kontrollierten Kiihlrate von 1 °C/min in-
nerhalb einer Stunde auf —40 °C gekiihlt und eine weitere Collagenprobe direkt auf
das schon vorgekiihlte Peltier-Element (—40 °C) gestellt und innerhalb von 20 min
eingefroren. Im REM zeigte sich bei beiden Geriisten eine Vorzugsrichtung, wobei die-
jenige der Probe, welche mit dem schon vorgekiihlten Peltier-Elemente eingefroren
wurde, starker ausgepragt war, als die des kontrolliert heruntergekiihlten Collagens.
Cameron beschrieb, dass bei einer kontrollierten Kiihlrate isotrope Strukturen erhal-
ten wurden. Dies konnte hierbei nicht bestatigt werden, jedoch kdnnte die gerichtete
Struktur durch die erhohte Fiillhohe und den damit verbundenen Temperaturgra-
dienten zustande gekommen sein. Cameron tauchte beim Herstellen anisotroper
Strukturen eine Kupfernadel, welche eine hohe Warmeleitfahigkeit besitzt, direkt
in die Dispersion ein und stellte das Probengefafd so auf die vorgekiihlte Tempe-
riervorrichtung, dass die Kupfernadel die Kilte direkt auf die Dispersion iibertrug
und letztere somit gerichtet einfror. Um dies auf die bisher verwendeten Einfrierme-
thoden zu iibertragen, wurden die Collagenproben iiber einen Draht eingefroren.
Dabei zeigte sich, dass die Dispersionen am besten iiber einen Aluminium-Draht
eingefroren wurden, welcher permanent mit Fliissigstickstoff tibergossen wurde,
um gerichtete Poren zu generieren. Diese Methode wurde auf die anderen beiden
Polymere Agarose und Hyaluronat iibertragen, wobei auch orientierte Strukturen
entstanden.

Da sich die Polymere nach der Gefriertrocknung beim Versetzen mit Wasser 16sten,
beziehungsweise zerfielen und somit im wéssrigen Medium nicht stabil waren, wurde
im nédchsten 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 Intensitét
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 l6sen, 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
Gertist stabil blieb und sich nicht aufléste. Anders als bei Collagen bewirkte die
Vernetzung eine strukturelle Verdnderung, so bildete sich ein zusammenhéngen-
des Netzwerk aus, was im REM zu erkennen war. Agarose wurde vernetzt, indem
diese vor der Gefriertrocknung erhitzt wurde, da es beim Erhitzen und anschlieen-
dem Abkiihlen zu einer Umorientierung der Wasserstoffbriicken kommt, wobei eine
Doppelhelix gebildet wird und Agarose geliert. Im Anschluss wurde die Agarose
eingefroren und gefriergetrocknet. Auch hier blieb das Geriist 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 iiber einen Aluminium-Draht
keine elongiere Faserstruktur, sondern eine zusammengepresste Plattenstruktur.

Da nun verschiedene Methoden gefunden wurden, um die Geriiststrukturen 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 anschlieRend 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 ermdglichen. Nach
erneuter Gefriertrocknung wurden die Geriiste mittels REM und IR-Spektroskopie
analysiert. Dabei zeigte sich keine Strukturverdnderung. 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 Loslichkeit der Geriiste iiberpriift, dabei blieb das Geriist 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 zunéchst mit BDDE vernetzt, aufgereinigt mit-
tels Dialyse und gefriergetrocknet. Zu dem erhaltenen Geriist wurde Pra-CKFKFQF
gegeben, die Mischung mit Milli-Q-Wasser mit pH8-9 versetzt und von unten mit
Fliissigstickstoff eingefroren, wobei eine Probe mit UV-Licht bestrahlt wurde. Nach
der Lyophilisation wurde ebenfalls die Loslichkeit untersucht. Die Geriiste blieben
beim Versetzen mit Wasser stabil. Auch hierbei konnten weder im IR-Spektrum noch
im REM Unterschiede zu den unfunktionalisierten Hyaluronatgeriisten beobachtet
werden. Allerdings zeigt sich im REM eine sehr stark orientierte Struktur.

Da die hergestellten funktionalisierten Geriiststrukturen in naher Zukunft Anwen-
dung als Imitat der EZM finden sollen, wurde mithilfe des CellTiter Glo-Assays
die Toxizitdt 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 Geriiststrukturen nicht
toxisch auf die Zellen wirkten. Agarose hingegen zeigte zum Teil ein geringeres
Lumineszenzsignal als die Negativprobe mit Staurosporin. Somit konnten 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 durchgefiihrt. Somit konnten auch eventuell vorhandene Riickstande
dafiir verantwortlich gewesen sein. Die Proben wurden auf Bakterien und pH-Wert
getestet, wobei hier keine Auffilligkeiten beobachtet werden konnten. Da lediglich
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vernetzte Agarose ein nicht-toxisches Verhalten zeigte, wire es sinnvoll, diesen
Toxizitédtstest erneut unter sterilen Bedingungen durchzufiihren. Hyaluronat zeigte
bis auf die bestrahlten Proben ein nicht-toxisches Verhalten. Auch hierbei konnte
die nicht-sterile Praparation der Grund dafiir gewesen sein. Unter Beriicksichtigung
des Zelltestergebnisses eignen sich Collagen und Hyaluronat fiir die Anwendung im
,lissue-Engineering“. Bei Agarose miisste zuvor ein erneuter Toxizititstest durch-
gefiihrt werden. Weiterhin wire es interessant, die Zellmigration in anisotropen
Gertiststrukturen dreidimensional zu untersuchen. Dazu kénnte eine Untersuchung
am Confocal weitere Aufschliisse erzielen. So kdnnte auch gezeigt werden, wie viele
Zellen leben und wie viele sterben.
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Experimentalteil

