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Zusammenfassung

Die Kombination von Bio-(materialien) mit therapeutisch relevanten Zellen ist ein komplexes Feld
im Bereich des 7issue Engineerings und der regenerativen Medizin. Neue zellulire Umgebungen
miissen derart gestaltet sein, dass sie auch bei empfindlichen Zelltypen, wie z.B. den humanen
Stammzellen, eine optimale Mikroumgebung abbilden konnen. Diese Arbeit beschéftigt sich mit der
Untersuchung der Modifikation von bioinerten Alginaten zur Gestaltung neuartiger Zell-Nischen.
Die Entwicklung der Materialien erfolgt zundchst auf zweidimensionalen Substraten und wird auf
dreidimensionale Konstrukte iibertragen. Hierfiir sind insbesondere bei der Analyse und Kultivie-
rung der Zellen, aber auch bei einer finalen Riickgewinnung physiologische Bedingungen zwingend
erforderlich. Mit einem neuartigen parallelisierten Mikroskopie-Ansatz konnten in dieser Arbeit
systematische Untersuchungen bzgl. der Modifikation von Alginaten als Geriiststruktur durchge-
fiihrt werden. Die Modifikation z. B. durch kovalente Kopplung von Tyramin an Alginat, zeigte,
dass diese exzellent fiir die direkte und indirekte Adhision von humanen Stammzellen geeignet ist.
Schonende Mechanismen zur Degradierung der Geriiststruktur mittels einer Alginat-Lyase, sowie
erste Ansétze fiir eine automatisierte Entwicklung von Geriiststrukturen konnten etabliert werden.
Die Ergebnisse konnten final auf frei-schwimmende, dreidimensionale Geriiststrukturen iibertragen
werden.

Abstract

The combination of (Bio-)materials with therapeutically relevant cells is a challenging field in 7is-
sue Engineering and Regenerative Medicine. Novel cellular environments require a sophisticated
design in order to provide an optimal microenvironment for sensitive cell types like human stem
cells. This thesis focuses on the study of alginate modifications designing novel cell niches. The
initial developments are conducted using twodimensional substrates and are transferred in conse-
quence to three-dimensional scaffolds. Physiological conditions are not only mandatory for the
analysis and cultivation of cells, but also for the final recovery. Using a novel parallelized approach
for living cell microscopy, systematic studies with respect to the modification of alginate hydrogels
were performed. The results demonstrate that covalent coupling of tyramine molecules on alginate
to be suitable for direct and indirect adhesion of human stem cells. In addition, gentle teatments for
scaffold degradation using alginat lyases as well as first promising approaches for an automated
engineering of scaffolds are established in this work. The knowledge gained from performed studies
was finally transferred to free-floating, three-dimensional scaffolds.
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«  Einleitung und Motivation

Im Jahr 2003 wurde in der Fachzeitschrift Nature ein Leitartikel mit dem Titel ,,Goodbye, flat biology ?*
verdffentlicht [1]. Das Zitat greift den zu dieser Zeit beginnenden Umbruch von der ,,traditionellen‘ Kulti-
vierung von Zellen auf planaren Plastikoberflichen auf, die durch komplexere Kultivierungsformen ersetzt
wurde. Ebenso sind seit dem Jahr 2001 die Mdglichkeiten gestiegen, hochqualitative Daten {iber zelluldre
Zustiande zu produzieren, z. B. durch die Sequenzierung und Annotation von ganzen Genomen [2, 3] und
die sich daraus ableitenden Expressionsanalysen [4, 5]. In diesem Zusammenhang haben Untersuchungen
an zweidimensionalen und dreidimensionalen Kultursystemen ergeben, dass auch die Dimension der zellu-
laren Mikroumgebung direkten Einfluss auf die Expressionsprofile der Zellen nimmt [5]. Es entwickelten
sich hieraus neue Ansétze fir die Kultivierung von dreidimensionalen multizelluldren Zellsystemen (sog.
»Sphiroide bzw. ,,Aggregate*, Tumormodelle) [6] sowie biohybride Zell-Biomaterial-Systeme (,,Gertist-
strukturen®, Modelle/Prototypen fiir das Tissue Engineering) [7].

Der Bereich des Tissue Engineering, also der in-vitro-Herstellung von funktionalen Geweben fiir die re-
generative Medizin, hat in den letzten Jahren einen rasanten Aufstieg erlebt, was durch die Anzahl der
Publikationen bei einer Suche dieses Begriffs in der Datenbank Pubmed deutlich wird [8]. Waren bis vor
wenigen Jahren nur Ansétze fiir die Regeneration von Hautschichten Stand der Technik, so sind heute im-
mer mehr komplexe funktionale Konstrukte in vitro realisierbar. Hiufig sind von kiinstlich hergestellten
Geweben in der Tagespresse [9, 10] sowie in der Fachliteratur zu lesen. Artifizielle Trachea [11], Hornhaut
[12], BlutgefaBe [13] oder weitere sog. ,,Mini-Organe* [14] sind hierfiir nur einige Beispiele. Diese Ent-
wicklungen gehen oftmals einher mit der Entwicklung und Integration von Produktionstechniken in die
biologischen Ablédufe, um z. B. eine Formgebung der biologischen Systeme anhand von Geriiststrukturen
(engl.: scaffolds) zu erreichen. Technologien werden dabei fiir zellbiologische Anwendungen neu entwi-
ckelt oder vorhandene adaptiert und erlauben eine reproduzierbare und exakte Produktion der Geriiste
[15]. Die Produktion von Zell-Matrix-Strukturen entfernt sich dabei von empirischen Ansétzen und entwi-
ckelt sich zu einem rationalen Design, das dann als Tissue Engineering bezeichnet werden kann. Friihere
Ansitze, die von Laura Nicklason mit dem Zitat ,,Tissue, try this* belegt sind [16], werden sukzessive
durch die rationalen Anséitze abgeldst [17].

In fritheren Ansétzen bestand die Herangehensweise in der einfachen Kombination der besten Ideen und
Materialien mit der anschlieBenden Anwendung im Tiermodell und dem ,,Flehen [Beten] fiir das Beste*
[18]. Die seltenen Erfolge fiithrten zu einem Paradigmenwechsel, der Ansétze aus Ingenieurswissenschaf-
ten sowie Mikro- und Nanotechnologien interdisziplindr miteinander verbindet (,,/¢ takes a village to grow
a tissue* [16]).

Durch die damit verbundene Komplexitit dieses Feldes stof3t man je nach verwendetem Biomaterial (zur
Herstellung der Geriiststrukturen), als auch durch das zu verwendende Zellsystem (zur Zellularisierung)
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auf neue Problemstellungen bzw. Optimierungsbedarf zur Realisierung strukturbildender zellulérer Pro-
zesse. Diese umfassen beispielsweise die optische Analyse der Zell-Matrix-Interaktion zur frithzeitigen
Detektion der Qualitét der entwickelten Geriiststruktur oder auch die chemische oder physikalische Modi-
fikation der Grenz- bzw. Interaktionsfliache zur Ermoglichung der Adhésion von humanen Stammzellen.

Strukturbildende zellulédre Prozesse werden in dieser Arbeit als die Interaktion von Zellen mit dem Bioma-
terial Alginat als Gertiststruktur definiert. Insgesamt decken diese Prozesse im Kontext des 7issue Engine-
ering einen wichtigen Bereich ab. Ausgehend von mehreren Einzelzellen erfolgt, beispielsweise iiber die
Zeit, eine Organisation der Zellen zu einer funktionalen Einheit [ 14], d. h. Zellrasen, Zellaggregate, Ge-
webe oder organoide Zellverbiinde. Fiir die Charakterisierung der Funktionalitit dieser zelluldren Struktu-
ren konnen Adhésion, Morphologie, Vitalitit, Proliferation oder Expression spezieller Proteine als imma-
nente Eigenschaften herangezogen werden. Die damit verbundenen zelluldren Prozesse konnen sich in
einem breiten zeitlichen Bereich abspielen. Auf molekularer Zellebene sind die Zeitkonstanten im Bereich
von Millisekunden angesiedelt. Ein Beispiel ist die Interaktion von Molekiilen oder die Reizweiterleitung
in Nervenzellen ([19], BNID 107125). Mit steigender Komplexitit des biologischen Systems ist in vielen
Féllen auch eine VergroBerung der Zeitkonstanten zu verzeichnen. So ist die Zellteilung ein sich wiederho-
lender Prozess, der, je nach Zelltyp, z. B. alle 24 h ablauft und eine Zelle sich innerhalb von 30 bis 60 min
bei mikroskopischer Betrachtung ,,verdoppelt ([19], BNID 109393). Die Adhésion von Zellen auf einem
Substrat liegt ebenso in einem Bereich von Minuten bis Stunden [20], wenngleich die Adhédsion durch die
zelluldre Umgebung verandert werden kann. Eine Differenzierung von multizelluldren embryonic bodies
verlauft innerhalb von mehreren Tagen bzw. Wochen [21]. Neben den molekularen Mechanismen und
Reaktionen, die bei diesen Prozessen intrazellulér ablaufen, gehen diese auch einher mit einer morphologi-
schen Anderung der Einzelzelle bzw. des Zellverbunds. Diese konnen mittels mikroskopischer Beobach-
tung der Zellen iiber die Zeit detektiert werden. Ebenso ist eine zeitaufgeldste Untersuchung von biologi-
schen Prozessen fiir die Interpretation von Zustinden in der Zellkultur interessant, da nicht nur Endpunk-
tanalysen vorgenommen werden konnen. Der Zustand einer Kultur kann von Inokulation der Zellen bis
Experimentende nachverfolgt werden. Molekularbiologische Untersuchungen, die z. B. Expressionsprofile
von Zellpopulationen generieren konnen, haben den Nachteil, dass fiir eine zeitaufgeldste Untersuchung
sehr viele Proben bendtigt werden. Durch die ,,Zerstdrung® der Probe kann der weitere Verlauf der Expres-
sionsprofile zu einem spéiteren Zeitpunkt nicht mehr analysiert werden.

In diesem Zusammenhang fand in den letzten Jahren eine Art Paradigmenwechsel in der Zellbiologie statt.
Durch die Moglichkeit tiefergehende Analysen von Zellen durchfiihren zu kdnnen, erkannte man, dass
auch die elastischen Eigenschaften der Kulturoberfldche mal3geblich das Zellverhalten beeinflussen und
dass eine harte Plastikoberflache aus Polystyren je nach Anwendung ungeeignet ist (,, Biologists are from
polystyrenia [...] “, [22]). Der Fokus liegt dabei auf der Immobilisierung der Zellen in Hydrogelen oder
der Kultivierung in pordsen, dreidimensionalen Geriststrukturen. Insbesondere die dreidimensionalen
Systeme bieten den Zellen vergleichbarere Bedingungen zur in-vivo-Situation (z. B. Zell-Zell-Interaktion,
Zell-Matrix-Interaktion, chemische Gradienten), ist jedoch bei einer rationalen Entwicklung im Labor mit
systematischen Untersuchungen mit einigen Nachteilen verbunden. Eine homogene Verteilung der Zellen
wihrend der Inokulation ist schwierig, da die Zellen durch die Poren in das Innere der Geriiststruktur ge-
bracht werden miissen. Wahrend der Kultivierung oder zur finalen Analyse ist die Detektion der Zellen
ebenfalls komplex, da alle Zellen im dreidimensionalen Raum verteilt sind. Je nach Material ist nur ein
geringer Kontrast zu den Zellen vorhanden, die eine invasive Fiarbung der Zellen erfordert. Ferner sind
Standardtechniken wie z. B. Durchlichtmikroskopie oder auch Screeningverfahren auf planare zweidimen-
sionale Oberfldchen ausgelegt. Betrachtet man pordse Gertiststrukturen, so erfolgt die Zell-Matrix-
Interaktion, vereinfacht gesehen, auf einer planaren Oberfldche [23], trotz des dreidimensionalen Kon-
strukts. Eine zweidimensionale Petrischale, die mit dem Material der Geriiststruktur beschichtet ist, kann
somit eine ,,Briicke* zwischen Standardtechnologien und -methoden zur Analyse der Zellen und gleichzei-
tig die Untersuchung der Wechselbeziehungen zwischen Zellen und Materials bzw. der modifizierten ex-
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trazelluldren Matrix darstellen [24]. Dadurch kann ein wesentlicher Beitrag zu dem rationalen Design von
Geriststrukturen geleistet werden.

Die Beobachtung von Zellkulturen iiber die Zeit erlaubt hierbei eine detaillierte Charakterisierung von
Einzelzellen, Zellpopulationen und Zellagglomeraten bzgl. einer Vielzahl von Parametern, aus denen sich
letztendlich eine biologische Bedeutung/Aussage oder Modellbildung ableiten ldsst. Die zeitaufgeldste
Lebendzell-Mikroskopie von biologischen Proben unter physiologischen Bedingungen und eine automati-
sierte Analyse der Mikroskopiebilder stellt daher eine elegante Methode fiir die Untersuchung von biologi-
schen Prozessen dar. Die momentan verfligbaren Mikroskopieansétze sind hier jedoch in vielerlei Hinsicht
limitierend. Die konventionelle statische Mikroskopie von lebenden Zellen erlaubt durch die Aufnahme
von nur wenigen Zeitpunkten (Anfangs- bzw. Endpunktanalyse) keine Riickschliisse auf das dynamische
zelluldre Verhalten und ist daher fiir die Untersuchung von Prozessen nur bedingt geeignet. Die automati-
sierte Lebendzell-Mikroskopie unter physiologischen Bedingungen ermdglicht bei hoher zeitlicher Aufl6-
sung eine (theoretisch) liickenlose Aufklarung zellulédrer Prozesse auf morphologischer und dynamischer
Ebene. Hier wird jedoch oftmals auf miniaturisierte ZellkulturgefaBe zuriickgegriffen, die die unmittelbare
Zellumgebung und dadurch das Zellverhalten beeinflussen konnen. Bei den aktuellen Arbeiten im Bereich
des Tissue Engineerings spielen adulte sowie induziert pluripotente Stammzellen eine wichtige Rolle und
gelten als vielversprechende Zellsysteme fiir zukiinftige in-vivo-Anwendungen. Mesenchymale (adulte)
Stammzellen (hMSC) werden z. B. aus dem Knochenmark, dem Nabelschnurblut oder dem Nabelschnur-
gewebe (Wharton's Jelly) isoliert [25]. Sie besitzen ein hohes Differenzierungspotenzial in Knochen-,
Knorpel- oder Fettgewebe [26] und leisten damit einen wichtigen Beitrag im Tissue Engineering und der
Entwicklung neuer Therapieansitze. Laufende klinische Studien mit adulten Stammzellen zeigen ebenso,
dass eine hohe Zellzahl fiir die Durchfithrung benétigt wird, die nicht durch Biopsien gedeckt werden
kann. In einer Studie (ID: NCT00366145) zur Behandlung der Transplantat-Wirt-Reaktion (engl.: Graft-
versus-Host-Disease, GvHD) wurden 240 Patienten in acht Sitzungen jeweils 2x10° Zellen pro kg Kor-
pergewicht appliziert. Bei einem durchschnittlichen Kérpergewicht von 75 kg waren fiir diese Studie dem-
nach 1,2 Mrd. Zellen pro Patient fiir die Durchfiihrung notwendig. Die Produktion der Zellen in planaren
KulturgefdBen ist dabei weniger effizient, verglichen mit z. B. einer Mikrotrager-basierten Kultur in Bio-
reaktoren [27, 28].

Ebenso sind in den vergangenen Jahren weitere medizinisch relevante Zellquellen etabliert worden, mit
denen das Tissue Engineering neuen Aufschwung erhalten hat. Nach der Entdeckung bzw. Etablierung der
embryonalen Stammzellen aus Blastozysten der Maus 1981 [29] und der Etablierung 1998 der humanen
embryonalen Stammzellen von James Thomson wurde diesen Zellen ein hohes Potenzial fiir die regenera-
tive Medizin zugesprochen. Thomson gelang es humane Zellen aus der inneren Zellmasse der Blastozyste
zu isolieren und auf mitotisch inaktivierten murinen embryonalen Fibroblasten zu kultivieren [30]. Durch
Zugabe von Faktoren konnen sie in vitro ohne Verlust der Pluripotenz kultiviert und expandiert werden.
Die klinische Anwendung dieser Zellen stellt sich jedoch als kritisch dar, da z. B. nach einer langen in-
vitro-Kultivierung eine hohe spontane Differenzierungsrate und Instabilitit auf Genomebene beobachtet
wurde [31]. Das Potenzial dieser Zellen konnte jedoch bisher nicht bestétigt werden, da sowohl ethische
[32] als auch biologische Probleme [33] mit diesen Zellen einhergehen. Neuen Aufwind erhielt dieses
Forschungsgebiet im Jahr 2006/2007 durch Studien von Takahashi und Yamanaka von der Universitét
Wisconsin, denen es erstmals gelang, Korperzellen zu reprogrammieren und sog. induziert pluripotente
Stammzellen zu generieren [34, 35]. Durch die Aktivierung von Entwicklungsgenen (z. B. Oct-4, Sox-2,
c-Myc und KIf-4 [36]) konnen diese Zellen in eine Art embryonalen Zustand versetzt werden. Eine Diffe-
renzierung in Herzmuskel- [37] oder Nervenzellen [38] war von diesen Zellen ausgehend in vitro moglich,
was somit die Moglichkeit erdffnet, patientenspezifische Zellmodelle (z.B. mit genetischer Pradisposition
fiir kardiovaskuldre Erkrankungen) herzustellen [39]. Die Bereitstellung von definierten Stammzell-
Nischen fiir die beiden hier genannten Vertreter ist ein zentrales Problemfeld des Tissue Engineerings fir
das in dieser Arbeit Losungsansétze untersucht und entwickelt werden sollen.
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Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung von zelluldren strukturbildenden Prozessen im Kontext des
Tissue Engineerings, insbesondere im Kontext von Gertiststrukturen, die auf Biopolymeren basieren. ,,Die
Suche nach geeigneten dreidimensionalen Gertiststrukturen als Analogon zu der natiirlichen extrazellula-
ren Matrix ist [weiterhin] eine zentrale Aufgabe im 7issue Engineering [...]* und ,,die Adaptation von
Materialeigenschaften und der Geometrie von Geriiststrukturen ist immer noch eine Herausforderung™
[40]. Ankniipfend an dieses Zitat aus Detsch ef al. [40] sollen in dieser Arbeit insbesondere planare und
sphérische Geriiststrukturen, deren Modifikation und die resultierenden zelluldren Prozesse/Verhalten un-
tersucht werden, um einen Beitrag zum rationalen Design zukiinftiger dreidimensionaler Geriiststrukturen
zu leisten.

Die Untersuchung solcher Prozesse soll im ersten Teil dieser Arbeit mithilfe eines parallelisierten Le-
bendzell-Mikroskopieansatzes erfolgen, welches eine grof3e Stichprobenzahl, als auch eine simultane Un-
tersuchung von mehreren Konditionen erlaubt. Die Parallelisierung soll dabei nicht durch eine Miniaturi-
sierung der ZellkulturgefaB3e erfolgen, sondern auf Kulturschalen (z. B. mit 35 mm Durchmesser) basieren.
Diese Substrate haben den Vorteil, dass konstante Kultivierungsbedingungen iiber einen lingeren Zeitraum
aufrechterhalten werden kdnnen und erlauben ebenso die Untersuchung planarer Geriiststrukturen. Das
biologische Verhalten von immortalisierten Zelllinien, als auch komplexer Zellsysteme soll im zweiten
Teil dieser Arbeit zunédchst ohne Geriiststrukturen untersucht werden. Durch diesen Bild-basierten Ansatz
ist es erforderlich, Methoden der automatisierten Bildanalyse zu entwickeln und untersuchen, mit denen
die biologischen Prozesse abgeleitet werden konnen. Die Untersuchungen und Analyseschritte sollen wei-
testgehend ohne Fluoreszenzmarkierung erfolgen, um dadurch mogliche Artefakte zu vermeiden. Mit der
Untersuchung therapeutisch relevanter Zellsysteme wie multipotente oder pluripotente Stammzellen soll
einen Beitrag zur Analyse dieser Zellsysteme im Kontext des Tissue Engineering geleistet werden. Mit
Prototypen, basierend auf dem Mikroskopiesystem, sollen Untersuchungen erfolgen, die eine automatisier-
te (klinische) Anwendung des Systems, mit z. B. kryokonservierter Proben, auf neu entwickelten Geriist-
strukturen unterstiitzt. Im dritten Teil der Arbeit soll die Untersuchung der zelluléren Prozesse in Kombi-
nation mit Geriiststrukturen erfolgen. Der Fokus soll hierbei auf das Polysaccharid Alginat gelegt werden,
da dieses durch seine physiko-chemischen Eigenschaften ein exzellentes Biomaterial fiir Geriiststrukturen
darstellt, in seiner aufgereinigten Form jedoch bioinert ist und dadurch keine Signale fiir die Adhdsion von
Zellen bereitstellt. Es soll daher untersucht werden, welche Modifikationen fiir die Zell-Matrix-Interaktion
adhidsionsabhéngiger Zellen geeignet sind. Die zelluliren Antworten auf verschiedene Modifikationen
sollen mit einem Lebendzell-Mikroskopie-Ansatz untersucht werden und letztendlich zu planaren oder
sphérischen Gertiststrukturen fiihren. Die Funktionalitit der Geriiststrukturen soll anhand der Kultivierung
von humanen Stammzellen untersucht werden und deren biotechnologische Anwendung z. B. in Bioreak-
toren iiberpriift werden. Ferner soll untersucht werden, ob sich Modifikationen der Gertiststruktur eignen,
komplexere Zellsysteme (beispielsweise humane induziert pluripotente Stammzellen und daraus abgelei-
tete differenzierte Zellen) strukturiert zu kultivieren und dadurch einen Beitrag flir zukiinftige Zell-basierte
Modelle fiir die Modellierung von pathogenem Gewebe zu leisten. Hierfiir soll eine geeignete Methode
zur Strukturierung etabliert werden. Im vierten Teil soll die Reversibilitdt bzw. die Degradierbarkeit der
Gertststrukturen untersucht werden. Die Degradierbarkeit ist im Kontext des Tissue Engineerings eine
wichtige Funktion um zellularisierte Geriiststrukturen beispielsweise in vivo zeitabhéngig zu integrieren.
Bei in-vitro-Anwendungen wird die Isolation von Zellen aus/von Geriiststrukturen durch deren Degradie-
rung erleichtert. Unterschiedliche Mechanismen zur Degradierung bei Alginat-basierten Geriiststrukturen
sollen in dieser Arbeit untersucht werden. AbschlieBend sollen im fiinften Teil die Grundlagen einer au-
tomatisierten Entwicklung von Geriiststrukturen untersucht werden. Hierbei sollen insbesondere die Kul-
tursubstrate bzw. die Analyseverfahren im Vordergrund stehen.
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2.1  Gerduststrukturen im Kontext zell-basierter Anwendungen

Der Begrift ,,Gertiststrukturen® (in der Folge abgekiirzt mit ,,GS*) wird in der englischsprachigen Fachlite-
ratur allgemein als ,,scaffold* bezeichnet. Das Spektrum an Geriiststrukturen ist dabei breit gefichert, wie
in einem Artikel von Dhandayuthapani et al. [41] beschrieben wird. Sie unterscheiden zwischen sechs
unterschiedlichen Typen von GS: poros, hydrogelbasiert, fibrillar, mikrosphéarisch, Polymer-Keramik-
Komposit und dezellularisiert [41]. Zweidimensionale Polymerschichten, die aus synthetischen oder natiir-
lichen Polymeren aufgebaut sind, werden hierbei nicht explizit genannt, werden aber aufgrund der Rele-
vanz [42] als physiko-chemisch adaptierbare Wachstumsoberfliche von therapeutisch relevanten Zellen in
diese Liste aufgenommen. Zweidimensionale GS mit zusétzlicher chemischer oder topographischer Struk-
turierung werden in der Literatur auch als ,,2,5D* GS bezeichnet [43, 44].