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 Messgerate

Rasterelektronen-Mikroskopie

Zur Untersuchung der verschiedenen Biopolymere auf deren Struktur und Porositét
wurde das Hitachi SU8000 -Rasterelektronenmikroskop verwendet. Dabei wurde ein
kleiner Teil der Probengeriiste mithilfe einer Pinzette auf ein leitendes Klebeband
geklebt. Um dieses zu befestigen ohne dass die Porenstruktur zerdriickt wurde,
wurde die Probe mittels eines Argonstroms angedriickt (Tabelle 3.5, Abbildung 3.3).
Alle weiteren Messungen wurden am LEO Gemini 1530-Rasterelektronenmikroskop
durchgefiihrt. Die Proben wurden analog prapariert (Abbildung 3.8, Abbildung 3.18a,
Abbildung 3.19a,b). Die iibrigen Proben wurden zudem vor der Messung mit 5 nm
Platin besputtert. Die Messungen sowie das Besputtern wurde von Gunnar Glal3er
durchgefiihrt.

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 anschlieBend mithilfe des Programms OPUS 7.5 bearbeitet und mit der
Software Origin 7.5 V5 ausgewertet. Fiir die Bezeichnung der Banden wurden die
folgenden Abkiirzungen 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-Stammldsung von RGDKIKIQIC in DMSO angesetzt und
diese auf je 1 mg/mL in PBS und Milli-Q-Wasser verdiinnt. Der pH-Wert wurde
auf 7.4 mithilfe von NaOH eingestellt. Beide Peptidlosungen wurden fiir 24 h inku-
biert. Es wurden jeweils 100 uL. der 1 mg/mL-Losungen in einem 1.5 mL-Eppendorf-
Reaktionsgefa® senkrecht in Fliissigstickstoff eingefroren und gefriergetrocknet. Die
Milli-Q-Probe zeigte eine farblose Schliere, wahrend bei der PBS-Probe ein farbloser
Riickstand blieb, der das gesamte Losungsvolumen ausfiillte.

5.2.2 Gefriertrocknung von Pra-CKFKFQF

Aus einer 10 mg/mL-Stammlosung von Pra-CKFKFQF in DMSO wurde von Adriana
Sobota bereits eine 1 mg/mL-Losung in PBS angesetzt. Es wurden vier Eppendorf-
Reaktionsgefiaf3e mit je 20 uL. der 1 mg/mL-Losung gefiillt. Tabelle 5.1 zeigt den

Ausgangszustand der vier Proben.

Tabelle 5.1: Ausgangszustand der Pra-CKFKFQF-Proben.

Probe Inkubationszeit Bestrahlung

1 >24h 1h vor Einfrieren
2 > 24h nicht bestrahlt
3 >24h nicht bestrahlt
4 > 24h nicht bestrahlt

Alle Proben wurden mittels Fliissigstickstoff eingefroren, wobei Probe 2 im gefrore-
nen Zustand 5 min bestrahlt wurde (2 min von unten durch GefiBwand, 3 min von
oben, direkt auf Probe), und anschliel3end gefriergetrocknet. Probe 4 wurde nach
der Gefriertrocknung 5 min bestrahlt (direkt auf Probe). Es blieb ein farbloses Pulver
an der GefafSwand zuriick. AnschlieBend wurde 0.5 pL Milli-Q-Wasser hinzugegeben,
wobei sich das Pulver 16ste.
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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 Collagenlésungen mit Milli-
Q-Wasser mit pH3 und mit Milli-Q-Wasser mit pH8-9 angesetzt. Dazu wurden je
10 mg, 20mg, 40 mg und 60 mg eingewogen und mit je 1 mL HyO des jeweiligen
pH-Wertes versetzt. Es waren farblose Flocken zu erkennen. Auch die Behandlung
im Ultraschallbad zeigte keine Verdnderung. Um den Bodensatz zu verriihren wurde
eine Kaniilenspitze verwendet. Collagen wurde mithilfe von Fliissigstickstoff senk-
recht eingefroren. Nach dem Gefriertrocknen zeigte bei den 4 wt%- und 6 wt%-igen
Mischungen sich, ein Geriist mit einer rauen Oberflache und und einer weichen
und briichigen Konsistenz. Die geringer konzentrierten Collagenproben zerbroselten
direkt. Um zu iiberpriifen, ob das Geriist im wassrigen Medium bestehen bleiben
kann, wurde ein Teil des Gertistes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4 und pH8-9
versetzt. Dabei zerfielen die Geriiste, die Flocken blieben ungelost.

5.3.2 Gefriertrocknung von Agarose

Es wurden jeweils 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Agaroselosungen 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 HyO des jeweiligen pH-Wertes versetzt. Es
waren triibe, sehr kleine farblose Partikel zu erkennen, welche aufquollen. Um die
Partikel in der Losung zu verteilen, wurde mithilfe einer Kaniilenspitze umgeriihrt
und direkt im Anschluss senkrecht mit Fliissigstickstoff eingefroren. Nachdem die
Proben gefriergetrocknet wurden, zeigte sich ein Geriist mit einer rauen Oberflache,
welches leicht zerbrdselte. Um zu iiberpriifen, ob das Geriist im wassrigen Medium
bestehen bleiben kann, wurde ein Teil des Geriistes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4
und pH8-9 versetzt. Dabei zerfielen die Geriiste und es blieben triibe, etwas viskosere
Losungen zurtick.