Die Motivation Geriiststrukturen als Kulturoberflache fiir Zellen zu nutzen, ist das zunehmende Wissen
iiber die komplexe Wechselwirkung von Zellen mit ihrer Mikroumgebung (siehe z. B. [1, 45-49]). Harte
Plastikoberflichen fiir die Zellkultivierung sind in der Regel fiir die Kultivierung zweckdienlich, je nach
Zelltyp ist man jedoch auf Eigenschaften der Kulturoberfliche angewiesen, die iiber die Polystyrenober-
flache hinausgehen. Der direkte Einfluss der Dimensionalitit der GS konnte von Kumar et al. [50] sowie
Birgersdotter ef al. [51] anhand von Expressionsstudien belegt werden, in denen Zellen auf zweidimensio-
nalen GS u. a. ein verdndertes Expressionsprofil aufwiesen [50, 51]. Geriiststrukturen, die die in-vivo-
Situation am realistischsten abbilden, sind dezellularisierte Gewebe oder Organe (Entfernen der Zellen, so
dass liberwiegend das Kollagen-Geriist iibrigbleibt, z. B. dezellularisiertes Peritoneum [52] oder porcine
Herzklappen [53]). Die dezellularisierte Geriiststruktur kann dabei vor Implantation mit Zellen in vitro
besiedelt [54] werden oder wird nach erfolgter Implantation mit kérpereigenen zirkulierenden Zellen be-
siedelt [55]. Wie Crapo et al. zeigen, ist der Herstellungsprozess recht aufwendig [56] und auch auf Spen-
der angewiesen. Eine Ubertragung auf in-vitro-Ansitze ist somit nur bedingt praktikabel, da dezellulari-
sierte Geriiststrukturen ein limitierender Faktor sind und mit der allgemein geringen Verfiigbarkeit von
Spenderorganen einhergehen [57].

In der Konsequenz ist es erforderlich, sich von Gewebe- bzw. Organspenden unabhéngig zu machen und
funktionale Geriiststrukturen systematisch in vitro nachzubilden. In einem Ubersichtsartikel zeigen San-
tos et al. [ 58] Strategien auf, um die Mikroumgebung von Zellen in vitro nachzustellen. Sie stellten dabei
heraus, dass die Komplexitit von dreidimensionalen Geriiststrukturen durch die Nutzung von zweidimen-
sionalen vereinfachten Modellen ein guter Ansatz ist, um strukturelle, biophysikalische oder biochemische
Eigenschaften der Struktur kombinatorisch in vitro zu untersuchen und zu optimieren [58].
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Abbildung 1: ARCHITEKTUR UND ZELL-INTERAKTION VON GERUSTSTRUKTUREN.

a Mikroporose Geriiststrukturen. b Mikrofibrilldre Geriiststrukturen. ¢ Nanofibrillire Geriiststrukturen. Abbildung modifi-
ziert nach [23].d Morphologien von humanen Fibroblasten in/auf unterschiedlichen Substraten. Abkiirzungen: 3D Mat: 3D-
Matrix, Gel: gelartiges Substrat, 2D-Mat: 2D-Matrix, FN: Fibronektin. Abbildung modifiziert aus [59].

Stevens et al. [23] unterscheiden zwischen mikropordsen, mikrofibrilliren und nanofibrilldren Geriist-
strukturen (sieche auch Abbildung 1 a-c). Bei ndherer Betrachtung erkennt man sowohl bei makropordsen,
als auch bei mikrofibrilliren GS planare und/oder gekriimmte Oberfldchen, wohingegen nur bei der nano-
fibrilldren Geriiststruktur die Zellen tatsidchlich dreidimensionalen Kontakt zu den strukturellen Elementen
der Geriiststruktur herstellen konnen [23]. Die Besiedelung mit Zellen erfolgt entweder in (siche z. B.
[60]) oder auf der GS (siehe z. B. [61]) und kann, je nach Architektur, eine unterschiedliche Zellreaktion
beispielsweise in Form der Morphologie zur Folge haben ([59], Abbildung 1 d).

2.1.1 Polymerbasierte Geruststrukturen

Eine Moglichkeit, die im vorherigen Abschnitt beschriebenen Geriiststrukturen herzustellen, ist die Ver-
wendung von polymerbasierten Biomaterialien. Es wird zwischen synthetischen und natiirlichen Biomate-
rialien unterschieden, die in Tabelle 1 als Ubersicht dargestellt sind (nach [62] und [63]). Durch den Bezug
fiir diese Arbeit wird verstérkt auf das Biomaterial Alginat eingegangen.

Im Williams Worterbuch der Biomaterialien werden mehrere Definitionen unter dem Stichwort ,,Biomate-
rial“ angegeben, wobei ein Konsens fiir folgende Definition besteht: ,,ein Material, das als Schnittstelle mit
biologischen Systemen verbunden ist, um Gewebe, Organe oder Korperfunktionen zu beurteilen, behan-
deln, erweitern oder zu ersetzen® [64].

Durch die technologischen Entwicklungen im Bereich der Biomaterialien kann man mittlerweile drei Ge-
nerationen an Biomaterialien unterscheiden: die erste Generation zielte auf die Bioinertheit ab, um als
Implantat keine oder nur geringe (Immun-) Reaktionen hervorzurufen. Die zweite Generation Biomateria-
lien zielte auf eine kontrollierte Interaktion mit dem umgebenen Gewebe ab, sei es bei der Osseointegra-
tion oder als Depot zur kontrollierten Wirkstoffabgabe. Die dritte Generation umfasst die Regeneration
von funktionalem Gewebe, das durch Funktionalisierung bestimmte Zellreaktionen (wie z. B. Prolifera-
tion, Differenzierung, u.a.) hervorruft [65].

Der Begrift,,Biomaterial“ wurde bis vor 60 Jahren noch nicht fiir die Materialien gebraucht, die heute als
Biomaterialien bezeichnet werden [66]. Die ersten nicht-biologischen Materialien in menschlichem Ge-
webe wurden im Kennewick Mannes gefunden, der vor etwa 9000 Jahren lebte. Das sich im Korper be-
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findliche Material war eine steinerne Speerspitze, die im Beckenknochen steckte. Obwohl sie ein Fremd-
korper war, schien sie den Kennewick Mensch nicht zu beeinflussen und war auch nicht dessen Todesur-
sache [66]. Die Maya beherrschten eine Technik fiir Zahnimplantate, die in dem Einbau von Zdhnen aus
Perlmutt bestanden, die mit der Zeit mit dem Kieferknochen verwuchsen - heute als Osseointegration be-
kannt [67].

Tabelle 1: Auswahl von natiirlichen und synthetischen Biomaterialen. Tabelle abgedndert aus [62] und ergdnzt durch [63].
Typ Beispiel Anwendungen
Knochen, Knorpel, Herz,

Koll
. . 0. agen Ligament, Nerven, Gefalle
Protein-basiert Fibrin .
Seide Knorpel, Nerven, Gefalle
Knochen, Knorpel, Leber
Natiirliche Knorpel, Herz, Nerven
. . Knorpel, Leber, Nerven,
Biomaterialien Agarose .
Alginat Gefilie
Polysaccharid-basiert & . Fettgewebe, Knorpel, Ner-
Hyaluronséure .
Chitosan ven, Haut, Gefille
Knochen, Knorpel, Nerven,
Haut
PLGA
PEG
PGA Fettgewebe, Knochen, Knor-
. pel, Muskel, Nerven
. Polymer-basiert PLA
Synthetische PLGA Fettgewebe, Knochen, Knor-
Biomaterialen PVA pel, Leber, Herz, Nerven
PHEMA
Peptid-basiert Knochen, Nerven
Keramik-basiert Knochen, Knorpel

Abkiirzungen: PEG = Polyethylenglycol, PGA = Polyglycolsdure, PLA = Poly(L)Laktat, PLGA = poly(DL)glycolaktat, PVA =
Polyvinylalkohol, PHEMA = Polyhydroxyethylmethacrylat

2.1.2 Alginat als Beispiel fur ein Biomaterial

Alginate und deren Hydrogele haben sich im Laufe der letzten Jahrzehnte zu einem vielfach genutzten
Biomaterial etabliert [68]. Aufgrund seiner physiko-chemischen und biologischen Eigenschaften ist es in
vielen Studien sowohl als immunoisolierende Matrix, als auch als GS fiir zellbasierte Anwendungen in der
regenerativen Medizin untersucht worden.

Alginate liegen in ihrer natiirlichen Form in Braunalgen und in Bakterien vor [69]. Braunalgen wie z. B.
die Spezies Macrocystis sp. oder Lessonia sp. [70] enthalten Alginate als Bestandteil der Zellwand.

Physiko-chemische Eigenschaften

Die Polymere des Alginats setzen sich aus den Monomeren a-L-Guluronséure (,,G“, Abbildung 2 a) und
3-D-Mannuronsiure (,,M*, Abbildung 2 a) zusammen und sind iiber eine 1-4 glykosidischen Bindung
miteinander verkniipft. In den unverzweigten Polymeren treten die Monomere blockweise auf. Die Blocke
sind entweder homogen (MMMM,, GGGG,) oder heterogen (MGM,, GMG,) zusammengesetzt
(Abbildung 2 a). Die Repetivitit der Blocke wird durch den Index # ausgedriickt und ist variabel, da es
sich um ein Naturprodukt handelt. Je nach Umweltbedingungen oder Algenteil kann diese Zusammensetz-
ung variieren, da mit ihr unterschiedliche elastische Anforderungen einhergehen. Heterogene Blocke ver-
leihen der Alge eine hohe Flexibilitdt, wohingegen die homogenen Blocke der Alge mehr Stabilitét ver-
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leihen [71]. Die Festigkeit der Alginate ist bestimmt durch Monomerbldcke und verlduft von fest zu flexi-
bel durch GGG > MMM > MGM, GMG [72]. Die Dichte von Alginaten wird in der Literatur mit
0,8755 g/cm’ angegeben [73]. Das Molekulargewicht fiir Lessonia nigrescens wird zwischen 3,3x10° bis
2,9x10° g/mol und fiir Lessonia trabeculata zwischen 1,4x10° bis 2,6x10° g/mol angegeben [74, 75].

Alginat-Biosynthese

Die molekularen Mechanismen der Biosynthese von Alginaten ist in Bakterien weitestgehend erforscht
[76-78], wohingegen der Produktionsweg in Algen groBtenteils unbekannt ist. Es besteht jedoch der Kon-
sens, dass die Biosynthese sehr dhnlich zu der von Bakterien ist [68]. Die GDP-Mannuronsdure ist damit
das Molekiil, das durch ein Zusammenspiel mehrerer Enzyme zum Alginat polymerisiert wird [79]. In
Braunalgen wird Alginat im Golgi-Apparat synthetisiert und in Vesikeln zum Zielort, der Zellwand, trans-
portiert [80].

Die Extraktion des Alginats aus dem Rohmaterial ist, neben der Vorbehandlung des Rohmaterials selbst,
der entscheidende Schritt, der den Unterschied technischer und medizinischer Qualitdt ausmacht [81]. Im
Gegensatz zu Alginaten fiir die Lebensmittelindustrie sind die Anforderungen an die Reinheit in der medi-
zinischen Anwendung wesentlich hoher angesetzt. Eine Methode zur Extraktion von ultra-hoch viskosen
Alginaten medizinischen Grades wurde von Zimmermann et al. entwickelt, die Alginat durch Chelati-
sierung, Filtrationen und mehrfachen Prizipitationen in ultra-reiner Qualitit im groBen Malstab extrahiert
[82]. Extraktionsprozesse von anderen Forschergruppen beinhalten dhnliche Prozessschritte [83]. Die bio-
logischen Auswirkungen von ultra-reinem im Gegensatz zu nicht-gereinigtem Alginat konnten von van
Schilfgaarde et al. aufgezeigt werden. In ihren Studien an Ratten zeigten Alginatkugeln aus ultra-reinem
Alginat nur geringen fibrotischen Bewuchs, wohingegen Kugeln mit nicht-gereinigtem Alginat nach einem
Monat komplett mit fibrotischem Gewebe bewachsen und mit Kollagen bedeckt waren [84].

Hydrogele aus Alginaten

Die biotechnologische Nutzung von Alginaten erfolgt in der Regel in Form von vernetztem Alginat, den
Alginat-Hydrogelen. Fliissige Na-Alginate werden durch ionotrope Vernetzung in Hydrogele mit einem
sehr hohen Anteil an Wasser (bis zu 95% in Alginatkugeln [85]) umgewandelt. Die am haufigsten verwen-
dete Methode ist die Herstellung durch eine Losung, in dem multivalenten Kationen in geloster Form vor-
liegen. Gibt man Na-Alginat in diese Losung bzw. tropft die Losung auf Na-Alginat, erfolgt die Vernet-
zung durch Diffusion von auB3en nach innen [86]. In der Anwesenheit multivalenter Kationen wie Calcium
oder Barium bilden Natrium-Alginate ionotrope Gele aus [87]. Die Kationen werden dabei hauptséchlich
von adjazenten Guluronsidureblocken komplexiert. Es entsteht auf molekularer Ebene eine Konformation,
die Morris et al. [88] mit dem sog. egg-box model beschrieben haben (siehe hierzu Abbildung 2 b). Die Art
der Vernetzung ist fiir die Nutzung in der Zellbiologie bzw. regenerativen Medizin von Vorteil, da sie unter
physiologischen Bedingungen stattfinden kann. Je nach Volumen des zu vernetzenden Alginats ist hier
Gradientenbildung in der Vernetzung mdglich, so dass der dulere Bereich des Hydrogels stérker vernetzt
als der innere Bereich [89]. Eine Methode zur simultanen Vernetzung, sowohl extern als auch intern, ist
die sog. Crystal-Gun-Methode, die von Zimmermann et al. entwickelt wurden [90]. Bei dieser Technik
werden die Alginattropfen vor dem Eintauchen in die Vernetzerldsung zusétzlich mit Bariumsulfatkristal-
len beschossen, die die Vernetzung im Innern der Hydrogelkugel unterstiitzen und zusammen mit der Ver-
netzung durch das Fallbad homogen vernetzte Alginatkugeln produziert [82, 91].
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Abbildung 2: CHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG VON ALGINATEN UND HYDROGELEN.

a Homogene und heterogene Monomerblocke des Alginats aus Guluronsdre (G) und/oder Mannuronsdure (M).

b Interaktion von adjazenten G-Blécken mit multivalenten Kationen zur Formation eines Hydrogels am Beispiel von Ba®".
Strukturen nach [72].

Eine dhnliche homogene Vernetzung kann durch die sog. in-situ-Vernetzung mit Calciumcarbonat (Ca-
CO;) erfolgen. Hier wird das noch fliissige Na-Alginat mit CaCO; gemischt und das Calcium-Ion durch
eine Reduzierung des pH-Werts durch z. B. D-glucono-3-lacton (GDL) freigesetzt [92]. Franzesi et al.
zeigten, dass durch die Nutzung eines weiteren Hydrogels eine Vernetzung von Alginat ohne ein Fallbad
moglich ist [93]. Die multivalenten Kationen wurden dabei in dem Hydrogel bereitgestellt und zur Her-
stellung des Alginat-Hydrogels mit dem noch fliissigen Na-Alginat kontaktiert und per Diffusion vernetzt.
Das Interessante bei dieser Vorgehensweise ist, dass eine Formgebung durch das Hydrogel bei gleichzeiti-
ger Vernetzung erfolgen kann [93]. Neben der Vernetzung durch multivalente Kationen besteht die Mog-
lichkeit der enzymatischen Vernetzung von Alginaten. Voraussetzung hierbei ist die kovalente Kopplung
von Tyramin an die Alginatketten um fiir das Enzym ein Substrat zur Verfiigung zu stellen. Die an den
Polymeren befindlichen Phenolgruppen konnen durch eine Meerrettichperoxidase (HRP, engl.: horserad-
ish peroxidase) miteinander verkniipft werden, um das Hydrogel herzustellen [94-96].

Anwendung von Alginaten

In der pharmazeutischen Industrie/Technologie wird Alginat fiir die kontrollierte Wirkstoffabgabe (engl.:
controlled drug release) [97] oder auch die Kapselung (Beschichtung) von Tabletten zur Verringerung der
Desintegration [98] genutzt. In der Lebensmittelindustrie werden Alginate als Zusatzstoffe eingesetzt, die
z. B. die Konsistenz, Stabilitit oder Textur von Lebensmittelprodukten verbessern sollen [99-102]. In der
medizinischen Anwendung wird Alginat u.a. zur Abformung von Zéhnen in der Dentaltechnik [103] ver-
wendet und ist auch als Wundauflage verbreitet [104]. In der regenerativen Medizin ist die Immobilisie-
rung von Faktor-produzierenden Zellen die am haufigsten zitierte Anwendung, die iiber die letzten Jahr-
zehnte in vielen Verdffentlichungen untersucht, verbessert und modifiziert wurde (z. B. [105, 106]).

Modifikation und Degradierung von Alginaten

Durch die zuvor beschriebene Aufklarung der Biosynthese von Alginaten konnten molekulare Werkzeuge
etabliert werden, mit denen es moglich ist, maigeschneiderte Alginatpolymere herzustellen. Insbesondere
die C-5 Epimerase ist Bestandteil vieler Forschungsarbeiten (z. B. [107-109]), da sie die Epimerisation
von Mannuron- zu Guluronséure katalysiert und dadurch auch fiir die industrielle Herstellung von Algina-
ten von Interesse ist [110]. Durch diese Umwandlung kann das Verhiltnis von Mannuronsiure zu
Guluronséure verschoben werden. Hohere Anteile von Guluronsiure, in homogenen Blocken angeordnet,
ermOglichen die Ausbildung von festeren Hydrogelen. Neben des typischen M:G Verhéltnisses durch die
natiirliche Umgebung von Braunalgen [75] bzw. der Teile der Braunalge selbst [111], kann eine anwen-
dungsspezifische Optimierung der mechanischen Eigenschaften des Hydrogels vorgenommen werden.
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Die Degradierung von Alginaten bzw. Alginat-Hydrogelen kann iiber chemische, physikalische aber auch
enzymatische Mechanismen erfolgen. Die Behandlung von Alginat mit Ultraschall fiihrt zu einer Frag-
mentierung der Molekiilketten und damit zu Verringerung des Molekulargewichts und der Viskositét [ 75].
Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass eine photolytische Degradierung von Alginaten durch UV-
Bestrahlung eintritt [112]. Die Degradierung von Alginat-Hydrogelen erfolgt in der Regel durch Chelat-
bildner, die die multivalenten Kationen aus dem vernetzten Hydrogel binden und dadurch das Hydrogel
degradieren. Beispiele hierfiir sind Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) [113], Natriumsulfat [114] oder
Phosphatverbindungen [115].