5.3.3 Gefriertrocknung von Alginat

Es wurden jeweils 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Alginatlésungen 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 HyO des jeweiligen pH-Wertes versetzt.
Zum Losen wurden die Proben geschiittelt und im Ultraschallbad behandelt. Da
sich ein Bodensatz gebildet hatte, wurde mit einer Kaniilenspitze umgeriihrt. Dabei
wurde die Losung zunehmend viskoser (auch mit zunehmenden Gewichtsprozent).

5.3 Gefriertrocknung von Biopolymeren
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Unmittelbar nach dem Verrithren wurden die Proben senkrecht mit Fliissigstickstoff
eingefroren und an den Gefriertrockner gehingt. Alginat bildete ein sehr festes
und stabiles Gertist. Die Oberflache von den Proben mit pH3 besalden eine glatte
Oberflache, wihrend die der Proben mit pH8-9 eine raue Oberfldche aufwiesen. Um
zu liberpriifen, ob das Geriist im wissrigen Medium bestehen bleiben kann, wurde
ein Teil des Geriistes 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 2wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Chitosanlésungen 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 H,O des jeweiligen pH-Wertes versetzt.
Es waren farblose Flocken zu erkennen, welche etwas aufquollen. Die Mischungen
wurden fiir 45 min bei 1000 rmp geschiittelt. Zu Chitosan (2 wt%, pH3) konzentrierte
HCI gegeben, dennoch 16ste es sich nicht. Alle Proben wurden mithilfe einer Ka-
niilenspitze verrithrt und anschlieBend senkrecht in Fliissigstickstoff eingefroren
und gefriergetrocknet. Nach dem Gefriertrocknen zerbroselten die Proben bei pH8-9
komplett in Flocken, die Proben bei pH3 zeigten eine festere Struktur, zerbroselten
jedoch beim Beriihren mit einer Pinzette.

Da Chitosan im Sauren l6slich sein sollte, wurde dieser Versuch wiederholt, wobei
Chitosan mit 6N-HCl versetzt wurde. Die Chitosanflocken 16sten 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 zerbroselte auch diese
Struktur. Um zu tiberpriifen, ob das Geriist im wassrigen Medium bestehen bleiben
kann, wurde ein Teil des Geriistes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4 und pH8-9
versetzt. Die Losungen wurden etwas viskoser und die Flocken wurden zum Teil
gelost, jedoch nicht vollstéandig.

5.3.5 Gefriertrocknung von Dextran

Es wurden jeweils 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Dextranlésungen 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 HO des jeweiligen pH-Wertes versetzt. Die
Proben wurden geschiittelt und fiir 15 min im Ultraschallbad behandelt, wonach
alle Proben gelost waren. Es wurde senkrecht mit Fliissigstickstoff eingefroren
und anschlieend gefriergetrocknet. Die entstandenen Geriiste wiesen eine raue,
gleichméflige Oberfldache auf und besalen eine weiche Konsistenz, welche schnell
zerbroselte. Um zu iiberpriifen, ob das Geriist im wéassrigen Medium bestehen bleiben
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kann, wurde ein Teil des Geriistes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4 und pH8-9
versetzt. Alle Geriiste 16sten sich bei der Zugabe.

5.3.6 Gefriertrocknung von Hyaluronat

Es wurden jeweils 2 wt%-, 4 wt%- und 6 wt%-ige Hyaluronatlosungen 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 H,O des jeweiligen pH-Wertes versetzt.
Zum Losen wurden die Proben geschiittelt und im Ultraschallbad behandelt. Da ein
Bodensatz zuriickblieb, wurde dieser mit einer Kaniilenspitze verriihrt, wobei sich ein
viskoses Gel bildete. Die Hyaluronatproben wurden senkrecht mit Fliissigstickstoff
eingefroren und anschliefend gefriergetrocknet. Die Geriiste wiesen eine feste
Konsistenz auf und besa8en eine raue ungleichmaflige Oberfliche. Um zu iiberpriifen,
ob das Geriist im wissrigen Medium bestehen bleiben kann, wurde ein Teil des
Gertistes in Milli-Q-Wasser mit pH3, pH7.4 und pH8-9 versetzt. Dabei quollen die
Geriiste 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 Collagenlosungen 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 iiber Nacht im Kiihlschrank (5 °C) zum Quellen
stehen gelassen. Anschliefend wurden sie 90 min bei 1000 rpm und Raumtempera-
tur geschiittelt und 5 min entgast, indem die Proben mithilfe einer Minizentrifuge
zentrifugiert wurden. Die Collagenmischungen wurden vorsichtig mit einer Kaniile
verriihrt und senkrecht in Fliissigstickstoff eingefroren. Nach dem Gefriertrocknen
zeigten die 1 wt%-, 2 wt%-igen Collagengeriiste eine weiche Konsistenz, sowie eine
feine und gleichmif3ige Porung. Die hoher gewichtsprozentigen Geriiste zerbrockel-
ten sehr schnell.