Die gerichtete enzymatische Degradierung von Alginaten kann {iber die Alginatlyase (AlgL) erfolgen.
Alginatlyasen kommen sowohl in alginatproduzierenden Organsimen als Teil der Biosynthese, als auch in
anderen Organismen vor, die Alginat als Kohlenstoffquelle nutzen [116]. Je nach Substratspezifitit spaltet
das Enzym sowohl Na-Alginate als auch Alginat-Hydrogele [117]. Hierdurch werden die Polymere frag-
mentiert und damit das Molekulargewicht, sowie die Viskositit der Polymere bei zellphysiologischen Re-
aktionsbedingungen reduziert [117]. Die zugrundeliegende chemische Reaktion ist dabei die sog.
B—Elimination [118]. Ebenso ist die Lyase bei vernetzten Hydrogelen aktiv und kann damit den Ab-
bau/Desintegration von Alginat-Hydrogelen katalysieren. Dabei sind die Vernetzungsbedingungen sowie
die chemische Zusammensetzung des Alginats von entscheidender Bedeutung fiir die Wirkweise und Effi-
zienz der AlgL [119]. Im menschlichen Organismus kommt ein Enzym zur Spaltung von Alginat praktisch
nicht vor [120], was fiir die Stabilitit von implantierten Alginaten von grolem Vorteil ist. Alginatlyasen
lassen sich gemal3 ihrer Substratspezifitit in Mannuronsédure-Lyasen (E.C. 4.2.2.3) und Guluronsiure-
Lyase (E.C. 4.2.2.11) klassifizieren [ 121]. Lundqvist konnte bei einer Mannuronsiure-Lyase eine minima-
le Oligosaccharidkette von sechs homogenen Mannuronséuren bestimmen, die fiir eine Katalyse durch das
Enzym notwendig sind [122]. Iwamoto ef al. isolierten aus Alteromonas sp. eine AlgL, die bifunktional die
Katalyse von homogenen Mannuronsiure Oligomeren und homogenen Guluronséure Oligomeren kataly-
siert [123]. Fiir den analytischen Nachweis der Aktivitdt der AlgL kann das entstehende Produkt genutzt
werden. Mit dem Thiobarbiturséure Assay kann die Quantifizierung der ungesittigten Uronsauren kolori-
metrisch mit einer Wellenldnge von 548 nm erfolgen. Ebenso ist eine direkte Quantifizierung ohne zusétz-
liche Chemikalien bei 235 nm mdglich [121, 124].

Neben der Degradierung ist eine Epimerisierung der Alginate Bestandteil einiger Studien und ebenso von
hohem Interesse, da hierdurch MMM-Blocke in GGG-Blocke umgewandelt werden konnen [110]. Durch
diese enzymatische Methode kann letztendlich Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften des Hydro-
gels genommen werden, da die Stabilitit mit dem GGG-Anteil korreliert [107, 109]. Anwendungen in der
Zellbiologie, die nicht auf eine Immunisolation von Zellen in Alginaten abzielen, werden von Untersu-
chungen begleitet, die eine Modifikation der Alginat-Polymere bzw. der Alginat-Hydrogele beinhaltet. In
der Literatur iiberwiegen hier besonders die chemischen Modifikationen. Abgeleitet von traditionellen
chemischen Reaktionen zur Immobilisierung von Molekiilen auf Oberfldchen, haben Rowley ef al. die
sog. Carbodiimid-Chemie auf Alginate angepasst [125]. Diese Methode nutzt die vorhandenen Kar-
boxylgruppen des Alginats zur kovalenten Kopplung von Peptiden/Proteinen mit deren Aminogruppe (sie-
he Abbildung 3). Diese Methode hat sich mittlerweile etabliert und wurde bereits in vielen Studien zur
Modifikation von Alginaten verwendet [73, 87, 125-129].
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Technologien zur Herstellung von Gerlststrukturen aus Alginat-Hydrogelen

Im Laufe der letzten Jahre wurden, auch aufgrund von technischen Weiterentwicklungen und der interdis-
ziplindren Zusammenarbeit von Mikrosystemtechnologen, Materialwissenschaftlern und Biologen Ansétze
entwickelt, um GS aus Hydrogelen on demand herstellen zu kénnen. Die Dosierung von Hydrogelen
konnte in mehreren Studien und Entwicklungen gezeigt werden [131, 132]. Eine Dosierung und gleichzei-
tiger Aufbau von dreidimensionalen Konstrukten erlaubt beispielsweise eine Methode, die von
Gruene et al. vorgestellt wurde. Hydrogele bzw. Zellhydrogel-Suspensionen befinden sich auf einer Matrix
und werden per Laserpuls auf eine darunterliegende Oberflache beschleunigt und anschlieBend vernetzt
[133]. Eine dhnliche Verfahrenstechnik wurde von Derby et al. vorgestellt, die eine Drop-on-demand-
Technologie zum Aufbau grof3er, dreidimensionaler Konstrukte (z. B. eine Nase) aus Alginat erméglicht.
Chohen et al. entwickelten ein System, das es erlaubt beliebige Strukturen aus Hydrogelen aufzubauen
und z. B. Bandscheiben anhand von Daten aus der biomedizinischen Bildgebung zu verarbeiten und letzt-
endlich aus Hydrogel zu reproduzieren [134].

Einen Ansatz, basierend auf groBer dimensionierten GS, verfolgten Kang et al. Sie stellten pordse Hydro-
gelstruktur her, die durch die vorgegebene GS makropordse Strukturen aufwiesen und hierdurch auch Zel-
len in groBeren Geriiststrukturen, wie z. B. einen Zahn, mit Néhrstoffen etc. versorgen konnten.

Schwammartige Gerliststrukturen aus Alginat sind kommerziell erhdltlich (AlgiMatrix®, Life Technolo-
gies GmbH) und ebenso Bestandteil von Studien im Bereich des 7issue Engineerings. Durch die einge-
brachten grofen Poren konnen Nischen geschaffen werden, die den Zellen eine physiologische Umgebung
zur Verfiigung stellen, die dhnlicher zur in-vivo-Umgebung ist [135-137]. Ebenso konnte von
Katsen-Globa et al. gezeigt werden, dass Alginatschwdmme im Bereich der Kryokonservierung von
Stammzellen genutzt werden konnen [60].

2.2 Eigenschaften von Geruststrukturen

Das zelluldre Verhalten von Einzelzellen und Zellverbiinden hangt im Wesentlichen von ihrer unmittelba-
ren Mikroumgebung ab (siche Abbildung 4). Biochemische, physiko-chemische, als auch topographische
Eigenschaften der Geriiststruktur konnen das zelluldre Verhalten durch die damit verbundenen Zell-Matrix
Interaktionen maBgeblich beeinflussen. Ferner kann die Zell-Zell-Interaktion bei einigen Zelltypen einen
entscheidenden Einfluss auf das Verhalten und die Organisation von Zellpopulationen nehmen. Je nach
Zelltyp ist z. B. die Standardkulturoberflache einer Corona-behandelten Polystyren Kulturflasche nicht
ausreichend fiir ein adhirentes Wachstum. Adhésionsvermittelnde Proteine (z. B. Gelatine [30, 138], Pro-



20 GRUNDLAGEN UND STAND DER TECHNIK

teinmischungen der extrazelluldren Matrix [35, 139], Fibronektin [61], u.a.) werden in diesen Féllen fiir
eine Beschichtung der Kulturoberflache benutzt. Liegt eine nur unzureichend spezialisierte Mikroumge-
bung vor, treten je nach Zelltyp unterschiedliche Reaktionen auf. Durch das Ausbleiben der Zell-Matrix-
Interaktion erfolgt bei einigen Zelllinien eine verstirkte Zell-Zell-Interaktion, die eine Bildung von drei-
dimensionalen Sphéroiden hervorruft [140]. Bei anderen Zelltypen fiihrt dies jedoch zu einer speziellen
Art der Apoptose, die mit dem Begriff Anoikis bezeichnet wird. Die Anoikis wird ausgeldst, wenn sich die
Zellen nicht mehr in ihrer normalen in-vivo-Umgebung befinden und kein Zell-Matrix Kontakt moglich ist
[141].

An dieser Stelle soll ein Uberblick iiber wichtige Zell-Matrix und Zell-Matrix Interaktionen gegeben wer-
den, wobei ein besonderer Fokus auf das Biomaterial Alginat gelegt wird, das in dieser Arbeit als GS ver-
wendet wird.

Abbildung 4: ORGANISATION VON ZELLEN UND GE-
WEBEN.
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2.2.1 Benetzbarkeit (Hydrophobizitat/Hydrophilitat)

Die Benetzbarkeit der Oberflache ist eine der wichtigsten Eigenschaften fiir die zelluldre Reaktion [143].
Studien haben gezeigt, dass das Mal} der Adhésion von Zellen mit der Hydrophilitit der Oberfléche ein-
hergeht.

2.2.2  Freie Oberflachenenergie

Die freie Oberfldchenenergie beeinflusst das Adhésionsverhalten von Zellen. Es gilt hier der Konsens, dass
Oberflachen mit einer geringeren freien Oberflichenenergie (bis 40 mJ/m?) eine Adhésion und Ausbrei-
tung von Zellen verhindert und im Umkehrschluss eine hohe freie Oberflidchenenergie (ab 50 mJ/m?) [ 144]
Adhésion und Ausbreitung zur Folge hat. Dies kann nach Lih et al. dahingehend verallgemeinert werden,
dass eine Zelladhésion signifikant geringer auf Oberfldchen mit einer niedrigen im Vergleich zu einer
hohen freien Oberflichenenergie ist [144].

2.2.3 Proteinadsorption

Die Interaktion von Zellen mit Oberflachen erfolgt {iber eine Kaskade von Adsorptionsereignissen an der
Oberfliache [145]. Wird eine Zellsuspension mit einer Oberfliche kontaktiert, so adsorbieren zunéchst die
Wassermolekiile in einer Mono- oder Bilage. In einem nichsten Schritt lagern sich geladene Ionen wie
z. B. CI oder Na" an. Danach adsorbieren die im Medium enthaltenen Proteine an der hydratisierten Ober-
fliche. Die Anreicherung von Proteinen an Oberflachen wird auch als Veoman Effekt bezeichnet [146,
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147]. Bei der Adsorption der Proteine kdnnen je nach Benetzbarkeit unterschiedliche Konformationen des
Proteins vorliegen. Proteine besitzen in der Regel in physiologischen Medien eine globulére Struktur mit
einem hydrophoben Kern. Die Faltung der Proteine hat ebenso zur Folge, dass geladene bzw. hydrophile
Aminosduren zur wissrigen Losung ausgerichtet sind. Bei einer hydrophilen Oberfldche adsorbieren diese
Proteine durch ionische bzw. polare Interaktion mit der Oberfldche, wobei die native Konformation wei-
testgehend erhalten bleibt. Bei hydrophoben Oberflichen erfolgt eine Anderung der Konformation, bei der
sich die hydrophoben Aminosaurereste des Zentrums an die Oberfldche anlagern [145].

2.2.4 Ladung (Elektrostatische Interaktion)

Bei negativer Ladung der Oberflidche wird eine Adhésion von Zellen nicht erwartet, da sowohl Zellen als
auch Oberflache negativ geladen sind und eine elektrostatische Repulsion erfolgt [148]. Die Ladung ist
spezifisch und variiert demnach bei verschiedenen Zelltypen und ist durch die Glykane und deren Sialin-
sduren in der sog. Glykokalyx bestimmt [ 149]. Diese ist im Allgemeinen negativ geladen [150-152]. Eben-
so wird von einer bevorzugten Adsorption von Fibronektin und Vitronektin auf positiv geladenen Oberflé-
chen berichtet [153]. In der gleichen Studie gehen diese einher mit der geringsten Adhdsion von CHO-
Zellen auf Polyethylen mit -COOH (Carboxyl) Funktionalisierung und der hochsten Adhésion auf Po-
lyethylen mit -CH,NH, (Amid) Funktionalisierung [153]. In &hnlicher Weise wird der negative Effekt von
—COOH Gruppen von Li et al. beschrieben. Das Migrationsverhalten von Zellen hat ebenso gezeigt, dass
C17.2 Zellen in Bereiche des Substrats mit geringer -COOH-Dichte migrieren [ 154]. Im Gegensatz hierzu
zeigen Arima et al. in ihrer Studie, dass HUVEC-Zellen auf Oberflachen mit self~assembled monolayer
(SAM) bei —NH, und -COOH-SAMs in gleicherweise adhirieren, jedoch eine geringere Interaktion auf
—OH-SAMs aufzeigen [155]. Demnach ist nicht die Art der Ladung selbst, sondern vielmehr die Ladungs-
dichte auf der Oberflache fiir die Adhésion entscheidend [156].

2.2.5 Rauigkeit (Topographie)

Bei der Beschaffenheit der Oberfliche zeichnen sich Ba*-Alginate durch eine besonders hohe Rauigkeit
gegeniiber den iibrigen Hydrogelen aus [157]. Durch weitere REM-Analysen konnten sie ebenso zeigen,
dass bei einer Inkubation mit fetalem Kélberserum die raue Struktur iiberdeckt wird. Topographische Ei-
genschaften auf den Alginaten konnen bei einfachen Zelltypen, wie z. B. Fibroblasten, eine Adhéasion her-
vorrufen. Zimmermann et al. berichten iiber eine Adhésion von Fibroblasten auf Alginat-Hydrogelen,
wenn die Oberflache zusétzlich mit Bariumkristallen beschossen und so die Rauigkeit erhoht wurde [158,
159]. Ebenso kann eine Adhésion von Fibroblasten auf Mikrostrukturen (z. B. Furchen) auf dem ansonsten
bioinerten Alginat erfolgen [82].

In einem Ubersichtsartikel von Bacakova et al. wurden diese Beobachtungen in dhnlicher Weise fiir Bio-
materialen verallgemeinert [ 160]. Hu ef al. konnten ebenso zeigen, dass die Rauigkeit von Oberfldachen,
neben der Adhésion, auch einen Einfluss auf die Genexpression hat [161].

2.2.6  Sterische Repulsion

Befinden sich auf der Oberfldche eines Materials Molekiile, die z. B. aufgrund ihrer Lange hdchst mobil
und flexibel sind, so kann dies dazu fiihren, dass eine Zelladhésion unterbunden wird [144]. Ein Beispiel
hierfiir ist Polyethylenoxid, das je nach MolekiilgroB3e eine Proteinadsorption auf Oberflichen verhindern
kann und in der Folge dadurch eine Zelladhésion unterbindet [162].
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2.2.7 Mechanische Eigenschaften (Festigkeit und Elastizitat)

In einer Arbeit von Higuchi et al. werden Polymeroberflichen gemaB ihrer Elastizitit anhand von Litera-
turwerten zusammengetragen [ 163]. In der Zellkultur genutzte Polymermatrizen und Oberflachen besitzen
demnach sehr unterschiedliche Elastizitdten. Matrigel besitzt eine sehr geringe Elastizitdt von etwa
100 - 200 Pa [164], was noch unterhalb der Elastizitit von Fettgewebe oder Knochenmark liegt. Alginat-
Hydrogele werden in einem Elastizititsbereich von 180 - 20000 Pa [163, 165] eingeordnet, welcher jedoch
je nach Vernetzungsmethode variieren kann [166]. Sie konnen damit ein weites Spektrum der Elastizitdten
von biologischen Geweben abbilden [163]. Knochen besitzen mit 10 GPa den groBten Elastizititswert und
liegen damit auch im Bereich von Polystyren, dem Material aus dem beispielsweise Zellkulturflaschen
hergestellt werden. Die Elastizitit von embryonalen Stammzellen wird mit 500 Pa angegeben [164]. Ab-
bildung 5 illustriert die mechanischen Eigenschaften anhand der Elastizitdt von Geweben, Zellen und Po-
lymeren [163].

Das E-Modul von den oftmals genutzten Mikrotragern Cytodex 3 wurde in einer Arbeit von Ceccarel-
li et al. mit einem Wert von 10 MPa modelliert [167]. Zellen sind in der Lage mit dem Adhésionsapparat
die Festigkeit ihrer unmittelbaren Umgebung sensorisch zu erfassen und intrazelluldr zu verarbeiten [ 168,
169]. Untersuchungen von Buxboim et al. haben gezeigt, dass Zellen die Festigkeit ihrer Kulturflache bis
in eine Tiefe von 3,4 um erfassen kdnnen [170]. Die zelluldre Reaktion auf die Festigkeit kann Unter-
schiede bzgl. Morphologie [171, 172], Migration [171, 172], Proliferation [ 171] und Differenzierung [173]
zur Folge haben.

Abbildung 5: ELASTIZITAT VON GE-

Alginat WEBEN, ZELLEN UND POLYMEREN.
Die Darstellung verdeutlicht, dass die
PEE Standard-Kulturoberfliche Polystyren
Vatrigel durch seine Elastizitdt lediglich mit der
atrige Acrylat-Copolymer von Knochen vergleichbar ist, wohin-

gegen Alginat einen gréfieren Bereich
von Geweben abbilden kann. (Abbil-
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2.2.8  Verhalten von Proteinen und Zellen bei Alginat-Hydrogelen

In einer Studie von Machida-Sano et al. konnte gezeigt werden, dass eine Adsorption von FKS, Vitro-
nektin und Fibronektin auf Alginat-Hydrogelen (vernetzt mit Kalzium) nur geringfligig erfolgt. Eine Mo-
difikation des Alginats, die zu einer Steigerung der Hydrophobizitit fiihrte, zeigte bei gleichen Proteinen
eine wesentlich hohere Proteinadsorption. Dies konnte auch durch eine gesteigerte Adhdsionsrate der Zel-
len untermauert werden [ 174].

In der biotechnologischen Anwendung von Alginat-Hydrogelen steht man somit vor einem Dilemma: Al-
ginat ist in ultra-reiner Qualitét bioinert und hervorragend geeignet fiir Untersuchungen bzgl. der Immu-
nisolation von Zellen. Die nativen Eigenschaften (Reinheit, Ladung, Hydrophilitét) sind hierbei von gro-
em Vorteil, um z. B. kiinstliche Organe zu entwickeln. Ferner besteht ein hohes Interesse neue zweidi-
mensionale und dreidimensionale Kultivierungsoberfldchen aus biokompatiblen Materialien zu entwi-
ckeln, die fiir adhérente Zellen genutzt werden konnen. Mehrere Eigenschaften der Alginat-Hydrogele
(vernetzt mit Ca”" oder Ba®") erlauben jedoch nicht die unmittelbare Anwendung des Hydrogels bei Adhi-
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sions-abhidngigen Zellen [157], sondern verlangen eine Modifikation zur Steigerung der
Zell-Matrix-Interaktion [125].

Machida-Sano et al. untersuchten die Eigenschaften von Alginat-Hydrogelen hinsichtlich Zellwachstum,
Proteinadsorption, Benetzbarkeit der Oberflichen, Oberfldchenladung und Rauigkeit der Oberflache [157,
175]. In den Untersuchungen nutzten sie unterschiedliche Vernetzerionen (Fe**, AI**, Ca*", Ba> und Sr*")
und konnten unterschiedliche Auswirkungen auf die oben beschriebenen Eigenschaften beobachten. Die
Proteinadsorption war z. B. bei Ca*'- und Sr**-vernetztem Alginat geringer als bei den iibrigen Vernetzer-
ionen (Baﬂ, F e3+, Al3+). Diese Daten korrelierten ebenso mit der Adhédsion bzw. Proliferation der Zelllinie
NHDF (normal human dermal fibroblasts) auf den unterschiedlichen Hydrogelen. Die Messung des Kon-
taktwinkels zeigte, dass Alginate, die mit trivalenten Kationen vernetzt wurden, einen wesentlich hdheren
Kontaktwinkel aufweisen als Alginate, die mit divalenten Kationen vernetzt wurden, was letztendlich auf
eine hohere Hydrophobizitit der Oberfliche bei Fe’* und AI’” schlieBen lisst. Der geringste Kontaktwin-
kel wurde bei Ba®*-vernetztem Alginat gemessen. Die Ladung der Oberfliche war bei allen Hydrogelen
dhnlich und lag bei etwa -45 bis -50 mV.

Die Adsorption der oben genannten Proteine auf der Kulturoberfléche ist von der Ladung und Benetzbar-
keit abhéngig [174]. Die hohe Hydrophilitdt sowie die negative Oberfldchenladung [174, 176, 177] des
Hydrogels konnen als Hauptursachen herangezogen werden [178]. Proteine, die im Kulturmedium enthal-
ten sind, adsorbieren auf dieser Oberflache nur sehr schlecht und kénnen auch iiber eine langere Kultivie-
rungsdauer keine Zelladhdsion hervorrufen [143].

2.2.9 Biologische Interaktionen

Die Formation und Organisation von Zellen und Geweben wird nach Schwarz et al. von Signalen beein-
flusst die er in die Kategorien Chemie, Mechanik und Topographie einordnete [ 142]. Chemotaxis, Hap-
totaxis, contact guidance, Krimmung, Mechanotaxis, Durotaxis und Tensotaxis sind die daraus resultie-
renden Signale, die von Zellen erfasst werden konnen (sieche auch Abbildung 4).