5.3 Gefriertrocknung von Biopolymeren
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5.4 Gerichtete Poren

5.4.1 Einfrieren verschiedener Flllhéhen

Es wurden vier 1 wt%-ige Collagenlosungen in 1.5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal3en
angesetzt. Dazu wurden 10 mg Collagen mit 1000 xL , 7.5 mg mit 750 pL, 5 mg mit
500 pL, sowie 2.5 mg mit 250 uL 0.05 M Essigsaure versetzt und verriihrt. Nach der
Lagerung iiber Nacht im Kiihlschrank (5 °C) wurden die Proben 2h bei 1000 rpm
geschiittelt und danach 5 min mittels einer Minizentrifuge entgast. Nach dem Ver-
rithren mit einer Kaniile, wurden die Collagenlosungen im Gefrierfach eingefroren
(5 min) und anschliel3end in Fliissigstickstoff {iberfiithrt und gefriergetrocknet.

5.4.2 Konstruktion verschiedener Gefal3e

Gefald 1 bestand aus zwei Objekttrédgern, wobei die Spitzen zweier Pasteurpipetten
die Seitenwénde bildeten. Als Boden diente ein weiteres Glasstiick einer Pasteurpi-
pettenspitze, wobei eine Drahtschlaufe aus einem versilberten Draht dariiber verlief.
Fixiert wurde dies mit Nagellack sowie Fugensilikon. Nach oben hin war das Gefal3
geoffnet, sodass die Probe hinein gefiillt werden konnte. Leider war das Bauen dieses
GefilRes zeitlich sehr aufwindig und es war des Ofteren undicht, weswegen ein
zweites Gefa3 gebaut wurde. Dieses bestand auch aus zwei Objekttragern, wobei
ein ausgestanzter rechteckiger Siklikonrahmen mithilfe von Sekundenkleber auf
einen Objekttriger geklebt wurde. Der zweite Objekttrager wurde darauf gelegt und
mit zwei Fold-Back-Klammern fixiert. So konnte zunichst die Probe in den Rahmen
tiberfiihrt werden und das Gefa® dann verschlossen werden.

5.4.3 Einfrieren unter Verwendung des Gefal3es 1

Es wurden zwei 4 wt%-ige Collagenlosungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefald angesetzt. Dazu wurden je 40 mg Collagen mit 1000 xL Milli-Q-Wasser (pH3)
versetzt, die Proben verriihrt und iiber Nacht zum Quellen bei 5 °C gelagert. Die
Losungen wurden jeweils mithilfe einer Kaniilenspitze in Gefal$ 1 iiberfiihrt. Da-
bei sammelte sich bei der einen Probe unterhalb des Drahtes Fliissigkeit 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 Kaniile umgeriihrt wurde. Die Collagenlosungen
wurden von unten {iber den Draht mit Fliissigstickstoff eingefroren. Dabei wurde
die Probe nach und nach weiter in den Fliissigstickstoff getaucht. Nachdem die Pro-
ben vollstandig eingefroren waren, wurden sie lyophilisiert. Eine Probe der beiden
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Collagengeriiste wurde mittels einer Diinnschichtchromatographie-Lampe (12 W)
in einem Abstand von 3 c¢m fiir 20 min mit einer Wellenldnge von 254 nm bestrahlt.
Zwar machte die bestrahlte Probe einen weniger briichigen 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 GefafBBes 2

Es wurden zwei 4 wt%-ige Collagenlosungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefal® angesetzt. Dazu wurden je 20 mg Collagen mit 500 pL Milli-Q-Wasser (pH3)
versetzt, die Proben verriihrt und {iber Nacht zum Quellen bei 5°C gelagert. Die
Losungen wurden jeweils mithilfe einer Kaniilenspitze in Gefaf3 2 iiberfiihrt und zum
Homogenisieren kurz verriithrt, doch die Collagenflocken setzten sich weiterhin mit
der Zeit ab. Die Collagenlosungen wurden von unten mit Fliissigstickstoff eingefro-
ren. Dabei wurde die Probe nach und nach mehr in den Fliissigstickstoff getaucht.
Nachdem die Proben vollstindig eingefroren waren, wurden sie gefriergetrocknet.
Eines der beiden Collagengeriiste wurde mittels einer Diinnschichtchromatographie-
Lampe (12 W) fiir 20 min mit einer Wellenldnge von 254 nm bestrahlt. Zwar machte
auch hier die bestrahlte Probe einen weniger briichigen Eindruck als die nicht
bestrahlte, jedoch zerfielen beide Proben zu Flocken.

5.4.5 Einfrieren mithilfe verschiedener Kéltemischungen

Es wurden drei 1 wt%-ige Collagenldsungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefald angesetzt. Dazu wurden je 5 mg Collagen mit 500 L 0.05 M Essigsédure versetzt,
die Proben verriithrt und tiber Nacht zum Quellen bei 5 °C gelagert. Die Loésungen
wurden 2 h bei 1000 rmp geschiittelt und 5 min zentrifugiert. Je eine Losung wurde
in Gefal} 2 iiberfiihrt. Eine Probe wurde im Gefrierfach (—20°C), eine Probe von
unten mit einer Eis/Kochsalz-Kiltemischung (= —10°C, etwa 3 h) und eine Probe
von unten mit Fliissigstickstoff eingefroren.