Ein Ubersichtsartikel von Mager et al. beschiiftigt sich eingehend mit den chemischen Vorgingen von
biologischen Membranen und den Biomaterialien selbst [149]. Auch sie stellen die Benetzbarkeit der
Oberfléche, bestimmt durch Ladung, Polarisierbarkeit und Polaritit funktioneller Gruppen auf der Ober-
fliche als einen wichtigen Faktor heraus. Bei den Membranproteinen von humanen mesenchymalen
Stammzellen haben Docheva et al. in Ubersichtsartikeln [179, 180] wichtige Rezeptoren zusammengetra-
gen und listen z. B. bei den Zell-Matrix Rezeptoren mehrere Integrin Untereinheiten al, a2, a3, a5, a6,
aV, B1, B3 und B5 auf, die bei der Interaktion beteiligt sind. Docheva ef al. betonen des Weiteren, dass die
meisten Integrin-Interaktionen auf Ergebnissen von hMSCs auf zweidimensionalen und festen Oberfla-
chen beruhen und dass die Interaktion auf dreidimensionalen Systemen unterschiedlich sein kann [180].
Bei humanen induziert pluripotenten Stammzellen (hiPSC) konnten Jin ef al. Unterschiede in der Expres-
sion von Integrinen feststellen, indem sie Zellen auf Matrigel bzw. Synthemax kultivierten. Die Unterein-
heiten a. 5, a6, B1 wurden bei beiden ECM-Mischungen stark exprimiert wohingegen oV 5 nur auf Mat-
rigel stark exprimiert war [ 181]. Cromar et al. haben die Interaktion der ECM mit vorhandenen Datensit-
zen annotiert und fanden insgesamt 357 Schliisselgene und 524 weitere Gene, die in Kontext der ECM
gebracht werden konnen. Mehr als 30 Module sind nach dieser Studie fiir die Organisation der ECM defi-
nierbar [ 182]. Die Quantifizierung der Interaktion von Zellen mit Geriiststrukturen anhand des Adhésions-
verhaltens und der Proliferation liefert Erkenntnisse iiber die Biokompatibilitit der Geriiststruktur [183,
184].
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2.3  Zellsysteme

Zellen zur Herstellung von Modellsystemen oder biohybride Systeme aus Zellen und Geriiststrukturen
stehen in unterschiedlicher Komplexitét und therapeutischer Relevanz zur Verfiigung. Eine grobe Untertei-
lung kann in unsterbliche Zelllinien, multipotente Stammzellen und pluripotente Stammzellen erfolgen.
Die Reihenfolge spiegelt sowohl die ,,zeitliche Entwicklung* als auch die steigende Komplexitit und An-
spriiche an die in-vitro-Kultivierung wider.

2.3.1 Immortalisierte Zelllinien

Immortalisierte Zelllinien sind die am haufigsten verwendeten Zellsysteme in der zellbiologischen For-
schung, was sich durch eine Datenbankabfrage in PubMed mit der ,,HeLa"-Linie [ 185] zeigt. Aufgrund der
relativ einfachen und kostengiinstigen Kultivierung sind sie Gegenstand zellbiologischer Forschung. Bei
Tumorzelllinien wurden zur Standardisierung der Experimente Kollektionen verschiedener Linien zusam-
mengestellt, die fiir Screenings genutzt werden kdnnen [186]. Man muss hierbei jedoch beachten, dass
sich Tumorzelllinien von immortalisierten Zelllinien unterscheiden [187]. Immortalisierte Zelllinien kon-
nen aus Tumorbiopsien gewonnen werden (siche z. B. [188] und [189]), bzw. durch virale Gene [190] oder
chemische Faktoren (z. B. 3-Methylcholanthren) [ 191] immortalisiert werden. Die erste Zelllinie, die in
vitro immortalisiert wurde, waren murine Fibroblasten des sog. Klon 929 aus dem L-Stamm [191]. Heute
sind diese Zellen unter dem Namen L929 (Abbildung 6 a) kommerziell erhiltlich. Dies ermoglicht eine
von Gewebespenden unabhingige Durchfiihrung von Experimenten. Durch ihre reproduzierbare Kultivie-
rung und die damit verbundene Zellqualitit werden diese Zellen z. B. in genormten Zytotoxizititsuntersu-
chungen (DIN EN ISO 10993-5) genutzt. Biologische Mechanismen wie Zellteilung [192], Migration
unter biochemisch-physikalischer Behandlung [193], sowie molekulare Prozesse konnen mit diesen Zellen
untersucht werden [190].

Nachdem zweidimensionale Modellsysteme viele Jahrzehnte dieses Feld bestimmten, geht der Trend seit
einigen Jahren hin zu dreidimensionalen Zellsystemen. Derartige Zellagglomerate bilden die strukturellen
Gewebeeigenschaften nativer (in vivo) Tumore in vitro dhnlicher ab [194]. Gerade bei der Entwicklung
von Medikamenten kdnnen die Ergebnisse aus zweidimensionalen Tests oftmals nicht {ibertragen werden,
da diese die Diffusivitit, Kompaktheit, Zell-Zell-Kontakten und ECM nicht korrekt simulieren [194].
Dreidimensionale Agglomerate konnen viele native Eigenschaften von Tumorgeweben nachbilden [47,
195, 196]. Methoden fiir die Herstellung der Tumormodelle wie z. B. im hidngenden Tropfen werden zu
diesem Zweck immer ausgereifter und effizienter [6, 43, 197-199]. Bei neuen Ansétzen der Kryokonser-
vierung konnen diese Zellen genutzt werden, da sie auf kryogene Temperaturen reagieren [200]. Dennoch
muss man je nach Untersuchung beriicksichtigen, dass es sich um verénderte Zellen handelt, die sich z. B.
membranphysiologisch von normalen Zellen unterscheidet. Die Mechanik des Zytoskeletts von Tumorzel-
len ist oftmals so verdndert, dass diese durch sehr enge Topographien migrieren kénnen und dadurch ein
spezifisches Migrationsverhalten aufzeigen konnen [201, 202].

2.3.2 Multipotente Stammzellen

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen immortalisierten Zelllinien, sind adulte Stammzellen von hoher
Relevanz fiir die regenerative Medizin. Diese Zellen werden als multipotent bezeichnet, da sie in bestimm-
te spezialisierte Zelltypen eines Gewebes differenzieren konnen. Sie liegen in undifferenziertem Zustand
im (differenzierten) Gewebe vor und erneuern sich {iber den gesamten Lebenszeitraum des Organismus
[203]. Bei den sog. humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) handelt es sich um einen speziellen
Typ adulter Stammzellen. Entdeckt wurden die hMSC (Abbildung 6 b) Mitte der siebziger Jahre von
Friedenstein et al. [204]. Die Begriffe colony forming units-fibroblasts (CFUs-F), marrow stromal cells,
mesenchymal stem cells und multipotent mesenchymal stromal cells werden in der Literatur fiir diese Zell-
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typen benutzt, was zum Teil eine Recherche schwierig gestaltet und zu einem Informationsverlust fithren
kann [205]. Humane mesenchymale Stammzellen kénnen aus unterschiedlichen Geweben, wie z. B. Kno-
chenmark, Blut oder Fettgewebe bei adultem Gewebe oder Nabelschnurgewebe, Nabelschnurblut oder der
Plazenta bei neonatalem Gewebe isoliert werden [26, 206-210]. Aufgrund der leichten Zugénglichkeit des
biologischen Materials und dem sehr jungen Spenderalter werden hMSCs aus dem Nabelschnurgewebe
(sog. Wharton’sche Sulze, engl.: Wharton s Jelly) besondere Aufmerksamkeit gewidmet, da sowohl eine
hohe Zellzahl, als auch exzellente Qualitét vorliegt [210-212].

Mesenchymale Stammzellen besitzen ein hohes Anforderungsprofil bzgl. ihrer unmittelbaren zelluldren
Umgebung. Eine Adhédrenz auf Plastikoberfldchen ist zwar ein Definitionsmerkmal von hMSCs [213],
jedoch kénnen Unterschiede bzgl. des Verhaltens als auch der Morphologie und des Zytoskeletts festge-
stellt werden, wenn diese auf verschiedenen ECM-Proteinen kultiviert werden [214]. Die Komplexitit der
Interaktion von mesenchymalen Stammzellen mit ihrer Umgebung wird durch eine Studie von Neuss ef al.
verdeutlicht, bei der mehrere hMSC-Typen mit Biomaterialien kontaktiert wurden. Eine universale Bio-
kompeatibilitdt konnte nicht festgestellt werden. Vielmehr wurde deutlich, dass fiir jeden Stammzelltyp die
Biokompatibilitéit bzgl. der Materialien getestet werden muss [215, 216]. Eine Manipulation der Wachs-
tumsoberfldche durch Zugabe von Wachstumsfaktoren und/oder chemischer Liganden, kann zur Imitation
der nativen ECM beitragen und Proliferation, Migration und Differenzierung mafgeblich beeinflussen und
ist bei Ansétzen des TE von gleicher Bedeutung wie die Zellquelle selbst [217]. Hao et al. konnten im
Zusammenhang mit hMSCs aus der Wharton’schen Sulze zeigen, dass ein gewonnenes Extrakt aus diesem
nativen Material die in-vitro-Kultivierung signifikant verbessern kann und z. B. die Seneszenz der Zellen
verlangsamt [218]. Insbesondere bei Zellen mit mesenchymalen Ursprung wird auch von einer negativen
Beeinflussung der Vitalitit berichtet, wenn diese in Umgebungen ohne Adhésionsmdglichkeiten kultiviert
werden [219-221]. Nuttelman et al. untersuchten auf diesem Hintergrund den Einfluss unterschiedlicher
PEG-Hydrogelformulierungen mit enthaltener RGD-Peptidsequenz den Einfluss auf die Vitalitdt und
Apoptose immobilisierter htMSCs. Immobilisierte hMSCs zeigten dabei eine um 60% hohere Vitalitdt in
den PEG-Hydrogelen, wenn die Hydrogele mit RGD-Peptiden modifiziert wurde [221]. Hauptverantwort-
lich fiir dieses Verhalten ist die Integrin-vermittelte Adhésion der Zellen auf dem Substrat, was zu einer
intrazelluldren Signalkaskade fiihrt. Diese ldsst sich jedoch nicht fiir alle adulten Stammzellen verallge-
meinern, da unterschiedliche Profile an Oberflichenrezeptoren vorliegen und letztendlich fiir die einzelnen
adulten Stammzelltypen separat untersucht werden miissen [179, 180, 222, 223]. Analog beeinflussen die
mechanischen Eigenschaften der Kulturoberflache die Zellmorphologie [169, 173,224, 225], wobei nicht
die mechanischen Eigenschaften des Substrats direkt von den Zellen detektiert werden, sondern iiber die
Interaktion von Proteinschicht und Matrix [226]. Sie stellen dabei heraus, dass die Zellen keinen direkten
Kontakt zur Matrix haben, sondern nur indirekt iiber die Proteine, auf denen sie adhéirieren und die kova-
lent an die Matrix gekoppelt sind.

Trotz der fortschreitenden Nutzung von hMSCs in medizinischen Studien, werden von Bianco ef al. einige
Kritikpunkte aufgeworfen. Die Autoren kritisieren zum einen die Regulation von klinischen Studien von
Stammgzell-Therapien in Europa und dabei insbesondere die intravendse Applikation von hMSCs zur Be-
handlung von beispielsweise neuronaler Erkrankungen. Sie vertreten dabei die Meinung, dass die wissen-
schaftliche Begriindung des Nutzens einer solchen Therapie vollkommen unklar und nicht getestet ist.
Ferner kritisieren sie die Einstufung von mesenchymalen Stammzellen als Transplantat, was im Gegensatz
zu einer Einstufung als Medikament zu einer Verringerung von Auflagen und Bestimmungen bzgl. der
Sicherheit und formaler Studien fiihrt. [227]. In einem weiteren Artikel erweitert er seine Kritik, dass eine
intravendse Applikation zur Behandlung von Herzinfarkten, Nierenversagen, Diabetes, Parkinson, etc.
durchgefiihrt wird, wobei ein biologischer Mechanismus zur Behandlung durch hMSCs nicht eindeutig
belegt ist [228]. Die aufgeworfene Kritik an der Stammzell-Therapie mit hMSCs, die in den beiden Arti-
keln mit Alchemie und Trial and Error verglichen wird, fiihrte zu einer regen Diskussion unter den
Wissenschaftlern [229-231]. Die Applikation von Stammzellen deren Nutzen bei der Behandlung von
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Krankheiten nicht eindeutig geklart ist, fithrt auch zu einem ethischen Aspekt dieser Therapieform [232].
Dieser wird in den Zusammenhang mit kommerziellen Stammzell-Therapien gebracht, die zu einer Art
»Stammzell-Tourismus* gefiihrt haben [233].

2.3.3  Pluripotente Stammzellen

Eine besondere Bedeutung haben in den letzten Jahren die pluripotenten Stammzellen (PSC) erhalten.
Diese sind aufgrund ihrer zelluldren Eigenschaften in der Lage, in Zelltypen der drei Keimblatter (en-
doderm, mesoderm und ectoderm) zu differenzieren. Unter optimalen Kultivierungsbedingungen bleibt ihr
pluripotenter Charakter erhalten, eine spontane Differenzierung kann jedoch auch hier auftreten. Man un-
terscheidet bei der PSC zwischen embryonalen (Abbildung 6 c) und induzierten pluripotenten Stammzel-
len (Abbildung 6 d). Die Aufnahme der hESC in Abbildung 6 ¢ entstand unter der 16. und 44. Genehmi-
gung des Robert-Koch-Instituts (§6 des Stammzellgesetzes, StZG).

1998 verodftentlichten Thompson et al. eine Studie, die erstmalig die erfolgreiche Isolierung von hESC-
Zellen aus einer Blastozyste beschreibt, die als Zelllinie genutzt werden konnen [30]. In Anlehnung an
Protokolle fiir die Kultivierung muriner embryonaler Stammzellen, werden diese in Ko-Kultur mit PMEF
geziichtet, um die pluripotenten Eigenschaften der Zellen zu erhalten. Eine PMEF-freie Kultur auf Matri-
gel erfolgt mit konditioniertem Medium, d. h. Kulturmedium, das zuvor zusammen mit PMEF kultiviert
wurde und die Faktoren der Zellen im Uberstand enthalten sind [234]. Die Kultivierungsform ist PMEF-
frei, jedoch nicht xeno-frei. Die Kultivierung der hESC erfolgt adhérent in Form von multizelluldren Ko-
lonien. Wéhrend der Kultivierung erfolgt ein Sdubern der Kultur durch manuelles Entfernen differenzierter
Bereiche; das Passagieren der Zellen erfolgt durch mechanisches Fragmentieren der einzelnen Kolonien
und enzymatischer Behandlung [235], aber auch in Form von Einzelzellen [139]. Das Differenzierungspo-
tenzial, in Zellen aller drei Keimblétter zu differenzieren, konnte ebenso wie die Bildung von Teratomen
bei Injektion in Méuse nachgewiesen werden [30].

Gerade das Phinomen der Teratombildung war einer der Hauptgriinde, dass klinische Studien basierend
aufdiesen Zellen kaum durchgefiihrt wurden und werden [33]. Erst 2009, erfolgte die erste klinische Stu-
die mit hESC-abgeleiteten neuronalen Zellen zur Therapie von Riickenmarksverletzungen, deren Start
auch wegen aufgetretener Cysten bei Méusen in Vorstudien verzogert wurde [236]. Weitere Studien sind
aktuell zur Therapie der trockenen altersbedingten Makuladegeneration [237], der Stargardt® Makula Dys-
trophie [238], sowie von Typ-1 Diabetes [239] angemeldet bzw. zugelassen. In allen Studien wurden dabei
aus hESC differenzierte Zellen verwendet. Es besteht bei diesen Zellen eine ethische Diskussion, da die
Zellen aus der 5-7 Tage alten Blastozyste von ungeborenen Embryonen entnommen werden miissen und
die Blastozyste dadurch zerstort wird [32]. Hierdurch ist die Forschung stark reguliert und bedarf in
Deutschland der Priifung der Zentralen Ethikkommission flir Stammzellforschung* (ZES) und der Ge-
nehmigung durch das Robert-Koch-Institut [240].

Im Gegensatz hierzu werden die humanen induziert pluripotenten Stammzellen aus somatischen Korper-
zellen hergestellt. Im Jahr 2007 veroffentlichten Takahashi et al. eine Studie, in der sie zeigten, dass es
moglich ist, humane adulte dermale Fibroblasten durch retrovirale Transduktion mit vier Faktoren (Oct3/4,
Sox2, c-Myc und Klf4) in pluripotente Stammzellen umzuprogrammieren, die z. B. in Morphologie,
Proliferation, Oberflaichenmarkern, Genexpression, Differenzierungspotenzial und Teratombildung mit
humanen embryonalen Stammzellen vergleichbar sind [35, 241]. Kurze Zeit spéter veroffentlichten auch
Yu et al. dhnliche Ergebnisse und schlussfolgerten u.a., dass diese Zellen die ethische Frage durch die
Nutzung von hESC l6sen konnen, da durch diese Methode keine Embryonen zerstort werden miissen
[242]. Die Kultivierung dieser Zellen erfolgt, dhnlich wie bei hESCs, in multizelluldren Kolonien und
kann sowohl mit PMEF [242], als auch auf Matrigel ohne PMEF zum Erhalt der Pluripotenz erfolgen
[139]. Die Expansion und Passage der Zellen kann entweder in Aggregaten [ 139], aber auch durch Zugabe
von Faktoren, die die Apoptose verhindern, als Einzelzell-Suspension erfolgen [243]. Zur Vorbereitung der
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therapeutischen Anwendung dieser Zellen werden sowohl PMEF, als auch Matrigel in vielen Kultivie-
rungsprotokollen bereits durch das rekombinant herstellbare Vitronektin ersetzt, das eine xeno-freie Ex-
pansion unter chemisch definierten Bedingungen der Zellen impliziert [37].

Bereits in den beiden ersten beiden Verdffentlichungen [35, 242] war man sich des Potenzials zur Nutzung
dieser Zellen fiir Wirkstoffforschung, Untersuchung von Krankheitsmechanismen, etc. bewusst, da patien-
ten- und krankheitsspezifische pluripotente Stammzellen hergestellt werden konnen [35, 242]. Dies hat
sich, retrospektiv betrachtet, bewahrheitet [36, 244, 245], da mittlerweile Differenzierungsprotokolle ent-
wickelt wurden, die es erlauben hiPSCs kardial oder neuronal zu differenzieren und dadurch krank-

Abbildung 6: ZELLSYSTEME.

a Immortalisierte murine Fibroblasten (L929), b humane mesenchymale Stammzellen aus der Wharton'schen Sulze (hMSC), ¢
humane embryonale Stammzellen (hESC) in Ko-Kultur mit sog. Feederzellen (PMEF) und d humane induziert pluripotente
Stammzellen (hiPSC). Zur besseren Darstellung wurde der Kontrast der Bilder erhoht. Mafstabsbalken: 100 um. Hinweis:
Die Aufnahme der hESC in c entstand unter der 16. und 44. Genehmigung des Robert-Koch-Instituts (§6 des Stammzellgeset-
zes, StZG).

Neben der Optimierung der Expansion von pluripotenten Stammzellen bei gleichzeitigem Erhalt der Pluri-
potenz, beschiftigen sich viele Forschergruppen mit der Entwicklung neuer Gertiststrukturen fiir hPSC-
basierte Modellsysteme [217, 248-255]. Erkenntnisse liber das Zusammenspiel von Zell-Zell- sowie Zell-
Matrix-Interaktion fithren dabei zu Kultivierungssystemen, die weit {iber die zweidimensionale Standard-
Plastikoberfldche hinausgehen.

2.4  Dokumentation und Analyse strukturbildender zellulérer Prozesse

Die zeitlichen Abldufe in der Natur bzw. Zellbiologie umspannen insgesamt ein sehr grof3es Spektrum. Im
zelluldren Bereich, der morphologisch ersichtlich ist, sind Abldufe wie die Zellteilung vertreten, die in
einem definierten Rhythmus bei murinen embryonalen Stammzellen alle 4-5 h stattfindet ([19]; BNID
109063), bei HeLa-Zellen jedoch etwa 16 h dauern ([19], BNID (Bionumbers ID) 103804). Die Migra-
tionsgeschwindigkeit von L929 Fibroblasten betrigt etwa 0,5 pum/min ([19], BNID 106808). Die Aus-
tauschzeit der humanen Epidermis betrdgt durchschnittlich 26 bis 27 Tage ([19], BNID 109215), die Dauer
der Differenzierung von Keratinozyten dauert dabei etwa 14 Tage ([19], BNID 111965). Im Verlauf eines
Lebens ereignen sich insgesamt 1'® Zellteilungen im menschlichen Kérper ([19], BNID 108562).

Schon diese wenigen Beispiele verdeutlichen die Komplexitit von zelluldrem Verhalten und die damit
verbundenen strukturbildenden Prozesse. Schon recht friih hat sich die Wissenschaft mit der zeitlichen
Abfolge in der Biologie beschiftigt, die sich durch immer bessere optische Technologien von der makro-
skopischen bis letztendlich zur mikroskopischen Untersuchung auf zelluldrer Ebene entwickelt hat.

2.4.1 Historische Betrachtung der Dokumentation biologischer Prozesse

Die ersten Studien von biologischen Objekten im weiteren Sinne erfolgten durch Eadwaerd Muybridge im
Jahr 1892. Er kombinierte mehrere einzelne Kameras, um so die recht schnellen Bewegungen von Tieren
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(galoppierendes Pferd, Bison, Elefant, Hund) zu erfassen. Durch die dadurch mogliche hohe Bildauf-
nahmerate konnte z. B. bei Bewegung des Pferdes im Galopp festgestellt werden, dass das Pferd zu einem
bestimmten Zeitpunkt des Galopps keinen Bodenkontakt mehr hat [256]. Etienne-Jules Marey, beeinflusst
durch die Arbeiten von Muybridge, studierte die Bewegungsablidufe von Lebewesen in der Luft und auf
dem Land. Er war in diesem Bereich auch erfinderisch titig und entwickelte fiir die Erfassung von schnel-
len Bewegungsabldufen die Chronophotographische Flinte [257].

Die historische Entwicklung der Dokumentation und Analyse biologischer Prozesse auf zelluldrer Ebene
findet seine Anfénge durch die histologischen Untersuchungen an Gewebeschnitten. Durch Paul Ehrlich
wurden diese nach 1870 durch die Nutzung spezifischer Farbemethoden [258] weiterentwickelt und als
Basis fiir die Entwicklung von Therapeutika verwendet. Die Wissenschaftler hatten jedoch schon zu dieser
Zeit das Bestreben, an funktionalen biologischen Préparaten zu forschen [259]. Ein Pionier hierfiir war
Jean Comandon, der sowohl mit Gewebeschnitten, als auch mit der Technik der Mikrocinematographie,
ein Prototyp der modernen Zeitraffer-Mikrokopie, arbeitete [260]. Die Kombination eines Mikroskops und
einer Kamera war zudem der Beginn der bildgebenden Verfahren in den Lebenswissenschaften [261]. Mit
der Untersuchung von Blutzellen mit Malaria-Erregern konnte Comandan seinerzeit Aufsehen erregen und
war von dem Nutzen dieser Entdeckung itiberzeugt [262]. Julius Ries gelang es 1907 zum ersten Mal die
Befruchtung in einer Zeitraffer-Aufnahme zu dokumentieren [259]. Ries hatte bei der Erstellung des Films
padagogische Ziele, da er seinen Studenten zellbiologische Grundlagen anschaulich vermitteln wollte
[263]. In einer Zeit, wo nur wenige Studenten Zugang zu Laboren hatten, war das (neue) Medium Film fiir
die Veranschaulichung von langsamen biologischen Prozessen bestens geeignet. Die Studenten von Ries
konnten so an bewegten Mikroskopiebildern nachvollziehen, dass der Ursprung von Zellen wiederum
Zellen sind und dass ganze Organismen, in diesem Fall der Seeigel, nur aus einzelnen Zellen bestehen.

2.4.2  Stand der Technik: automatisierte Lebendzell-Mikroskopie

Moderne Systeme fiir die Lebendzell-Mikroskopie sind in unterschiedlichen Varianten verfiigbar, die je
nach System unterschiedliche Anforderungen erfiillen. Prinzipiell kann heute jedes Lichtmikroskop mit
einer Kamera und einem PC mit entsprechender Hardware zu einem Lebendzell-Mikroskop umgeriistet
werden. Der PC iibernimmt als einzige Aufgabe die Aufnahme und Speicherung der Bilder. Mit einer zu-
sdtzlichen Inkubationskammer kdnnen physiologische Bedingungen fiir die Zellkulturen (Proben) auf-
rechterhalten werden (in der Regel 5% CO,, 95% relative Luftfeuchtigkeit und 37°C), wodurch man dann
in der Lage ist, eine Beobachtung der Zellen iiber einen bestimmten (limitierten) Zeitraum durchzufiihren
[264]. Ferner verfiigt ein derartiges System iiber keinerlei Motorisierung was bedeutet, dass z. B. nur ein
einziger Punkt, eine einzige VergroBerung oder auch nur ein Modus (Durchlicht- oder Fluoreszenz-
mikroskopie eingesetzt werden kann. Nach und nach konnten alle Komponenten eines Mikroskops durch
Motorisierung und Entwicklung von Softwareschnittstellen automatisiert werden, so dass letztendlich mul-
tidimensionale Zeitraffer-Aufnahmen hiermit moglich sind [264, 265]. Die Limitierungen solcher Systeme
sind hauptsdchlich bei der Stabilitét bei Langzeituntersuchungen (z. B. Fokusdrift durch z. B. Temperatur-
schwankungen) [266], aber auch durch die Peripheriegerite gegeben, da hier Hardware von unterschiedli-
chen Anbietern in einem System kombiniert und von einer Software gesteuert werden miissen [267]. Eine
Ubersicht von derartigen Systemen ist in Tabelle 2 zu finden. Nach dem derzeitigen Stand der Technik
konnen nahezu alle géingigen ZellkulturgefdB3e mittels der Lebendzell-Mikroskopie genutzt werden. Der
Unterschied liegt dabei in der Qualitét, d. h. optischen und zeitlichen Qualitit der Zeitrafferauthahmen.

Die genutzten Zellkulturgefdf3e stellen in der automatisierten Lebendzell-Mikroskopie eine nicht zu ver-
nachldssigende Komponente dar. Unterschiedliche Wachstumsflachen, Volumina und Kompartimente sind
hier die Hauptunterscheidungsmerkmale. Bei der Expansion und Kultivierung von Zellen werden stan-
dardméaBig Zellkulturflaschen benutzt. Zellkulturflaschen haben den Vorteil, dass sie {liber eine grofie
Wachstumsfldche verfiigen und so eine hohe Zahl von Zellen gewonnen werden kann. Durch die Dimensi-
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onen sind sie jedoch nur selten in der automatisierten Zellkultur und Lebendzell-Mikroskopie zu finden,
da hier z. B. eine Robotik vorhanden sein muss, um die Flaschen in den Gerédten zu transportieren.

Tabelle 2: Marktiibersicht kommerzieller Mikroskopiesysteme (Stand: 2016).

Hersteller System Modi Quelle

Nikon Instruments Biostation IM PH, FL, TL [268]

Europe BV Biostation CT PH, FL, TL

PAN-SysTech GmbH PANSYS3000 PH, FL, TL [269]
PANSYS4000 PH, FL, TL

Perkin Elmer Inc. Opera [270,271]
Operetta

Essen Bioscience Inc.  Incucyte Zoom PH, FL, TL [272]
Incucyte Ex

GE Healthcare DeltaVision [273]

Carl Zeiss AG Lightsheet Z.1 FL [274]
CellObserver

NanoEnTec Inc. JuLi FL HF, FL, TL [275]
JuLi Stage HF, FL, TL

Abkiirzung: PH: Phasenkontrast, FL: Fluoreszenz, TL: Timelapse, HF: Hellfeld

Ein Beispiel hierfiir ist z. B. das Lebendzell-System Biostation CT von Nikon [268]. Die Verwendung von
miniaturisierten ZellkulturgefdBen bei Screenings (z. B. Zytotoxizitdtsassays) hat den Vorteil, dass eine
grofle Anzahl von Konditionen parallel untersucht werden kdnnen. Nach Kultivierung werden die Zellen
mit Fluoreszenzfarbstoffen gefarbt bzw. der Umsatz eines Substrats zu einem fluoreszierenden Produkt
gemessen. Die entsprechenden Fluoreszenzintensititen geben dann Aufschluss {iber den Einfluss der un-
tersuchten Substanzen auf die Zellen [276], jedoch ohne mikroskopische Aufnahmen. Mikrotiterplatten
konnen in entsprechenden Geréten auch fiir die parallele Untersuchung von Zellen mittels Lebendzell-
Mikroskopie verwendet werden. Dies hat jedoch einige Nachteile, wie z. B. die limitierte Wachstumsfla-
che, optische Qualitét (Reflexionen durch den Fliissigkeitsmeniskus an den Réndern der Topfchen), Limi-
tierung der zeitlichen Auflsung bei Multipunkt-Aufnahmen oder auch die Tatsache, dass die Topfchen
und damit die Konditionen nicht vollstdndig voneinander getrennt sind. In verschiedenen Studien konnte
durch Lee ef al. gezeigt werden, dass z. B. ein Sauerstoffgradient von den Randbereichen zum Zentrum
der Platte vorliegt. Fiir die von Lee et al. verwendeten Endothelzellen (aus der umbilikalen Vene) bedeute-
te dies eine hohere Wachstumsrate der Zellen im Zentrum der Platte verglichen mit den Randbereichen
[277]. Fliichtige Substanzen, die als Zusatz im Medium enthalten sind, konnten iiber die Gasphase andere
Topfchen kontaminieren und so falsche oder irrefiithrende Ergebnisse liefern [278]. Durch die hohe Anzahl
von Topfen und damit theoretisch moglichen Konditionen verringert sich automatisch die maximale Bild-
aufnahmerate im Kontext der Lebendzell-Mikroskopie. Geht man von 96 Topfchen aus, die mittels auto-
matisierter Lebendzell-Mikroskopie erfasst werden sollen und von jedem Topfchen 5 Bilder gemacht wer-
den sollen, so umfasst ein einziger Zeitpunkt 480 Bilder. Vom ersten Punkt bis zum letzten Punkt lage
demnach eine Zeitspanne von etwa 100 Minuten, wenn man pro Punkt 20 Sekunden einrechnet. Eine Stei-
gerung der Bildaufnahmerate ist bei dieser Art der Kultivierung nur durch eine Verringerung der Punkte
pro Topfchen oder durch eine Verringerung der Anzahl der Konditionen (= Topfchen) zu erreichen. Eine
Ausnahme stellt das Screening mit Hilfe von Microarrays dar. Neumann ef al. konnten so z. B. in einer
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Screening-Studie zeigen, dass mit Microarrays eine sehr grofle Zahl an Substanzen (siRNA) mit hoher
zeitlicher Aufldsung untersucht werden kann [265]. Auf den ca. 400 um groBen Spots konnten etwa 50
Zellen beobachtet werden. Eine Ubertragung auf komplexere Zellsysteme, gerade in Bezug auf das Tissue
Engineering, wiirde sich bei diesen Grofenordnungen jedoch schwierig gestalten. In den letzten Jahren
wurden spezielle Lebendzell-Systeme entwickelt, die als ,,All-in-one* Losung vertrieben werden. Diese
sind so konfiguriert, dass eine Langzeituntersuchung von Zellen unter stabilen Bedingungen moglich ist,
gleichzeitig eine Adaptation an spezielle experimentelle Anforderungen kaum oder gar nicht realisierbar
ist. Tabelle 2 zeigt eine Auflistung von verfiigbaren Mikroskopiesystemen, mit denen automatisierte Zell-
kulturen {iber die Zeit dokumentiert werden kdnnen.

2.4.3 Stand der Technik: rechnergestiitzte Bildanalyse

Die Analyse von multidimensionalen zeitaufgelosten Mikroskopiedaten (z.B. Zeit, Ort, Fluoreszenz) stellt
den Flaschenhals dieser Methode dar. Die ,,Ubersetzung“ der Bildinformation in quantitative Daten, oft-
mals auch Datenreduktion genannt, ist manuell méglich, aber durch die Datenmenge sehr zeitaufwendig.
Eine Automatisierung durch Bildanalyse-Algorithmen wird immer héufiger auf biologische Fragestellun-
gen angewendet, aber oftmals fiir eine Fragestellung spezialisiert oder nur in Verbindung mit fluoreszenz-
markierten biologischen Proben anwendbar ist.

Traditionell sind Zellzahlbestimmung [279], Proliferation [276], Durchflusszytometrie [280] und Expres-
sionsanalysen von Genen [281] Methoden, die in der Zellbiologie etabliert sind. Dennoch sind diese Me-
thoden in der Regel invasiv, erfolgen zum Endpunkt des Experiments und sind mit einer Zerstorung der
biologischen Probe verbunden. Die zeitliche Information im Detail geht dabei verloren. In die Analyse
selbst fliet eine (teilweise unbewusste) Interpretation des Experten ein, wodurch diese Art der Analyse
ein hohes Mal} an Subjektivitét besitzt. Ferner ist die handische Analyse dieser Bilder oftmals sehr zeit-
aufwendig und auch durch gewisse Faktoren fehlerbehaftet [282-284].

Tabelle 3: Marktiibersicht kommerzieller und Open-Source Bildanalysewerkzeugen (Auswahl, Stand: 2016).

Bezeichnung Art Modus Quelle
Imagel Open-source PH, FL, TL* [285, 286]
CellProfiler Open-source PH, FL, TL* [287, 288]
CellProfiler Analyst Open-source - [288]
Tlastik Open-source PH, FL [289, 290]
SVCell RS Kommerziell PH, FL, TL [291, 292]
Matlab Kommerziell PH, FL, TL* [293]
Eblmage Open-source FL, TL* [294, 295]
OpenCV Open-source PH, FL [296]
NIS-Elements Kommerziell PH* FL, TL [297]
Definiens Studio Kommerziell FL [298]
Wimasis Kommerziell PH, FL, TL [299]
PHANTAST Open-source PH, TL* [300]
Metamorph Kommerziell FL, TL* [301]

Abkiirzung: PH: Phasenkontrast, FL: Fluoreszenz, TL: Timelapse, *: mit Einschrankungen

Bei der rechnergestiitzten Bildanalyse kdnnen zwei Konzepte unterschieden werden: die manuelle Analyse
von Bildern durch einen Experten und die automatisierte Bildanalyse durch Computerhardware. Dem Ex-
perten stehen verschiedene kommerzielle oder open-source Softwarelosungen zur Verfiigung, die er fiir die
Analyse nutzen kann. Es stehen Funktionen zur Verfiigung, womit der Experte den biologischen Inhalt im
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Bild markieren kann (z. B. durch Umranden einer Zelle) und somit eine sog. Region-of-interest (ROI) er-
zeugt, deren Eigenschaften anschlieBend extrahiert werden kann. Bei einer markierten Zelle sind dies z. B.
der Flacheninhalt, die Intensitét oder daraus abgeleitete Eigenschaften (features). Programme wie Imagel
[266, 267] oder NIS-Elements [280] arbeiten nach diesem Prinzip.

In Softwarewerkzeugen fiir die automatisierte Analyse von Bilddaten stehen &hnliche Funktionen zur
Bildanalyse zur Verfiigung, mit dem Unterschied, dass fiir einen Bilddatensatz zunéchst eine Art Protokoll
aufgesetzt werden muss, das auf jedes Bild angewendet wird. Die Protokolle miissen so aufgestellt sein,
dass eine mogliche Inhomogenitit zwischen verschiedenen Bildern abgefangen werden kann. Vergleichba-
re Bilddaten sind bei dieser Methode ein Vorteil und unmittelbar mit der automatisierten Mikroskopie ver-
kniipft. Die Moglichkeit einer manuellen Analyse besteht bei diesen Programmen in der Regel nicht. Bei-
spiele hierfiir sind Cellprofiler [269, 270] und SVCell RS [273, 274].

Erst in den letzten Jahren stieg die Zahl der Veroffentlichungen und Softwareplattformen iiber und fiir die
quantitative Auswertung von Phasenkonstrast Mikroskopiebildern [302]. Es handelt sich dabei in den
meisten Fillen auch nicht um Untersuchungen mit biologischem Hintergrund, vielmehr werden neue An-
sdtze fiir die Segmentierung (Klassifizierung jedes Pixels eines Bildes in entweder ,,biologischer Vorder-
grund® oder ,,Hintergrund**) nicht markierter Phasenkontrastbilder vorgestellt. Tabelle 3 gibt einen Uber-
blick iiber verfiigbare Bildanalysewerkzeuge.

Erstmals erwdhnt wird die quantitative Phasenkontrast-Mikroskopie von Curl et al. vor etwa 12 Jahren
[303, 304]. In ihren Arbeiten beschéftigten sie sich noch mit den Grundlagen dieser Technik, die in der
Folge in weiteren Publikationen durch verbesserte Algorithmen stindig weiterentwickelt wurden.
Ambriz-Colin et al. untersuchten beispielsweise Methoden, um aus Phasenkontrastbildern den biologi-
schen Vordergrund zu detektieren [305]. Sie beschrankten sich dabei auf Eigenschaften, die direkt aus dem
Bild abgeleitet werden konnten, wie z. B. die statistische Anordnung der Grauwerte [305]. Im weiteren
Verlauf wurde die Detektion des biologischen Vordergrunds, sowie die korrekte Segmentierung von sich
beriihrenden Objekten immer weiter verbessert [306]. Durch die Nutzung des maschinellen Lernens kann
nun auch iiber die Textur der biologischen Objekte eine Klassifizierung von biologischem Vorder- und
Hintergrund durchgefiihrt werden [307, 308]. In Softwarepaketen wird diese Technologie dem Anwender
mit vordefinierten Analyseroutinen zur Verfiigung gestellt, so dass keine Programmierkenntnisse zur Ana-
lyse notwendig sind [291]. Ferner erlaubt das maschinelle Lernen, in Kombination mit berechneten zellu-
laren Eigenschaften, die automatische Klassifizierung von Phénotypen [309].
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3 «  Materialien und Methoden

3.1  Zellsysteme

3.1.1 L929 Fibroblasten

Murine Fibroblasten (L929, DSMZ, Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Deutschland) wurden in einem Medium aus Dulbecco's modified eagle medium (DMEM,
Gibco), 10% fetalem Kalberserum (FKS, Gibco) und 1 g/ml Gentamycin in Zellkulturflaschen mit einer
Wachstumsflidche von 75 cm? (Corning, NY, USA) kultiviert. Die Passage der Zellen erfolgte alle 3-4 Ta-
ge. Hierfiir wurden die Zellen zunéchst mit PBS (-/-) gewaschen und dann mit Trypsin/EDTA (0,05/0,02%
in PBS) inkubiert. Das vollstdndige Ablosen der Zellen von der Kulturoberflache erfolgte durch wieder-
holtes Uberspiilen der Wachstumsfliche mit Kulturmedium. Die Fibroblasten wurden in einem Verhéltnis
1:10 (v/v) in eine neue T75er Flasche ausgesit.

3.1.2 Humane mesenchymale Stammzellen

Humane mesenchymale Stammzellen (PromoCell GmbH, Heidelberg) aus der Wharton'schen Sulze (engl.:
Wharton s Jelly) wurden in einem Medium aus DMEM/F-12 (Verhiltnis 1:1, Gibco), 10% FKS,
100 Units/ml Penicillin/Streptomycin (Gibco) und 1 ng/ml bFGF (basic fibroblast growth factor, Gibco) in
Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 75 cm? (Corning®, NY, USA) kultiviert. Die Zellpas-
sage erfolgte in der Regel einmal pro Woche, wenn eine Konfluenz von 80% des Zellrasens erreicht war.
Die Trypsinierung der Zellen erfolgte wie bei den L929-Fibroblasten. Die Inokulation erfolgte mit einer
Zelldichte von mindestens 1000 Zellen/cm?. Die hMSC-Kultur wurde bis zu maximal einer Passagenzahl
von 15 gefiihrt.

3.1.3 Humane induziert pluripotente Stammzellen

Wicell

Die pluripotenten Stammzellen hiPSC Foreskin-2 (WiCell Research Institute, Madison, WI, USA) wurden
mit dem mTeSR-1 Medium Kit (Basalmedium mit Supplement, Stemcell Technologies, Grenoble, Frank-
reich) und 1% Penicillin/Streptavidin in Petrischalen mit Matrigelbeschichtung kultiviert. Eine Beschich-
tung mit Matrigel (Corning Inc., Tweksbury, MA, USA) gelost in DMEM/F12 (Gibco) erfolgte fiir min-
destens 2 h vor Inokulation (0,01 mg/cm?). Die Passage erfolgte mit TrypLE zur Dissoziation der Kolonien
bzw. mit einer Dispaseldsung (1 U/ml, Stemcell Technologies, Grenoble, Frankreich) zur Fragmentierung
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der Kolonien. Die Zellen wurden dann wieder in neue Matrigel-beschichtete Kulturschalen ausgesét. Dif-
ferenzierte Bereiche wurden zwischen zwei Passagen mit einer Spitze mechanisch entfernt. Bei einer In-
okulation als Einzelzellsuspension wurde das Kulturmedium zusétzlich mit 10 pM ROCK-Inhibitor
Y-27632 (Merck, Darmstadt, Deutschland) versetzt. Je nach Experiment wurde der Inhibitor nach 4 h oder
24 h durch einen Medienwechsel entfernt oder verblieb wéahrend des gesamten Experiments im Kulturme-
dium.

ER19/18

Die Linie ER19/18 (bereitgestellt von Prof. Dr. Jiirgen Winkler, Universitit Erlangen) wurde analog zur
Line WiCell kultiviert und passagiert.

AXAI

Die Zelllinie AXAi (Axiogenesis, Koln, Deutschland) wurden vom Hersteller einmal pro Woche in Kultur-
flaschen mit einer Wachstumsflache von 175 cm? geliefert. Bis zur Nutzung erfolgte die Kultivierung im
zur Verfiigung gestellten Kulturmedium ,,AX-N8* und wurde regelméBig gewechselt. Fiir die Versuche
wurde der Zellrasen vereinzelt, indem die Zellen zunidchst mit DMEM/F12 gewaschen und dann mit
TrypLE fiir mindestens 9 min bei 37°C von der Kulturoberflache gelost und mit Kulturmedium verdiinnt
wurden. Die Zellen wurden dann nach einem Zentrifugationsschritt (3 min bei 800 rpm) gewaschen und in
Kulturmedium mit zusétzlich zugefiigten ROCK Inhibitor in Suspension aufgenommen und ausgesit.

3.1.4 hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten

Cor.4U (Axiogenesis AG, Koln, Deutschland), deren Ursprung humane hiPSC sind, wurden in dem vom
Hersteller bereitgestellten Kulturmedium Cor.4U Medium (mit FKS) kultiviert. Bis zur Nutzung der Zel-
len wurde 1-2x die Woche ein vollstindiger Medienwechsel durchgefiihrt. Das Ablosen der Zellen erfolgte
durch Waschen der Zellen in PBS mit 2 mM EDTA (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland),
enzymatisches Ablosen der Zellen mit Trypsin/EDTA (0,05/0,02% in PBS, Gibco) bei 37°C fiir maximal
5 min, um Zellschadigungen zu minimieren.