5.4.6 Einfrieren mithilfe eines Peltier-Elementes

Es wurden vier 1 wt%-ige Collagenlosungen angesetzt. Dabei wurden je 10 mg Col-
lagen mit 1 mL 0.05M Essigsdure versetzt, mit einer Kaniile verrithrt und iiber
Nacht im Kiihlschrank gelagert. Die Proben wurden 1h bei 1000 rpm geschiittelt, an-
schlief3end 5 min zentrifugiert und wieder im Kiihlschrank gelagert. Am néchsten Tag
wurden die Proben erneut 15 min bei 1000 rpm geschiittelt und 5 min zentrifugiert.
Zwei Collagenlosungen wurden in je eine Polystyrol-Einmalkiivette tiberfiihrt, und
nacheinander auf das Peltier-Element gestellt, wobei eine Warmeleitpaste verwendet
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wurde, um die Kontaktfliche zu optimieren. Das Peltier-Element wurde mit einer
Kiihlrate von 1°C/min von 20 °C auf —40 °C gekiihlt. Nach einer Stunde war die
eingestellte Temperatur erreicht. Die Temperatur wurde fiir weitere 10 min gehalten.
Die beiden anderen Collagenldsungen wurden in je ein 1.5 mL-Schraubdeckelgefal3
tiberfiihrt und auf das schon auf —40 °C heruntergekiihlte Peltier-Element gestellt.
Fiir den besseren Kontakt zwischen Glasgefal3 und Peltier-Element wurde auch hier
eine Warmeleitpaste verwendet. Nach 20 min war die Losung eingefroren. Das Gefal3
wurde auch weitere 10 min bei dieser Temperatur stehen gelassen. Nachdem die
Proben vollstdndig eingefroren waren, wurden sie in Fliissigstickstoff iiberfithrt und
anschlieend gefriergetrocknet.

5.4.7 Einfrieren Uber einen Draht

Es wurden vier 1 wt%-ige Collagenlosungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefald angesetzt. Dazu wurden je 5 mg Collagen mit 500 L 0.05 M Essigsédure versetzt,
die Proben verriihrt und tiber Nacht zum Quellen bei 5 °C gelagert. Die Losungen
wurden 2 h bei 1000 rmp geschiittelt und 5 min zentrifugiert. Je eine Lésung wurde in
Gefals 2 iiberfiihrt. Es wurden vier verschiedene Einfriermethoden (i-iv) verwendet.
(i) Aus einem versilberten Draht wurde eine Drahtschlaufe geformt und in Gefaf3 2
so eingefiihrt, dass lediglich der obere Teil der Losung mit dem Draht in Beriihrung
kam. Das andere Ende des Drahtes wurde in Fliissigstickstoff gehalten. Da es sehr
lange dauerte, bis der Draht herunter gekiihlt wurde, wurde mithilfe einer Pinzette
nachgeholfen, indem diese in Fliissigstickstoff und anschliefend 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 Losung eingetaucht. Als Kiihlmittel wurde Fliissigstick-
stoff verwendet. Da der Draht-Weg zu lang war, wurde Gefaf3 2 horizontal {iber den
Dewar gehalten, sodass der Weg circa 3 cm lang war. Auerdem wurde mithilfe eines
Loffelspatels solange Fliissigstickstoff iiber den Draht gegossen bis die Collagenlo-
sung anfing einzufrieren. Der Einfriervorgang dauerte circa 30 min.

(iii) Bei dieser Methode wurde auch ein Aluminium-Draht verwendet. Jedoch wurde
als Kiihlmittel kein Fliissigstickstoff verwendet, sondern eine Aceton-Trockeneis-
Kéltemischung. Auch hier wurde das Gefal? horizontal iiber den Dewar gehalten,
um den Drahtweg zu verkiirzen. Da es hierbei nicht ausreichte, die Kiltemischung
nur anfangs liber den Draht zu gieen, wurde dies wéahrend 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 iiber Nacht ausfiel, wurde diese Methode wiederholt.

(iv) Auch hierbei wurde ein Aluminium-Draht und als Kiihlmittel Fliissigstickstoff
verwendet. Gefafd 2 wurde horizontal iiber den Dewar gehalten. Mithilfe eines Lof-
felspatels wurde wahrend des gesamten Einfrierprozesses Fliissigstickstoff iiber den
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Draht gegossen. Der Einfriervorgang dauerte circa 20 min. Alle Proben wurden nach
dem Einfrieren in Fliissigstickstoff gegeben und anschlieend lyophilisiert.

Analog zur Einfriermethode (iv) wurden auch Agarose und Hyaluronat eingefroren.
Dabei wurden jeweils 20 mg Agarose beziehungsweise Hyaluronat mit 500 pL Milli-
Q-Wasser (Agarose: pH3, Hyaluronat: pH8-9) versetzt, die Proben verriihrt und
iiber Nacht bei 5°C gelagert. Die Proben wurden 1.5h bei 1000 rmp geschiittelt,
5min zentrifugiert und anschlieend jeweils in Gefal 2 tiberfiihrt. Nachdem die
Biopolymere nach Methode (iv) eingefroren waren, wurden sie in Fliissigstickstoff
gegeben und anschlief3end 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 Gefa3 1 und 2 (Abschnitt 5.4.3 und Abschnitt 5.4.4)
erlautert.

Die chemische Vernetzung von Collagen wurde mithilfe von EDC und NHS durch-
gefiihrt. Dabei wurde sich an der Vorschrift von Cameron orientiert.!?”! Tabelle 5.2
zeigt den verwendeten Ansatz.