3.2 Zellkulturtechniken
3.21 Allgemein

Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde, wenn nicht anders angegeben, mit einer Neubauer Zéhlkammer (improved) durchge-
fiihrt. Die Kammer wurde gereinigt, mit einem Deckglas abgedeckt und pro Hilfte 10 pl der Zellsuspen-
sion pipettiert. Es wurden die Zellen in den 4 GroB3quadraten (jeweils unterteilt in 16 Quadrate) unter dem
Mikroskop ausgezihlt. Der Mittelwert aus den 4 GroBquadraten wurde mit 1x10* multipliziert, um die
Zellzahl pro ml zu erhalten.

Vitalitatsfarbung

Die Bestimmung der Vitalitét der Zellen wurde iiber die Membranintegritét bestimmt. Hierfiir wurden 8 pl
Fluoreszeindiacetat (FDA, 1 mg/ml in Aceton) und 50 pl Ethidiumbromid (EB, 5 mg/ml in ddH,0) Ba-
salmedium oder PBS gegeben und die Zellen fiir mindestens 5 min in dieser Losung inkubiert. Die Aus-
wertung erfolgt durch die Zuordnung der Farbstoffe: FDA ist membrangingig und wird in lebenden Zellen
enzymatisch umgesetzt, was in einem Fluoreszenzsignal resultiert (FITC-Filter). EB hingegen ist nicht
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membrangéngig und kann nur mit der DNA interkalieren, was mit einem Fluoreszenzsignal einhergeht
(TexasRed-Filter), wenn die Membran perforiert, die Zelle demnach nicht mehr vital ist. Ferner wurde
auch die Trypanblau-Farbung angewendet, bei der die sterilfiltrierte Stocklosung (1:1, v/v) mit der Zell-
suspension gemischt wird. Die Auswertung erfolgt analog zur Ethidiumbromid-Féarbung: wird eine Zelle
blau gefarbt, so ist die Membran nicht mehr intakt, die Zelle folglich tot. Nicht blau-gefarbte Zellen wer-
den als lebend interpretiert.

Vitalitat von 3D-Aggregaten (Spharoide)

Die Vitalitit von multizelluldren Aggregaten wurde iiber die mittlere Fluoreszenzintensitét der Aggregate
der FDA-Férbung, sowie der EB-Farbung ermittelt. Das Verhéltnis von der mittleren Intensitit von FDA
und der Gesamtintensitét beider Fluoreszenzen multipliziert mit 100 ergibt den Vitalitdtswert in Prozent.
Zum Ausgleich der Hintergrundfluoreszenz wurde anhand einer selektierten Flache der Wert berechnet
und vom eigentlichen Vitalitdtswert abgezogen.

Stoffwechselaktivitat

Die Stoffwechselaktivitit wurde mit dem alamarBlue®-Farbstoff (Invitrogen/Life Technologies) gemes-
sen. Kulturmedium wird mit 10% (v/v) des auf Resazurin basierenden Farbstoffs vorbereitet und nach
Stimulation der Zellen (z. B. Inkubation in zu untersuchender Substanz) mit den Zellen fiir eine bestimmte
Zeit (4 h) lichtgeschiitzt kultiviert. Je nach Zustand bzw. Anzahl der Zellen wird mehr Resazurin zu
Resorufin [276] enzymatisch umgewandelt. Das transformierte Molekiil kann anhand des Fluoreszenzsig-
nals detektiert werden. Zur Normierung wurde Kulturmedium mit 10% alamarBlue® (v/v) ohne Zellen,
sowie unbehandelte Zellen und DMSO-behandelte Zellen als Kontrollen mitgefiihrt. Die Quantifizierung
der Fluoreszenzsignale erfolgte mit einem Multifunktions-Plattenleser Infinite Pro (Tecan, Maennedorf,
Schweiz) mit einer Anregungswellenldnge von 560 nm und Emissionswellenldnge von 610 nm. Pro Napf-
chen einer Mikrotiterplatte wurden 9 Positionen gemessen und deren Werte gemittelt.

RT-gPCR

Fiir die Bestimmung der Genexpression wurden der Zellen mit dem RNeasy Micro Kit (Qiagen, Heldes-
heim) gemil Herstellerprotokoll behandelt und lysiert. Die RNA wurde geméaf3 dem Protokoll isoliert und
mit dem NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) quantifiziert. Es folgte die Herstellung der cDNA mittels des
,High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), sowie des Thermo Cyclers
SimpliAmp (Applied Biosystems). Die cDNA wurde dann fiir die Quantifizierung vorbereitet und mit den
Assays filir Nanog (Hs04399610), Sox2 (Hs01053049) und Sox17 (Hs00751752), sowie der endogenen
Kontrolle Gapdh im Quantstudio 7 Flex mit den jeweiligen Kontrollen quantifiziert (alle Applied Biosys-
tems). Als Kalibrator dienten Proben, die vor Aussaat der Zellen von den unterschiedlichen Proben ge-
nommen wurden (,,t0°).

3.3 Biomaterial Alginat

Fiir die Untersuchungen mit Alginat-Hydrogelen wurde ultra hoch viskoses (UHV) Alginat verwendet, das
durch einen speziellen Aufreinigungs- und Extraktionsprozess in qualitativ hochwertiger Form vorliegt. In
dieser Arbeit werden Alginate der Spezies Lessonia nigrescens und Lessonia trabeculata verwendet, deren
Rohmaterial an der Chilenischen Kiiste gesammelt und am Fraunhofer IBMT extrahiert wurden. Eine de-
taillierte Beschreibung der Extraktion ist in [82] gegeben.
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3.3.1 Herstellung von Alginatlésungen

Fiir die Herstellung der Alginatldsungen werden die Alginatgranulate in einer sterilen isotonen NaCl-
Losung geldst. Fiir die Herstellung einer 0,7%igen Alginatlosung wird Alginatgranulat abgewogen und das
Volumen an NaCl gemél3 der Formel

m(Alginatgranulat)[g]) 10

Volumenygci[ml] = < 0,07

hinzugefiigt. Bei einem Gewicht von 0,3 g Granulat und einer Zielkonzentration von 0,7% miisste das
Granulat in 42,85 ml NaCl gelost werden. Je nach anzusetzendem Volumen werden 15 ml bzw. 50 ml
Zentrifugenrohrchen verwendet. Die Losung erfolgt auf dem Orbitalrotator mit 10-15 rpm in der Regel
iiber Nacht bzw. bis sich das Granulat vollstindig geldst hat. Die Alginate LN und LT werden getrennt
voneinander angesetzt und erst im geldsten Zustand mit einander vermischt.

3.3.2  Vernetzerlésung

Sofern nicht anders angegeben, wurde in dieser Arbeit zur Vernetzung des Alginats eine BaCl,-Losung
verwendet, die aus folgenden Komponenten besteht: 20 mM BaCl,, 115 mM NaCl und 5 mM L-Histidin.
Die Stoffe wurden auf einem Magnetriihrer in ddH,O gelost, auf 300 (+ 10) mosmol/kg eingestellt und
sterilfiltriert.

3.3.3  Herstellung von Alginatkugeln

Die Herstellung der Alginatkugeln erfolgte geméf einem von Zimmermann et al. vorgestellten Verfahrens
[82]. Fiir die Herstellung der Alginatkugeln (Abbildung 7) wird die Alginatlosung in eine 1 ml Spritze
luftblasenfrei aufgezogen und in die Verkapselungsanlage (Abbildung 7 a) zusammen mit der Diise
(Abbildung 7 b) gesteckt. Die Alginatlosung wird nun automatisch mit einem Vorschub durch die Diise
transportiert und durch den koaxialen Luftstrom am Auslass der Diise der Alginattropfen erzeugt
(Abbildung 7 c¢). Die GrdBe des Alginattropfens héngt neben der Viskositét der Losung auch von dem an-
gelegten Luftstrom ab. Je hoher der Luftstrom, desto kleiner die produzierten Alginattropfen. Fiir die Her-
stellung von Alginatkugeln mit einem Durchmesser von 500 um wird eine 0,7%ige Alginatldsung (LNT)
mit 1,5 ml/min transportiert und in einer Losung mit 20 mM BaCl, eingetropft. Nach 15 min werden die
Kugeln (Abbildung 7 d) aus der BaCl,-Losung entfernt und zweimal mit einer NaCl-Losung (0,9%) zur
Entfernung tiberschiissigen Bariums gewaschen. Die Eigenschaften von Alginat bzgl. der physiologischen
Bedingungen werden durch die Apparatur nicht beeinflusst. Es konnen neben reinen Alginatkugeln fiir die
Herstellung von Mikrotragern auch zellularisierte Alginatkugeln hergestellt werden.

3.3.4 Herstellung von Alginatmembranen

Die Herstellung von Alginatmembranen bzw. Beschichtungen von Oberflachen mit Alginat erfolgt, wenn
nicht anders angegeben in 35 mm Kulturschalen, Zellkultur-behandelt (Corning, NY, USA). Die Oberfla-
che aus Korona-behandeltem Polystyren wird zundchst mit Poly-L-Lysin (pLL, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf, Deutschland) beschichtet (1 ml pro Kulturschale, Inkubation fiir 30 min bei 37°C).
Danach wird das pLL vollstindig aus der Kulturschale abgesaugt und unter der Sterilbank getrocknet. Auf
die nun positiv geladene Oberfléche wird 1 ml Alginat pipettiert und gleichméBig in der Schale durch Ro-
tieren verteilt. Die Vernetzung erfolgt iiblicherweise mit einer 20 mM BaCl,-Losung fiir mindestens
15 min. Nach erfolgter Inkubation wird die BaCl,-Ldsung entfernt und die Probe zweimal mit einer NaCl-
Losung gewaschen (0,9%ig). In diesem Zustand besitzt die Alginatmembran die bekannten bioinerten
Eigenschaften, d. h. eine zelluldre Interaktion in Form der Adhésion sollte nicht eintreten.
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Abbildung 7: APPARATUR ZUR HERSTELLUNG
VON ALGINATKUGELN.

a Apparatur zur Herstellung von Alginatkugeln
mittels koaxialem Luftstrom. Mit der Apparatur
konnen UHV-Alginate semi-automatisch dosiert
werden und mit einer 1 ml Spritze kleinere Char-
gen an Alginatkugeln herstellt werden. Der
Luftstrom kann in der Steuerungseinheit einge-
stellt werden. Steuerungseinheit und Verkapse-
lungseinheit sind durch einen 1m langen Kabel-
kanal verbunden, sodass die Steuerungseinheit
aufBerhalb und der Verkapselungseinheit inner-
Algi’;at' halb einer Sterilbank betrieben werden kann um
tropfen einen sterilen Prozess zu ermoglichen. b Die
Diise, durch die das Alginat transportiert wird,
wird mittels Spritzguss hergestellt und ist als
Einmal-Artikel ausgelegt. ¢ Schematische Dar-
stellung der Funktionsweise der Diise. In einem
zentralen Kanal wird das Alginat durch konstan-
ten Vortrieb durch die Diise transportiert. Durch
eine umliegende Kammer stromt der angelegte
Lufistrom und trifft an deren Ausgang auf den mit
Alginat gefiillten Kanal. Es kommt durch den
Lufistrom zu einem Abriss des Tropfens. d Produ-
zierte Alginatkugeln mit der Apparatur nach
Vernetzung in einer Losung mit BaCl, (20mM).
Abbildung abgedndert aus [310)].

< Luftstrom
< Na-Alginat
< Luftstrom

‘. ‘ B Vernetzerlosung
N i
Steuerungs-
einheit

Diise

3.4 System zur parallelisierten automatisierten Lebendzell-Mikroskopie

3.4.1 Optische Module

Das Mikroskopiesystem (Abbildung 8) ist in mehrere Module unterteilt. Zum einen steht eine grofere
Anzahl von automatisierten Lebendzell-Mikroskopen zur Verfligung. Das System ist so ausgelegt, dass die
Mikroskope nach Bedarf aktiviert werden konnen, sprich fiir ein Experiment genutzt werden kdnnen oder
nicht. Fiir eine Funktionalitit des Systems ist es nicht zwingend erforderlich, dass jedes einzelne Mikro-
skop aktiv ist. Gemal diesen Eigenschaften ist der Begriff Cloud oder Imaging-Cloud anwendbar. Eine
Cloud zeichnet sich dadurch aus, dass Ressourcen (Speicher- bzw. Rechenkapazitéit) dem System hinzuge-
schalten werden konnen, wenn der Bedarf hierfiir gegeben ist. In jedem Mikroskop (Nikon Biostation IM,
Diisseldorf, Deutschland) befindet sich eine einzige Petrischale (Durchmesser 35 mm) mit einer Zellkultur
mit festgelegten Kultivierungsbedingungen. Die physiologischen Bedingungen (5% CO,, 95% Luftfeuch-
tigkeit und 37°C) werden durch das einzelne Mikroskop hergestellt. Jedes einzelne Mikroskop ist separat
an einen Kontroll-PC angeschlossen, der sowohl die Steuerung als auch die temporére Datenspeicherung
iibernimmt.

Kontroll- Mikroskopie-
modul modul

Abbildung 8: PARALLELISIERTES SYSTEM FUR DIE UNTERSUCHUNG VON LEBENDEN ZELLEN UNTER PHYSIOLOGISCHEN
BEDINGUNGEN.

Das skalierbare System besteht aus einzelnen Mikroskopen und kann bei Bedarf'in der Anzahl der Mikroskope reduziert bzw.
erweitert werden.
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3.4.2  Optische Auflésung
Die optische Auflosung der Mikroskope gibt Aufschluss iiber die zellbiologischen Strukturen, die unter-
sucht werden kdnnen. Mit der Formel
A
dpioM = 57
2-N Aob jektiv
kann fiir die Mikroskope eine Auflosung von
620 nm
BiolM = m

bestimmt werden. Demnach konnen Strukturen, die 620 nm oder mehr voneinander entfernt sind, mit den
Mikroskopen aufgeldst werden.

= 620nm

3.5 Rechnergestutzte Bildanalyse

3.5.1 Manuell

Manuelle Bildanalysen wurden, wenn nicht anders angegeben mit der Software NIS-Elements 3.xx (Nikon
Instruments GmbH, Diisseldorf, Deutschland) durchgefiihrt.

3.5.2 Automatisiert

Fiir die automatisierten Ansétze der Offline-Analyse der Mikroskopiebilder wurde das open source Soft-
warepaket CellProfiler [287] in Verbindung mit dem Klassifizierungsmodul ilastik [290] verwendet. Alle
Bildanalyseroutinen (,,pipelines*) wurden fiir die jeweiligen Analysen eigenstindig aufgesetzt. Die quanti-
tativen Daten wurden im Dateiformat ,,.csv* exportiert. Als weiteres Werkzeug wurde das kommerzielle
Softwarepaket Nikon CT-AS [291] mit vorimplementierten Routinen (,,recipies*) zur Bestimmung der
Konfluenz verwendet.

Fiir die Prozessierung der Bilder und Daten wurden mehrere Skripte benutzt, um einen hohen Grad der
Automatisierung zu erreichen. Diese wurden in R und Python implementiert und ebenso auf die Befehls-
zeilenstruktur von Microsoft Windows zuriickgegriffen (sog. Batch-Dateien .bat).

3.5.3 Simulation von Bildartefakten und Folgen fur Texturerkennung

Der Einfluss von artifiziellen Bildartefakten zur Simulation, z. B. von Unschérfe, wurde anhand von adhé-
renten hiPSC-Kolonien durchgefiihrt. Mit CellProfiler wurden dabei zunichst die Bilder mit Filtern modi-
fiziert und danach mit der bereits angewendeten Cellprofiler/ilastik Routine analysiert (siche Anhang, Sei-
te 193). Die verwendeten Modifikationen waren neben dem unverénderten Originalbild, das gespiegelte
Bild, nach Kantendetektion Sobel, nach Invertierung der Grauwerte, nach Skalierung (Zusammenfassung
von Grauwerten 2, 2.5, 5 und 10) und nach Gauss’ scher Weichzeichnung (Pixelelement 5, 10, 15 und 20).
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3.6 Untersuchungen zu strukturbildenden zellularen Prozessen ohne
Gerduststruktur

3.6.1 Kultivierung und Analyse von L929 Fibroblasten

Kultivierungsbedingungen

In diesem Versuch wurden 5x10* Zellen in eine TCPS-Petrischale gegeben und fiir 48 h mittels Lebend-
zell-Mikroskopie beobachtet (alle 15 min ein Bild). Die Zellen wurden dabei in unterschiedlichen Medien
kultiviert: Standard-Kulturmedium, Kulturmedium mit 3% DMSO, und Kulturmedium ohne FKS. Die
Bildsequenzen dieses Versuches wurden mit CellProfiler in Kombination mit ilastik analysiert. An dieser
Stelle wird die Vorgehensweise der Analyse detailliert beschrieben.

Vorbereitung der Analyse

Die generierten Rohdaten (ids/ics Format) werden mit der Biostation IM Software exportiert und jedes
Bild im png-Format abgespeichert. Fiir jeden einzelnen Punkt wird dadurch ein Ordner erstellt und die
Bilder fiir jeden einzelnen Zeitpunkt gespeichert. Der {ibergeordnete Ordner ist der Ordner des Experi-
ments. Alle Konditionen und Experimente sind in einem Ordner abgelegt. Die Analyse erfolgt mit einer
zuvor entwickelten Pipeline, die u.a. die Klassifikation der Pixel mit ilastik enthalt.

Klassifizierung der Pixel mit ilastik

Zur Bestimmung von biologischem Vordergrund und Hintergrund wurde ein Trainings-Datensatz mit dem
Programm ilastik [290] annotiert, indem Bereiche der Kulturschale (griin) und Bereiche der Zellen (rot)
markiert wurden. Anhand statistischer Texturmerkmale berechnet das Programm fiir die entsprechenden
Bildbereiche Wahrscheinlichkeiten, zu welcher Klasse der Bereich gehort. Dieses Grauwertbild wird dann
im nichsten Schritt fiir die weitere Segmentierung {iber Schwellwerte genutzt.

Analyse der Bilddaten mit CellProfiler

Der Gesamtdatensatz enthélt insgesamt 83376 einzelne Bilder, der sich aus drei Konditionen und jeweils
drei unabhingigen Experimenten zusammensetzt. Fiir die Analyse wird der Datensatz zentral auf einem
Server abgelegt, damit mehrere Arbeitsrechner gleichzeitig zugreifen konnen und die Berechnung verteilt
durchgefiihrt wird. Jedes Einzelexperiment wird durch einen PC durchgefiihrt, auf dem jeweils zwei In-
stanzen von CellProfiler parallel ablaufen (sieche Anhang, Seite 193). Die Analyse eines Punktes (Koordi-
naten) mit insgesamt 193 Zeitpunkten bendtigt hier ca. eine Stunde. Damit ist die Analyse der Einzelpunk-
te (insgesamt 48 pro Experiment) in 24 h abgearbeitet. Durch die Nutzung mehrerer Workstations die mit
dem gleichen Prinzip die anderen Experimente analysieren, dndert sich diese Gesamtzeit nicht. Neben den
annotierten Bilddaten werden csv-Dateien erstellt, die die berechneten Werte fiir das jeweilige Mikrosko-
piebild enthalten. Fiir jeden Beobachtungspunkt des Datensatzes wird eine separate csv-Datei generiert
(insgesamt 432 Dateien).

Post-Prozessierung der Daten

Fiir die Post-Prozessierung der Daten (csv-Dateien) wird ein Skript mit R erstellt, um die einzelnen Datei-
en aus der Ordnerstruktur heraus auszulesen, die Triplikate der unterschiedlichen Konditionen zu kombi-
nieren und zelluldre Eigenschaften gegen die Zeit aufzutragen.
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3.6.2 Untersuchungen zum Proliferations- und Adhéasionsverhalten von mesenchymalen
Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen auf Standard TCPS-Oberfléche

Mesenchymale Stammzellen (hMSCs, siehe Abschnitt 3.1.2) wurden mit einer Zellzahl von 1,5x10° Zel-
len in TCPS-Petrischalen (35 mm Durchmesser, Corning) in 2 ml Medium pipettiert. Die Schalen wurden
mittels Biostation IM fiir 48 h kultiviert, wobei alle 15 min von allen moglichen Positionen ein Bild auf-
genommen wurde. Die aufgenommenen Bildsequenzen wurden mit CellProfiler/ilastik analysiert (siehe
Anhang, Seite 194), um die Konfluenz der Kulturen zu bestimmen.

Mesenchymale Stammzellen auf TCPS-Oberflache mit polykationischer Beschichtung

TCPS-Petrischalen mit einem Durchmesser von 35 mm (Corning) wurden mit pLL (0,01% in H,O, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH) fiir 30 min bei 37°C inkubiert und beschichtet. Nach Absaugen der pLL-L6sung
wurde die Schale unter der Sterilbank getrocknet. Die pLL-beschichtete Oberflache wurde dann im Zell-
versuch im Vergleich zu der unbeschichteten TCPS-Oberflidche untersucht. Mesenchymale Stammzellen
(hMSCs, siche Abschnitt 3.1.2) wurden mit einer Zellzahl von 2x10° pro Petrischale inokuliert und das
Experiment nach Adhésion der Zellen (etwa 1 h nach Inokulation) in den automatisierten Mikroskopen
gestartet. Die Kulturen wurden tiber 72 h beobachtet und alle 15 min ein Bild pro Position aufgenommen.
Die Analyse der Bildsequenzen erfolgte mit CellProfiler/ilastik.

3.6.3 Untersuchungen zum Proliferations- und Adhasionsverhalten von humanen
induziert pluripotenten Stammzellen

Die Untersuchung von humanen induziert pluripotenten Stammzellen mittels der Lebendzell-Mikroskopie
kann einen Beitrag zur automatisierten Detektion bzw. Quantifizierung der Adhésion und Proliferation
dieses Zellsystems liefern. Bei der Kultivierung und der Expansion von hiPSC steht, neben dem Erhalt der
Pluripotenz, die Adhédsion einer Kolonie im Vordergrund. Fiir die Detektion bzw. Quantifizierung der Ad-
hésionsrate konnen im Allgemeinen mehrere Parameter herangezogen werden. Sicherlich ist gerade im
zeitlichen Verlauf die detektierte Fliche ein geeigneter Parameter fiir die Quantifizierung. Dariiber hinaus
stellt sich die Frage, ob weitere Parameter durch die Zeitrafferaufnahmen aus den Bildern abgeleitet wer-
den kdnnen, aus denen weitere Aussagen iiber die beobachtete Kolonie getroffen werden konnen. Bei dem
Wachstum der Kolonie sind neben der Koloniegrof3e auch die Kolonierdnder von Interesse, da hier eine
subjektive Aussage tiber die Qualitit der Kolonie gemacht wird. Ebenso konnte die Textur der Kolonie
unterstiitzend fiir die Quantifizierung sein, da sich je nach Zustand (adhérent/nicht adhérent) die Textur
dieser beiden Klassen stark unterscheidet. Fiir diese Untersuchung wurden im parallelisierten Mikrosko-
piesystem Kolonien observiert, danach die Bilddaten analysiert und anschlieend die Daten auf geeignete
Parameter hin evaluiert. Es entstand hierdurch ein Arbeitsablauf, bei dem sowohl der experimentelle Teil,
als auch die anschlieBende Analyse der Daten zum GroBteil automatisiert auf Knopfdruck ablauft. Die
automatisierte Bildanalyse erfolgt mit CellProfiler und einer zuvor definierten Bildanalyse-Pipeline (siche
Anhang, Seite 194), die Annotation der Daten erfolgt mit Skripten, die in R geschrieben wurden.

Die Adhésion und die Proliferation induziert pluripotenter Stammzellen ist neben dem Erhalt der Pluripo-
tenz eine der wichtigsten Eigenschaften, wenn man die Funktionalitit der Kolonien untersucht. Bei der
herkdmmlichen Untersuchung mittels manueller Mikroskopie, bei der wenige bestimmte Zeitpunkte zur
Dokumentation und Analyse ausgewihlt werden, konnen jedoch nur wenige Aussagen iiber die gesamten
Vorginge des Adhdsionsverhaltens getroffen werden. Die Gesamtentwicklung dieses Prozesses bleibt auf-
grund der schlechten zeitlichen Aufldsung verborgen. Fiir Hochdurchsatzexperimente (z. B. Screenings)
ist diese Art der Analyse nur bedingt anwendbar, da z. B. die Quantifizierung durch manuelle Auswertung
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einen hohen zeitlichen Aufwand verlangt. Der Parameter, der fiir die Quantifizierung herangezogen wird
beschrénkt sich hier in der Regel auf die Flache der Kolonie. In den folgenden Experimenten soll unter-
sucht werden, ob fiir eine Quantifizierung weitere Parameter hinzugezogen werden konnen. Ferner soll
iiberpriift werden, welche zusitzlichen Informationen aus den Daten gewonnen werden konnen und ob
eine Quantifizierung auch ohne Segmentierung mdglich ist. Hierfiir sollen Textur-Parameter evaluiert
werden.

Aussaat von hiPSC fiir Lebendzell-Mikroskopie

Die humanen induziert pluripotenten Stammzellen wurden in Matrigel-beschichtete Kulturschalen (35 mm
Durchmesser, Corning, treated) gegeben und verteilt. Es wurde versucht, moglichst viele Kolonien in der
Mitte der Kulturschale anzusiedeln, damit eine hohe Zahl von Kolonien beobachtet werden kann.

Lebendzell-Mikroskopie von hiPSC

Die Kulturschalen werden in die Biostation IM gestellt, die zuvor auf 37°C vorgeheizt wurde, ebenso wird
das Ventil fiir die CO, gedffnet. In der Kulturschale werden die Punkte definiert, die iiber den Experiment-
zeitraum beobachtet werden sollen. Das eingestellte Zeitintervall betrdgt bei allen Durchgidngen 15 min
und die Gesamtdauer betragt 48 h.

Computergestitzte Analyse der Zeitrafferaufnahmen von hiPSC

Nach Ablauf des eingestellten Intervalls werden die Rohdaten (ids/ics) in das png-Bildformat (8 bit,
1200x1600 Pixel) exportiert. Um die Rechenzeit zu minimieren erfolgt eine Reduzierung der BildgroBe
um 50% mittels xnview (Neuberechnung mit Lanczos) und eine Umwandlung in 8 bit Graustufen (Para-
meter: 256). Die transformierten Bilder werden dann auf einen zentralen Server kopiert, um sie von meh-
reren Analyseinstanzen zugénglich zu machen. Im Arbeitsverzeichnis wird ein zusétzlicher Ordner OUT-
PUT angelegt, indem fiir jeden einzelnen Punkt ein weiterer Ordner angelegt wird. (z. B. P/ fiir Punkt 1).
Mit einem Python-Skript wird eine Batch-Datei fiir das Programm CellProfiler erzeugt. Je nach Anzahl der
zu analysierenden Punkte wird der Datensatz aufgeteilt, um die Berechnungen auf mehreren Rechnern
durchfiihren zu kénnen. Die Bildanalyse Routinen fiir hiPSC Zellen mit CellProfiler werden ebenso im
Arbeitsverzeichnis in dem Ordner classifer zur Verfiigung gestellt. In diesem ist die Pipeline fiir CellProfi-

ler und die darin benutzte Pixelklassifizierung von ilastik enthalten. Die Einstellungen fiir die Features
wurden auf Texture und Medium gesetzt.

Abbildung 9: MORPHOLOGIEN
VON AGGREGIERTEN HIPSC.

a Adhdrente und proliferierende
Kolonie auf einer ECM-beschichteten
Plastikoberfliche.

b Nicht adhdrente hiPSC Kolonie auf
einer ECM-beschichteten Plastikober-
fldche.

Die Pipeline fiir CellProfiler umfasst eine Liste von Funktionen, die auf verbreiteten Algorithmen der
Bildverarbeitung basieren. Fiir die Analyse der hiPSC werden durch die Pipeline neben der Fléche der
detektierten Objekte auch weitere Parameter aus Textur und Intensitdt des Originalbildes bestimmt. Mit
dieser Pipeline kdnnen ca. drei Bilder pro Minute und Instanz verarbeitet werden. Typischerweise werden
zwei Instanzen pro PC verwendet und drei PCs zur Analyse im Verbund genutzt. Eine detaillierte Be-
schreibung der CellProfiler-Pipeline ist im Anhang auf Seite 194 zu finden. Abbildung 9 a zeigt die Detek-
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tion (griiner Rand) einer adhérenten Kolonie bzw. einer nicht adhirenten Kolonie (Abbildung 9 b). Neben
den Features der Form der detektierten Objekte, wurde ebenso die Textur der Objekte in die Analyse in-
kludiert. Um weitere Parameter fiir die Objektive Beurteilung und Analyse des Koloniewachstums evalu-
ieren zu konnen ist dieser Parameter mit den implementierten Haralick Features hochst interessant, da
damit z. B. das Altern von C. elegans objektiv analysiert werden konnte [311].

Evaluation von Texturparametern mit hiPSC-Datensatz

Fiir die Analyse von Eigenschaften der Textur von hiPSC wurde ein Datensatz charakteristischer Aus-
schnitte der Kolonien erstellt. Durch eine manuelle Klassifizierung lassen sich stark vereinfacht drei cha-
rakteristische Regionen ermitteln (Abbildung 10):

e Adhérente Zellen
e Abgerundete Zellen

e Hintergrund

Abbildung 10: EINTEILUNG DER
TEXTUREN IN HIPSC-PROBEN IN
DREI KLASSEN.

a adhdrente benachbarte hiPSC,

b abgerundete hiPSC und

¢ Kultivierungsoberfliche.

Fiir die automatisierte Analyse und Klassifizierung wurden die Bilder von hiPSC mit ImageMagick (Be-
fehl: convert -crop 100x100 *.png [ZIELPFAD]\\sublmage\ %d.png) in kleinere Bilder (100x100px) zer-
teilt und die Textur bestimmt. Mit CellProfiler wurde eine Pipeline erstellt um diese Bildausschnitte an-
hand der Textur zu klassifizieren. Der so generierte Datensatz umfasst insgesamt 3504 Bilder im png-
Format. Die CellProfiler-Pipeline zur Analyse der Textur ist auf Seite 194 im Anhang zu finden.

3.6.4 Untersuchung des zelluldren Verhaltens von dissoziierten hiPSC-Kolonien

hiPSC-Kolonien (WiCell, siche Abschnitt 3.1.3) wurden fiir die Versuche dissoziiert und mit 10 uM
ROCK-Inhibitor Y-27632 (Merck, Darmstadt, Deutschland) der Zellsuspension zugefiigt. Die Inokulation
erfolgte in Matrigel-beschichteten 35 mm Petrischalen (Corning) mit einer Zellzahl von entweder 1x10°
Zellen oder 4x10° Zellen. Nach 4 h oder 24 h wurde ein Medienwechsel durchgefiihrt, um den ROCK-
Inhibitor zur entfernen. Die nicht adhérenten Zellen in dem abgenommenen Kulturmedium wurden mit
dem Scepter™ 2.0 Cell Counter (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) quantifiziert. Danach wurden
die Proben mittels der Lebendzell-Mikroskopie (Biostation IM) {iber 48 h beobachtet und das Konfluenz-
verhalten mittels CellProfiler analysiert.

3.7 Modifikation von Alginat-basierten Geruststrukturen

3.7.1 Calciumphosphat Nanopartikel

Die in dieser Arbeit verwendeten Calciumphosphat Nanopartikel (CaP-NP) wurden von der Arbeitsgruppe
(Prof. Dr. Matthias Epple, Universitdt Duisburg-Essen) im Rahmen des DFG SPP 1327. Die Herstellung
der TRITC markierten CaP-NP erfolgte gemif3 [310] und wurde als 0,3 mg/ml (entsprechend der Calci-
umphosphat-Menge) Dispersion in Wasser zur Verfiigung gestellt.
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Modifikation von planaren Alginaten und Zelladhé&sionsassay

Zur Untersuchung der Modifikation von Alginat-Hydrogelen, wurden Oberflichen geméaf3 Abschnitt 3.3.4
hergestellt. Bei einer Kondition wurde die standardméBig verwendete BaCl,-Losung mit der CaP-NP Dis-
persion verdiinnt (Verhéltnis 1:1, v/v). Die Alginatmembran wurde mit dieser Dispersion vernetzt. Als
Kontrollen wurde eine Standard Alginatmembran, vernetzt mit BaCl, (20mM), sowie eine TCPS Oberfla-
che (Corning, NY, USA) genutzt. Zur Untersuchung der Modifikation wurden 2x105 Zellen pro Kultur-
schale (35 mm Durchmesser) ausgesét und mit der Biostation IM iiber 24 h beobachtet (alle 15 min Bild-
aufnahme). Die Adhésionsrate der Zellen nach 24 h auf den verschiedenen Oberflichen (TCPS, Alginat —
CaP-NP, Alginat +CaP-NP) wurde danach manuell ausgewertet.

Modifikation von Alginatkugeln beim Herstellungsprozess

Die direkte Ubertragung von CaP-NP auf Alginatkugeln wurde mit einer Losung von LNT-Alginat (0,7%
v/v, 1:1 Mischung) untersucht. Das geldste Alginat wurde mit dem in Abschnitt 3.3.2 beschriebenen Auf-
bau zu Kugeln prozessiert. Als Vernetzerlosungen wurden eine BaCl,-Losung (20 mM), eine CaP-NP Dis-
persion (0,3 mg/ml), sowie eine Mischung aus beiden Lésungen (10 mM BaCl, und 0,15 mg/ml CaP-NP)
verwendet. Ebenso wurden Verdiinnungen der CaP-NP Dispersion (0,1 mg/ml und 0,2 mg/ml, verdiinnt
mit ddH,0) zur Vernetzung untersucht. Mit einem eingestellten Luftstrom von 1,5 I/min wurden Alginat-
kugeln mit einem Durchmesser von etwa 600 pm hergestellt. Die Alginatkugeln wurden nach fiinfzehn-
miniitiger Vernetzung (bei Raumtemperatur) mit einer NaCl-Ldsung (0,9% w/v) gewaschen und gelagert.
Die Grofle der Alginatkugeln wurde direkt nach der Herstellung und nach 4 Tagen Lagerung tiber den
Aquivalent-Durchmesser mit der Software NIS-Elements quantifiziert. Der Aquivalent-Durchmesser ist
die Projektion der gemessenen Fliche auf den Durchmesser eines Einheitskreises mit diesem Durchmes-
ser.

Kultivierungsform des ,,hiingenden Tropfens“ mit CaP-NP modifizierten Alginatkugeln

Alginatkugeln wurden mit der im vorherigen Abschnitt genutzten Methode mit BaCl, (20 mM), BaCl, mit
CaP-NP (10 mM BaCl,, 0,15 mg/ml) hergestellt (,,Mikrotriger*). Als zusatzliche Kontrolle wurden kom-
merziell erhiltliche Kollagen-beschichtete Mikrotriger (GEM™, Global Cell Solutions, Charlottesville,
USA) in den Experimenten mitgefiihrt. Fiir diese Experimente wurden in einem kommerziell erhéltlichen
ZellkulturgefaB fiir die ,,héangende Tropfen“-Kultur verwendet (GravityPLUS™, InSphero AG, Schlieren,
Schweiz). Mikrotrager und Zellen (hMSCs) wurden in einem Tropfenvolumen von 40 ul kultiviert. Die
Zellzahl pro Tropfen wurde auf 4000 Zellen eingestellt. Die Proben wurden fiir 5 Tage kultiviert und nach
FDA/EB-Férbung dokumentiert.

3.7.2  Fibrillare Alginat-Oberflachen

Die Modifikation von Alginaten durch Einfiithrung struktureller Features soll anhand fibrillirer Alginat-
Oberflichen untersucht werden. Die hierbei zugrundeliegende Hypothese beruht darauf, dass durch Topo-
graphien eine Zelladhésion hervorgerufen werden kann. Die Strukturierung selbst erfolgt durch Adaptation
eines von Hsu et al. veroftentlichten Protokolls fiir Polypropylen [312].

Herstellung fibrillarer Alginat-Oberflachen

Zur Herstellung der fibrilléren Oberflachen wurde LT-Alginat (0,7%, v/w, geldst in isotoner NaCl-Losung)
mit einem Volumen von 250 pl in eine unbehandelte 10 cm Petrischale (Corning) getropft. Auf das (fliissi-
ge) Alginat wurde dann im néchsten Schritt eine hydrophile, porése Membran (25 mm Durchmesser,
Whatman Nucleopore Track-Etched Membrane, Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) aufgelegt und auf
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eine vollstandige Benetzung geachtet, bei der die Poren mit Alginat gefiillt wurden. Zur initialen Vernet-
zung wurde 1 ml einer 50 mM CaCl,-Losung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
auf die Oberseite der Membran pipettiert und 10 min zur Vernetzung bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
vollstindigen Vernetzung der Alginatmembran wurden weitere 4 ml dieser Losung hinzugegeben, wobei
die Alginatmembran vorsichtig angehoben wurde, um ein freies Schwimmen in der Vernetzerldsung her-
zustellen. Nach weiteren 15 min wurde die CaCl,-Losung entfernt, die Alginatmembran (mit der pordsen
Membran) leicht antrocknen gelassen und in eine pLL-beschichtete Petrischale (35 mm Durchmesser,
Corning) liberfiihrt. In der Petrischale wurde die porése Membran mit einer Pinzette abgezogen. Bei den
Experimenten wurden Membranen verwendet, die unterschiedliche Porendurchmesser aufwiesen (0,6 um,
1,0 pm und 2,0 pm). Als Kontrolloberfldche wurde mit dem LT-Alginat analog zu Abschnitt 3.3.4 eine
glatte Alginat-Oberflidche hergestellt. Ferner diente eine Standard TCPS-Petrischale (35 mm Durchmesser,
Corning) als weitere Kontrolloberfliche.

Analyse des zellularen Verhaltens auf fibrillaren Alginat-Oberflachen

Der Einfluss des zelluldren Verhaltens wurde mit L929-Fibroblasten (sieche Abschnitt 3.1.1) untersucht.
Nach Herstellung der Oberflichen wurden diese mit 2 ml Zellsuspension mit 5x10* Zellen/ml inokuliert
und tiber 3 Tage in dem Lebendzell-Mikroskop Biostation CT (Nikon Instruments GmbH, Diisseldorf,
Deutschland) kultiviert und beobachtet. Die Analyse der Bilddaten erfolgte manuell mit der Software NIS-
Elements (Nikon).

Zur Untersuchung der Zell-Matrix Interaktion wurden die Proben fiir die Rasterelektronen-Mikroskopie
prapariert. Hierzu wurden die Proben mit PBS gewaschen und mit Natrium-Cacodylatpuffer mit 2%
Glutaraldehyd (v/v) fiir mindestens 24 h fixiert. Die Proben wurden dann mit 2% Osmiumtetroxid (v/v)
und 1% Tanninséure (w/v) behandelt. Beide Losungen wurden in 0,15 M Cacodylatpuffer angesetzt. Die
Entwiésserung der Proben erfolgte in einer aufsteigenden Ethanolreihe und die finale Trocknung mit
Hexamethyldisilazan (HMDS, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, Deutschland). Die Aufnahmen
erfolgten nach Goldbeschichtung (Q150R ES, Quorum Technologies Ltd., East Grinstead, UK) mit einem
EVO HD15 (Carl Zeiss Mikroskopie GmbH, Oberkochen, Deutschland).

3.7.3 Titanisierung von Alginat-Hydrogelen

Die Modifikation von Alginaten erfolgt auf dem Hintergrund der bekannten Eigenschaften von Titan in der
regenerativen und rekonstruktiven Medizin. Implantate werden aus Titan gefertigt oder mit Titan modifi-
ziert, um eine Integration in bestehendes Gewebe zu erreichen. Aufgrund der in der Literatur beschriebe-
nen Eigenschaften von Titan und dessen Legierungen wurde ein neuer Ansatz verfolgt, Alginat mittels
Titan so zu modifizieren, sodass adhirente Zellen darauf kultiviert werden konnen. Die Titanisierung hat
sich bereits bei anderen biomedizinischen Anwendungen bewéhrt [55, 313] wurde aber nach derzeitigem
Kenntnisstand noch nicht zur Modifikation von Alginat-Hydrogelen verwendet. In diesem Abschnitt wird
die Vorgehensweise zur Modifikation von Alginaten mit Titan beschrieben.

Vorbereitung der Oberflachen

Fiir die Untersuchung werden Standardkulturschalen (tissue-culture treated) mit einem Durchmesser von
35mm (Corning, Life Technologies GmbH, Schnelldorf, Deutschland) verwendet. Folgende Oberflichen
werden fiir die anschlieende Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen vorbereitet:

e TCPS-Oberflache

o TCPS-Oberfléche fiir Titanisierung

o TCPS-Oberfldache mit Na-Alginat

e TCPS-Oberflache mit Na Alginat fiir Titanisierung
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e TCPS-Oberfliache mit Ba-Alginat
e TCPS-Oberflache mit Ba-Alginat fiir Titanisierung

Fiir die Beschichtung mit Alginaten werden die Kulturschalen zuvor mit poly-L-Lysin beschichtet, das als
Haftvermittler zwischen Alginat und Kulturschale fungiert. Hierfiir wird 1 ml 0,01 % pLL (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Schnelldorf, Deutschland) in die Kulturschalen gegeben, 30 min bei 37°C inkubiert, da-
nach entfernt und unter der Sterilbank zur Trocknung gelagert. Nach der Trocknung wird 1 ml einer 1:1
(v/v) Mischung von UHV-Alginat (LN und LT) in die Kulturschalen gegeben, gleichméfig durch Drehen
der Kulturschale verteilt, sodass die komplette Oberfliche bedeckt ist. Die Hilfte der Kulturschalen wird
bei Raumtemperatur unter der Sterilbank getrocknet (Na-Alginat, Na-Alg). Die andere Hilfte wird mit
einer 20 mM BacCl, Losung 15 min bei Raumtemperatur vernetzt und anschlieBend zweimal mit einer
0,9%igen NaCl Losung gewaschen. Die Proben werden ebenfalls bei Raumtemperatur unter der Sterilbank
getrocknet (Ba-Alginat, Ba-Alg).

Titanisierung der Oberflachen

Die Proben werden in der Folge von Prof. Dr. Guldner an der Universitét Liibeck mit Titan beschichtet
(titanisiert) [313]. Hierfiir wird die Oberfliache aus der Kulturschale herausgeschnitten, um eine homoge-
nere Titanisierung zu erzielen. Ein identischer Probensatz wird in St. Ingbert gelagert um spéter die titani-
sierten Proben mit den nicht titanisierten Proben vergleichen zu kdnnen.