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

Verbindung M/gmol~! Agq. n/mol m/mg V/mL
Collagen ~755.00 1 ~6.6-1076 5.0
(Wdh.-Einheit) 27}

EDC-HCI 191.74 5 3.7-107° 7.0

NHS 115.09 2 1.3-107° 1.5

Ethanol (70%) 46.07 1.9-1072  852.3 1

Zunichst wurden zwei 1 wt%-ige Collagenlosungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-
Reaktions-gefal? angesetzt. Dazu wurden je 5 mg Collagen mit 500 pL Milli-Q-Wasser
(pH3) beziehungsweise mit 500 uL 0.05 M Essigsdure versetzt, die Proben verriihrt
und iiber Nacht zum Quellen bei 5°C gelagert. Die Collagenprobe in Essigsidure
wurde 1h bei 1000 rpm geschiittelt und 5 min zentrifugiert. Die Losungen wurden
jeweils mithilfe einer Kaniilenspitze in Gefa 2 iiberfiihrt, die Probe in Milli-Q-
Wasser von unten mit Fliissigstickstoff und die Probe in Essigsdure im Gefrierschrank
(—20°C) eingefroren. Danach wurden beide Collagenproben gefriergetrocknet. Zum
Vernetzen der Geriiste wurden die 5 mg-Geriststrukturen jeweils mit 1 mL einer
Losung bestehend aus 7 mg EDC-HCI und 1.5 mg NHS in 70 %-igem Ethanol iiber-
spllt und auf einem Rotationsschiittler 3h bei 80 rpm geschiittelt. Die Losungen
wurden jeweils abdekantiert und die Geriiste fiinfmal 5 min bei 80 rpm mit 500 pL
gewaschen, wobei die Losungen dazwischen jeweils abdekantiert wurden. Danach
wurde das Geriist wieder in Gefal3 2 iiberfiihrt, in Fliissigstickstoff eingefroren und
gefriergetrocknet.
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5.5.2 Vernetzung von Agarose

Um Agarose zu vernetzen, wurde diese mittels eines Heil’luftféhns erhitzt und
anschlieBend mit Fliissigstickstoff eingefroren. Es wurden drei 4 wt%-igen Agaroselo-
sungen angesetzt. Dafiir wurden je 20 mg mit 500 L Milli-Q-Wasser (pH3) versetzt
und (i) in ein 1.5 mL-Schraubdeckelgefal? gefiillt, (ii) in GefaR 2 gefiillt und (iii)
1.5h bei 1000 rpm geschiittelt, 5 min zentrifugiert und in Gefal? 2 iiberfiihrt. Dabei
wurden drei verschiedene Einfriermethoden (i-iii) verwendet.

(i) Die Agarose wurde mittels einer Heizplatte zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkiih-
len auf Raumtemperatur wurde die Losung fiir 4 h bei 5 °C gelagert und anschlieRend
von unten mit Fliissigstickstoff eingefroren.

(ii) Die Agarose wurde mit einem HeiBluftfohn zum Sieden erhitzt und anschlief3end
von unten mit Fliissigstickstoff eingefroren.

(iii) Die Agarose wurde mithilfe eines HeilRluftfohns erhitzt und mittels eines
Aluminium-Drahtes horizontal mit Fliissigstickstoff eingefroren, wobei anfangs mit-
hilfe eines Loffelspatels Fliissigstickstoff {iber den Draht gegossen wurde. Alle Proben
wurden nach dem Einfrieren in Fliissigstickstoff {iberfiihrt und gefriergetrocknet.
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5.5.3 Vernetzung von Hyaluronat

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

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

Verbindung M/gmol™* Agq. n/mol m/mg V/uL
Hyaluronat 417.30 980 4.8-107° 20.00
(Wdh.-Einheit)

BDDE 202.25 1 49-1078 0.01 10
NaOH 0.25 M 40.00 1.2-1072  485.12 490
HCl0.1M 36.46 3.4-1072 1235.00 1235

Zunachst wurde versucht, Hyaluronat im gefrorenen Zustand zu vernetzen. Dazu
wurden 20 mg Hyaluronat mit einer Mischung aus 10 L. BDDE und 490 pL 0.25 M
NaOH versetzt, die Mischung wurde verriihrt und in Gefaf3 2 iiberfiihrt. Nach dem
Einfrieren von unten mit Fliissigstickstoff wurde die Hyaluronatprobe gefrierge-
trocknet. Das Gertist wies eine gelbliche Farbung auf. Beim Versetzen mit 100 L
Milli-Q-Wasser loste sich das Geriist auf.

Zur Optimierung der Vernetzung von Hyaluronat wurde sich an der Vorschrift von
Al-Sibani orientiert.[4”] Es wurden 20 mg Hyaluronat mit einer Mischung aus 10 L
BDDE und 490 L 0.25 M NaOH versetzt. Die Mischung wurde 1 h bei 1000 rpm und
Raumtemperatur geschiittelt. Danach wurde die Mischung mit 0.1 M HCI neutra-
lisiert (1235 uL. BDDE). Die Losung 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 Losung wurde in ein
Zentrifugenrohrchen tberfiihrt und gefriergetrocknet. Der zuriickgebliebene Fest-
stoff wurde mit 500 pL Milli-Q-Wasser (pH8-9) versetzt, wobei sich das Hyaluronat
nicht komplett 16ste, sondern lediglich gelierte. Die Mischung wurde in Gefa3 2
tiberfiihrt und von unten mit Fliissigstickstoff eingefroren. Dabei waren Luftblasen
zu sehen, welche beim Einfrieren nach oben stiegen. Die Probe wurde im Anschluss
gefriergetrocknet. Das Geriist wies eine gebrochene Struktur auf. Beim Versetzen
eines kleinen Stiickes mit 100 pL. Milli-Q-Wasser blieb das Geriist 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/gmol™' Aq. n/mol m/mg V/mL
Collagen ~ 755.00 69 =6.6-107° 5.0

(Wdh.-

Einheit) 27!

Pra-CKFKFQF 1042.22 1 96-1078 0.1

EDC-HCI 191.74 408  3.9-107° 7.5

NHS 115.09 181  1.7-107° 2.0

Ethanol (70%) 46.07 1.9-1072 8523 1

Es wurden zwei 1 wt%-ige Collagenlosungen in je einem 1.5 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefal® angesetzt. Dazu wurde je eine Mischung aus 5 mg Collagen und 0.1 mg Pra-
CKFKFQF mit 500 L. 0.05 M Essigsaure versetzt, die Proben verriihrt und tiber Nacht
zum Quellen bei 5 °C gelagert. Die Losungen wurden 1 h bei 1000 rmp geschiittelt
und 5 min zentrifugiert. Je eine Losung wurde in Gefaf3 2 {iberfiihrt. Zur Porenbil-
dung wurden die Proben senkrecht im Gefrierschrank (—20 °C) eingefroren. Nach
drei Stunden wurden die Proben in Fliissigstickstoff iiberfiihrt, wobei eine Collagen-
mischung 5 min mit UV-Licht bestrahlt wurde (jeweils 1 min bestrahlt, dann wieder
eingefroren). Nach der Gefriertrocknung wurden die Geriiste in je ein Schnappde-
ckelgefa(3 tiberfiihrt und mit je 1 mL einer Losung bestehend aus 7.5 mg EDC-HCI und
2mg NHS in 70 %-igem Ethanol {iberspiilt, um das Geriist zu vernetzen. Zum Um-
spiilen des Geriistes wurde ein Rotationsschiittler verwendet. Die Proben wurden 3 h
bei 80 rpm geschiittelt. Die Losungen wurden jeweils abdekantiert und die Geriiste
fiinfmal 5 min bei 80 rpm mit 500 uL Milli-Q-Wasser gewaschen, wobei die Losungen
dazwischen jeweils abdekantiert wurden. Zum Trocknen der Geriiste wurden diese
in Gefal3 2 iiberfiihrt, in Fliissigstickstoff eingefroren, sowie gefriergetrocknet. An-
schlieend wurde ein kleiner Teil des Geriistes mit 200 xL Milli-Q-Wasser versetzt.
Die Geriiste quollen etwas, blieben aber erhalten.

5.6 Funktionalisierung der Biopolymere mit Peptiden

69



70

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/gmol™' Aq. n/mol m/mg V/uL
Agarose 306.27 135 6.5-107°  20.0
(Wdh.-Einheit)

Pra-CKFKFQF 1042.22 1 48-1077 0.5

DMAP 122.17 69 3.3-107° 4.0

DIC 126.20 67 3.2-107° 4.1 5
DMF 73.09 1.3-1072  944.0 1000

Es wurde je eine Mischung aus 20 mg Agarose und 4 mg DMAP mit 5 ul. DIC ver-
setzt. 0.5 mg Pra-CEFEFQF wurde jeweils in 100 L. DMF geldst und zu den anderen
Edukten gegeben. Die Edukte wurden mit weiteren 900 uL. DMF vesetzt. Die Pro-
ben wurden 24 h bei 1000 rmp geschiittelt. 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 Uberfiihren blieb etwas Agarose im Re-
aktionsgefald zuriick. Der Inhalt des Dialysebeutels wurde in ein Zentrifugenréhrchen
uiberfiihrt, wobei auffiel, dass die Agarosemischung geliert war, in Fliissigstickstoff
eingefroren und gefriergetrocknet. Es wurden (i) 13.3 mg und (ii) 13.6 mg der funk-
tionalisierten Agarose erhalten. Diese wurden mit (i) 333 uL. beziehungsweise

(ii) 340 pL Milli-Q-Wasser (pH3) versetzt. Dabei blieb die farblose Geriiststruktur
der Agarose erhalten. Die Mischungen wurde in Gefal$ 2 iiberfiihrt und von unten
mit Fliissigstickstoff 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 Stiickes mit
200 pL Milli-Q-Wasser blieben beide Geriiste bestehen.
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5.6.3 Funktionalisierung von Hyaluronat mit Pra-CKFKFQF

Um Hyaluronat zu funktionalisieren, wurde dieses zunédchst mit BDDE vernetzt und
anschliesend 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/gmol™* Agq. n/mol m/mg V/uL

Hyaluronat 417.30 980 4.8-107° 20.00
(Wdh.-Einheit)

Pra-CKFKFQF (i) 1042.22 1 48-1077 0.50
Pra-CKFKFQF (ii) 1042.22 1 58-1077 0.60
BDDE 202.25 1 49-1078 0.01 10
EDC-HCI 191.74 755 3.7-107° 7.10
NHS 115.09 286 1.4-107° 1.60
NaOH 0.25 M 40.00 1.2-1072  485.12 490
HCl0.1M 36.46 3.7-107%2 1365.00 1365
Ethanol (70%) 46.07 1.9-1072  852.30 1000

Es wurden zwei 4 wt%-ige Hyaluronatlosungen angesetzt. Dazu wurden je 20 mg
Hyaluronat mit 10 4. BDDE und 490 L. 0.25 M NaOH versetzt, die Proben ver-
rithrt und 1h bei 1000 rmp geschiittelt. Danach wurde mit 0.1 M HCI neutralisiert
(1365 pL) 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 Zentrifugenrohrchen tiiberfiihrt, in Fliissigstickstoff eingefroren und
gefriergetrocknet. Der zuriickgebliebene 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 uL. beziehungsweise
(ii) 220 pL Milli-Q-Wasser (pH8-9) versetzt, wobei sich das Hyaluronat nicht kom-
plett 16ste, sondern lediglich gelierte. Die Mischung wurde in Gefaf 2 tiberfiihrt und
von unten mit Fliissigstickstoff 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 Geriiststruk-
turen wurden in je ein Schnappdeckelgefal iiberfiihrt und mit je 1 mL einer Losung
bestehend aus 7.1 mg EDC-HCI und 1.6 mg NHS in 70 %-igem Ethanol iiberspiilt.
Zum Umspiilen des Geriistes wurde ein Rotationsschiittler verwendet. Die Proben
wurden 3 h bei 80 rpm geschiittelt. Die Losungen wurden jeweils abdekantiert und
die Geriiste fiinfmal 5 min bei 80 rpm mit 500 L. Milli-Q-Wasser gewaschen, wobei
die Losungen dazwischen jeweils abdekantiert wurden. Die Geriiste wurden in Gefal3
2 iiberfiihrt, in Fliissigstickstoff eingefroren, sowie gefriergetrocknet. Beim Versetzen
eines kleinen Stiickes mit 200 L. Milli-Q-Wasser blieben beide Geriiste bestehen.
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5.7 Toxizitatstest der Biopolymere

Zur Untersuchung der Toxizitdt wurde der CellTiter-Glo Luminescence Cell Viability
Assay von Promega angewendet.[*”] Es wurden jeweils 1 mg und 2mg 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 Losungen im
Zelltest herzustellen. Der Zelltest selbst wurde von Adriana Sobota durchgefiihrt.
Es wurden 50000 A549-Lungenkrebszellen auf einer 96 -Well-Platte verwendet.
500 mL Medium bestanden aus Penicillin und Streptavidin (5 mL, 1 %), FBS (fatales
Kalberserum, 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 pL Zellen im Medium als Positivprobe und mit 50 uL Zellen im Medium
zusammen mit 50 uL 1 M Staurosporin als Negativprobe befiillt. Weiterhin wurden
drei Wells mit 100 xL. Medium befiillt. Es wurden 74 weitere Wells mit je 50 uL
Zellen im Medium befiillt. Die Well-Platte wurde fiir 24 h bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Die Geriiststrukturen wurden in die Wells {iberfiihrt, wobei wegen der
Elektrostatik der Proben auerhalb 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 Geriiststrukturen, welche dem Toxizititstest unterzogen wurden
(XL steht fiir vernetzt).

Probe Anzahl der Anzahl der
1 wt%-igen Losungen 2 wt%-igen Losungen

i) Collagen 3 3
ii) Collagen XL

iii) Collagen XL Pra-CKFKFQF

iv) Collagen XL Pra-CKFKFQF UV

i) Hyaluronat

ii) Hyaluronat XL

iii) Hyaluronat XL Pra-CKFKFQF

iv) Hyaluronat XL Pra-CKFKFQF UV
i) Agarose

ii) Agarose XL

iii) Agarose Pra-CEFEFQF

iv) Agarose Pra-CEFEFQF UV

[
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Zu jeder mit Gertiststruktur versetzten Well wurden weitere 50 L. Medium hinzuge-
fiigt. Die Proben wurden weitere 24 h bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Da auRerhalb
der Flow-Hood gearbeitet wurde, wurden die Wells auf Bakterien unter dem Lichtmi-
kroskop untersucht, wobei keine Bakterien entdeckt wurden. Anschlief3end wurden
jeweils 100 uL CellTiter-Glo-Reagenz, welches bereits angesetzt vorlag, zugegeben.
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Die Proben wurden 2 min auf einem Orbitalschiittler geschiittelt. Dieser befand sich
in einem Kiihlraum (5 °C). Um das Lumineszenzsignal zu stabilisieren, wurden die
Proben 10min bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Lumineszenz wurde mithilfe
eines GloMax Multi + MultiMode Readers der Firma Promega gemessen. Dabei betrug
die Messzeit 2s. Jede Probe wurde dreimal gemessen. Die Proben wurden nach der
Messung dunkel im Kiihlraum gelagert und nach weiteren 24 h erneut gemessen,
um die Ergebnisse erneut zu priifen. Weiterhin wurden die Proben nochmals auf
Bakterien untersucht, wobei auch diese Probe negativ ausfiel. Auch der pH-Wert der
Losungen wurde iiberpriift. Dieser lag bei allen Proben bei 6.5.
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Anhang

IR-Spekren
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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 (griin) und mit EDC und NHS vernetzem, mit Pra-CKFKFQF funktionalisiertem

und mit UV-Licht behandeltem Collagen (blau).
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