Lebendzell-Mikroskopie von hMSCs auf den modifizierten Oberflachen

Nach dem Riicktransport werden die Proben fiir die Lebendzell-Mikroskopie vorbereitet. Hierfiir werden
die Kulturflachen von ibidi-Kulturschalen herausgeschnitten und die zu analysierenden Oberflachen mit
dem biokompatiblen Silikonkleber MED-1000 (NuSil Technology LLC.) verklebt. Die Aushirtung erfolgt
fiir 10 min bei 80°C. Nach der Aushéirtung werden die Proben fiir 15 min unter einer UV-Lampe sterili-
siert, da eine vollstdndige aseptische Handhabung der Proben aufgrund der technischen Gegebenheiten
nicht méglich ist. In die zusammengesetzten Kulturschalen werden 1x10* humane mesenchymale Stamm-
zellen (hWMSC, Kulturmedien und Kultivierung dieser Zellen gemal3 Abschnitt 3.1.2) ausgesit (verfiigbare
Wachstumsfliche: 3,5 cm?®). Die Proben werden per parallelisierter Lebendzell-Mikroskopie (siehe hierzu
Abschnitt 3.4) unter physiologischen Bedingungen (Zeitraffereinstellungen: 10x Vergroferung, Phasen-
kontrast, 50 h total, 15 min Intervalle) observiert. Danach wurden die Proben bis zum Zeitpunkt 72 h nach
Inokulation in einem Brutschrank weiter kultiviert.

Analyse des zelluldaren Verhaltens auf titanisierten Alginat-Oberflachen

Die zelluldre Reaktion auf die modifizierten Alginat-Oberflichen wurde anhand der aufgenommenen
Bildsequenzen manuell analysiert. Die morphologische Quantifizierung erfolgte zum Zeitpunkt 5 h nach
Inokulation mit dem Softwarepaket NIS-Elements 3.x (Nikon Instruments, Diisseldorf, Deutschland). Die
statistische Analyse der Daten erfolgte mit Origin 8 (OriginLab©, Northampton, USA). Die Normalvertei-
lung wird nach Shapiro-Wilk und Kolmogorov-Smirnoff und die Signifikanz iiber den Mann-Whitney Test
uberpriift.

Titanisierung von sphérischen Alginat-Oberflachen

Neben der Titanisierung von zweidimensionalen Alginat-Oberfldchen wird die Methode auf dreidimensio-
nale Alginatkugeln iibertragen. Die Alginatkugeln werden geméf Abschnitt 3.3.2 hergestellt und mit unter-
schiedlichen Trocknungsmethoden entwissert. Dieser Schritt ist notwendig, da die Titanisierung im Vaku-
um erfolgen muss. Die Alginatkugeln werden nach Herstellung per Lufttrocknung tiber Nacht, kritischer
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Punkttrocknung (CPD 7501, Quorum Technologies, UK) und Gefriertrocknung entwéssert. Die Gefrier-
trocknung wurde extern am Institut fiir Neue Materialien GmbH (Saarbriicken) durchgefiihrt. Die entwés-
serten Alginatkugeln werden zur Titanisierung in zwei zusammengesetzte cel! strainer (Falcon™, Ma-
schenweite 70 um) gegeben, die mit Parafilm® M verbunden werden. Die Titanisierung erfolgte durch
Prof. Dr. Norbert Guldner, Universitét Liibeck. Nach erfolgter Titanisierung werden die Alginatkugeln in
NaCl-Losung rehydratisiert (0,9 % w/v). Bei den gefriergetrockneten Alginatkugeln wurde zusétzlich eine
Entgasung im Exsikkator durchgefiihrt, da die Alginatkugeln durch eingeschlossene Luft nicht sedimentie-
ren und auf der Oberfliche schwammen. Die zelluldre Reaktion wurde mittels ,,hdngender Tropfen -
Kultur mit murinen L929 Fibroblasten und humanen mesenchymalen Stammzellen (Spezifikation zur Kul-
tivierung siehe Abschnitt 3.1.1 bzw. 3.1.2) durchgefiihrt. Titanisierte und native (getrocknete) Alginatku-
geln wurden mit der Zellsuspension von 5x10* Zellen/ml gemischt und in 20 pl Tropfen in den Deckel
einer unbehandelten Petrischale (Durchmesser 10 cm) gegeben. Zur Verringerung der Austrocknung der
Tropfen werden 10 ml PBS in den Boden der Kulturschale gegeben. Die Kultivierung erfolgt liber insge-
samt 5 Tage im Brutschrank. Die Tropfen werden per Phasenkontrastmikroskopie wiahrend der Kultivie-
rung dokumentiert und nach 5 Tagen von der Kulturschale abgespiilt und mit Ethidiumbromid/FDA ge-
farbt. Die Endpunktanalyse erfolgt mit Fluoreszenz- und Durchlichtmikroskopie.

3.7.4 Nicht-kovalente Modifikation von Alginaten mit ECM-Proteinen

Bei bestimmten Zellsystemen, wie z. B. hESC und hiPSC, wird zur Kultivierung ein komplexes Gemisch
aus Proteinen der extrazelluldren Matrix verwendet. Durch eine Mischung von Alginat und ECM-
Proteinen (siehe hierzu [177]) soll untersucht werden, ob dies zu einer Anderung der Alginateigenschaften
fiihren kann, die eine Adhédsion von Zellen ermoglicht.

LNT-Alginat (0,7%, w/v, 1:1, v/v) wurde zundchst mit 2 mg/ml MatrigelTM (BD Biosciences, Bedford,
USA) gemischt. In die Petrischale (35 mm Durchmesser, Corning), pLL-beschichtet, wurde zunichst 1 ml
einer LNT-Alginatlosung ohne Matrigel gegeben und verteilt. Auf diese Schicht wurde dann die Alginat-
Matrigel-Mischung (500 pl) aufpipettiert. Die erste Schicht ist notwendig, damit die Alginat-Matrigel-
Mischung nicht mit der pLL-Schicht interagiert. Ebenso wurde eine Schale mit Alginat ohne Matrigel,
sowie eine Petrischale mit Matrigel-Beschichtung vorbereitet. Die Petrischalen mit Alginat-Matrigel bzw.
Alginat wurden dann bei 80°C fiir 15-20 min aufkonzentriert. Im néchsten Schritt wurden beide Proben
mit 20 mM BaCl, fiir 15 min bei Raumtemperatur vernetzt und anschlieend zweimal mit isotoner NaCl-
Losung gewaschen. Zur Untersuchung der Modifikation wurden hiPSC-Kolonien (WiCell, siche Abschnitt
3.1.3) auf die Oberflachen gegeben und fiir 72 h kultiviert. Die Analyse der Kolonien erfolgte iiber die
Morphologie (Flache, Shapefactor und Zirkularitit) manuell mit NIS-Elements.

3.7.5 Kovalente Modifikation von Alginaten

Die Biokonjugation der Alginatkugeln mit Proteinen erfolgte mit einer wissrigen Carbodiimid-Chemie,
die bereits in mehreren Studien fiir die Biofunktionalisierung von Alginaten verwendet wurde [135, 314,
315]. In dieser Arbeit wurde diese Methode auf vernetzte Alginat-Hydrogele angewendet. Die Alginat-
basierten Geriiststrukturen werden dabei zundchst mit einer Losung bestehend aus sterilfiltriertem 200 mM
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-Ethylcarbodiimid Hydrochlorid (EDC) und 50 mM N-Hydroxy-
succinimid (NHS, beide von Sigma-Aldrich, gelost in ddH,0) aktiviert, bevor das zu konjugierende Mole-
kiil in Losung auf die Oberfliche gegeben wird. In dieser Arbeit wurden Protokolle zur Kopplung von
Kollagen Iund Tyramin entwickelt, die mit einer Biofunktionalisierung einhergehen. Ferner wurde das mit
Tyramin funktionalisierte Alginat zur weiteren Beschichtung tiber Adsorption mit Matrigel verwendet. Die
verschiedenen Ansétze der Biofunktionalisierung sind in Abbildung 11 schematisch dargestellt.
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Kovalente Modifikation von Alginatmembranen mit Kollagen |

Die zelluldre Reaktion in Form der Adhdsion wurde im Kontext der Alginat-Mikrotrdger auf modifizierten
zweidimensionalen Alginat-Oberflachen mittels der Lebendzell-Mikroskopie untersucht. Die Alginat-
Oberflachen (in 35 mm Durchmesser TCPS Kulturschalen) wurden gemél Abschnitt 3.3.4 hergestellt. Die
verwendete pLL Konzentration betrug dabei 0,005%, die Vernetzung des Alginats (0,7% LNT, 1:1) wurde
fiir 15 min bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die unmodifizierten Alginat-Oberflachen wurden nicht
aktiviert und modifiziert und bis zu den weiteren Schritten in NaCl (0,9%) gelagert. Die mit NaCl gewa-
schenen Oberfldchen wurden mit 1 ml 200 mM EDC und 50 mM NHS fiir 30 min bei Raumtemperatur
aktiviert (Abbildung 11 a). Nach der Aktivierung wurde bei einem Satz der Proben die Aktivierungslosung
entfernt, die Oberflachen einmal mit HEPES (0.1 M, pH 5.3) gewaschen und 1 ml der Kollagen I-Losung
(75 pg/ml in 0,1 M HEPES, pH 5,3) auf die Oberflédchen gegeben. Im Gegensatz zu den Mikrotrédgern
wurde hier eine zehnfach hohere Konzentration verwendet, um die statische Inkubation ohne Riihren aus-
zugleichen. Eine Konzentration von 7,5 pg/ml hat in Vorversuchen keine ausreichende Adhésion gezeigt.
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Abbildung 11: MODIFIKATION VON ALGINATEN MITTELS CARBODIIMIDEN.

a Kovalente Kopplung von ECM-Proteinen. Die Kopplung von Proteinen erfolgt in vier Schritten. (1) Herstellung von Algi-
natkugeln mit koaxialem Luftstrom. (2) Aktivierung der Carboxylgruppen mit EDC und NHS in wdssriger Losung. (3) Kopp-
lung von Proteinen in gepuffertem Medium an die aktivierten Gruppen des Alginats. (4) Verwendung der hergestellten Mikro-
tréger fiir die Zellkultur. (Abbildung nach [316], abgedndert) b Kovalente Kopplung von Tyramin zur Steigerung der Hydro-
phobizitit. Die Kopplung von Tyramin erfolgt in vier Schritten. (1) Herstellung von Alginatkugeln mit koaxialem Luftstrom.
(2) Aktivierung der Carboxylgruppen mit EDC und NHS in wdssriger Losung. (3) Kopplung von Tyramin in gepuffertem
Medium an die aktivierten Gruppen des Alginats. (4) Verwendung der hergestellten Mikrotrdger fiir die Zellkultur.

¢ Kombination von b mit anschliefSender Protein-Adsorption. (1) Herstellung von Alginatkugeln mit koaxialem Luftstrom. (2)
Aktivierung der Carboxylgruppen mit EDC und NHS in wdssriger Losung. (3) Kopplung von Tyramin in gepuffertem Medium
an die aktivierten Gruppen des Alginats, sowie Inkubation in einer Proteinlésung zur Adsorption. (4) Verwendung der herge-
stellten Mikrotriger fiir die Zellkultur (Abbildung nach [316], abgedindert).
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Kovalente Modifikation von Alginatmembranen mit Tyramin

Fiir die mit Tyramin zu modifizierenden Oberflidchen (Abbildung 11 b) wurden jeweils 100 mg Tyramin
abgewogen, mit der Aktivierungslosung (1 ml) extern gemischt, sterilfiltriert und wieder auf die Oberfla-
chen gegeben. Alle Proben (Alginat-Kontrolle, Alginat+Kollagen I und Alginat+Tyramin) wurden {iber
Nacht bei Raumtemperatur statisch inkubiert. Nach erfolgter Kopplung wurden die Proben zweimal mit
NaCl gewaschen und bis zur Verwendung in 0,9% NaCl bei 4°C gelagert. Vor der Aussaat der Zellen wer-
den die Proben zweimal mit DMEM/F12 Basalmedium gewaschen, wobei jeweils eine Inkubation fiir
30 min bei 37°C erfolgte. Diese Schritte sind notwendig, um das Hydrogel wieder in einen physiologi-
schen pH Bereich zu bringen und Reste der Aktivierungslésung zu entfernen. Die Proben wurden dann fiir
15 min mit UV-Bestrahlung sterilisiert und anschlieBend zweimal mit hMSC-Kulturmedium gewaschen.
Neben der unmodifizierten Alginat-Kontrolle wurde eine Standard TCPS Kulturschale als Kontrolle mit-
gefiihrt. Die hMSCs wurden mit einer Zellzahl von 5x10* Zellen/Kulturschalen (5555 Zellen/cm?) in 2 ml
Kulturmedium auf die Oberflichen gegeben und parallel mit dem Lebendzell-Mikroskopie-System beo-
bachtet. Die Zellen wurden fiir mindestens 15 h mit einem Intervall von 15 min mit 10-facher VergroBe-
rung beobachtet. Die Bildsequenzen wurden sowohl automatisiert mit CellProfiler, als auch manuell mit
NIS-Elements analysiert.

Kovalente Kopplung von Matrigel an Alginatmembranen

Die Kopplung von Matrigel direkt auf die Alginatmembranen erfolgte analog zur Kopplung von Kol-
lagen I. Statt der Kollagen I-L6sung wurde eine 0,08 mg/ml Losung Matrigel in DMEM/F-12 verwendet
und 0,125 ml/cm? auf die Oberflachen gegeben. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur iiber Nacht.
Die Proben wurden danach intensiv mit isotoner NaCl-Losung und DMEM/F-12 gewaschen.

Kovalente Kopplung von Tyramin an Alginatmembranen mit Matrigelbeschichtung

Fiir diesen Modifikationsansatz (Abbildung 11 ¢) wurde zunichst das oben beschriebene Protokoll fiir die
Kopplung von Tyramin durchgefiihrt. Nach erfolgter Kopplung wurden die Oberflachen mit isotoner
NaCl-Losung und DMEM/F12 sorgfiltig gewaschen. Matrigel wurde danach vorbereitet (1 mg in 12 ml
DMEM/F12)und 1 ml dieser Losung in die mit Alginat und Tyramin beschichtete 35 mm Schale gegeben.
Bei grofleren Kulturflichen wurde das Volumen entsprechend hochgerechnet. Die Oberfldchen wurden
dann fiir mindestens 4 h bei 37°C inkubiert, um eine Adsorption der Proteine auf der Oberflache zu errei-
chen. Die Proben wurden dann mit DMEM/F12 gewaschen und durch 15 min UV-Bestrahlung sterilisiert.

Herstellung von Alginat-Mikrotrager mit Kollagen |

Es wurden dabei zwei verschiedene Ansétze verfolgt, die sich in ihren Reaktionsbedingungen unterschei-
den. Bei dem ersten Ansatz (,,Standard*) wurde die Alginatkugeln abzentrifugiert und der Uberstand (iso-
tone Kochsalzlosung) verworfen. Die Alginatkugeln wurden dann mit einer 200 mM EDC/50 mM NHS-
Losung (gelost in ddH,0, sterilfiltriert) mit einem Verhéltnis 2:10 (Volumen Alginat zu Volumen Aktivie-
rungslosung) auf einem Orbitalrotator (360° Rotation, 15 rpm) fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die aktivierten Alginatkugeln wurden dann abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und zweimal mit
ddH,0O gewaschen. 10 ml einer Kollagen I-Losung (7,5ug/ml, 0,1M HEPES, pH 5,2 + 0,3) wurde dann auf
die Alginatkugeln gegeben und der Ansatz {iber Nacht (15 h) bei Raumtemperatur auf dem Orbitalrotator
(360° Rotation, 15 rpm) inkubiert. Im néchsten Schritt wurden die funktionalisierten Alginatkugeln (,,Mik-
rotriiger*) abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und zweimal mit isotoner NaCl-Ldsung gewaschen.
Bis zur Verwendung wurden die Mikrotrager in isotoner NaCl-Losung bei 4°C gelagert.
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Bei der zweiten Methode (,,konstant osmotischer Druck*) wurde die Biokonjugation analog durchgefiihrt,
lediglich der HEPES-Puffer wurde mit NaCl auf eine Osmolaritét von 300 mOsmol/kg eingestellt, sowie
die Waschschritte ausschlieBlich mit isotoner NaCl-Losung durchgefiihrt.

Kovalente Kopplung von Tyramin an Alginatkugeln

Die Untersuchung der Alginat-Konjugation mit Kollagen I erfolgte anhand der Kopplung des niedermole-
kularen Molekiils Tyramin. Das Standardprotokoll zur Aktivierung der Alginatkugeln wurde angewendet
und, statt Kollagen I, das Molekiil Tyramin verwendet. Durch die Grofe und das Vorhandensein von nur
einer funktionalen Gruppe zur Kopplung werden mogliche Artefakte wie z. B. die Ausbildung eines Kol-
lagen I-Netzwerks durch einen Waschschritt mit neutralem pH-Wert ausgeschlossen. Es wird daher die
Hypothese aufgestellt, dass die Bereitstellung einer chemischen Oberfldche, dhnlich der des TC Polystyren
(TCPS) von Kulturgefaflen, eine attraktive Adhédsionsoberflache fiir Zellen auf Alginat darstellen kann.
Vashi et al. [317] beschreiben in ihrer Studie eine Modifikation der Kulturfldche mit Peptiden und berich-
ten, dass die TCPS-Oberflache chemisch mit Carboxyl- und Phenolgruppen beladen ist. Die Phenolgrup-
pen entstehen dabei durch die Aktivierung der unbehandelten Polystyren Oberfldche mit Corona- bzw.
Plasmabehandlung. Die Carboxylgruppen sind Bestandteil der Alginatpolymere und dienen gleichzeitig
als reaktive Gruppe. Die Einfithrung von Phenolgruppen an das Alginat mittels der Carbodiimid-Reaktion
soll mit dem Molekiil Tyramin erfolgen, um die Hypothese zu iiberpriifen. Fiir diese Untersuchung wurden
Alginatkugeln nach dem schon beschriebenen Verfahren hergestellt, anschlieBend mit der Carbodiimid-
Methode aktiviert und mit Tyramin zur Kopplung inkubiert. Im Gegensatzsatz zur herkdommlichen Metho-
de wurde das Tyramin zur Aktivierungslosung direkt hinzugegeben (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland, 50% w/v). Ferner wurden in die Untersuchung weitere Kontrollen (native Algi-
natkugeln, Alginatkugeln nur aktiviert und Alginatkugeln nur mit Tyramin inkubiert) einbezogen. Im An-
schluss an die Herstellung wurden hMSCs im ,, hdngender Tropfen “-Kultur mit einer Zellzahl von 1000
Zellen pro 20 pl Tropfen auf den Mikrotragern kultiviert und die zelluldre Reaktion sowie die Durchmes-
ser der Mikrotrager analysiert. Da hMSCs per Definition Plastik-adhérent sind, sollte im Falle einer erfolg-
reichen Reaktion eine zelluldre Reaktion in Form der Adhésion erfolgen. Abbildung 11 b zeigt schema-
tisch die Kopplung von Tyramin an Alginatkugeln.

Herstellung von Alginat-Mikrotragern mit Tyramin und Matrigelbeschichtung

Hergestellte native Alginatkugeln wurden, wie zuvor bereits beschrieben, mit EDC/NHS aktiviert und
Tyramin Hydrochlorid (40 mg/ml in HEPES, 0,1M, pH 5,2) iiber Nacht modifiziert. Die aktivierten Algi-
natkugeln wurden dann abzentrifugiert, zweimal mit NaCl gewaschen und dann mit Matrigel {iber Nacht
beschichtet. Die funktionalisierten Mikrotrager wurden mindestens zweimal in DMEM/F12 gewaschen
und bei 4°C in DMEM/F12 bis zur Nutzung gelagert.

Untersuchungen zur Proliferation von hMSCs auf Kollagen | modifizierten
Alginat-Oberflachen

Die Untersuchung der Proliferation von hMSCs auf verschiedenen Oberflachen erfolgte in Standard T25
Zellkulturflaschen (Corning, NY, USA). Eine Kulturoberfldche wurde mit Kollagen I (Gibco, A1048301,
Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) beschichtet, indem eine Losung von 75 pg/ml, gelost
in HEPES (pH 5,3, 0,1 M), fiir 15 h auf die TCPS Oberfldache gegeben wurde (entspricht 8,1 pg/cm?). Zum
Vergleich wurde eine weitere Kulturflasche nur mit TCPS Oberfléche in den Experimenten genutzt. Die
Beschichtung einer weiteren Kulturflasche mit modifiziertem Alginat erfolgte durch eine Beschichtung der
Oberflache mit pLL (0,001%) fiir mindestens 15 min bei 37°C, gefolgt von einer Beschichtung von Algi-
nat mit anschlieender Vernetzung mit einer BaCl,-Losung (20 mM). Die Vernetzung erfolgte 15 min bei
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Raumtemperatur. Die Alginat-Oberflédche wurde zweimal mit NaCl (0,9%) gewaschen und anschlieBend
mit EDC/NHS (200 mM, 50 mM, geldst in ddH,0) fiir 30 min bei Raumtemperatur aktiviert. Nach einma-
ligem Waschen der Oberflache mit HEPES (pH 5,3, 0,1 M), wurde eine Kollagen I-Losung (75 pg/ml
pH 5.3, 0,1 M) auf die aktivierte Alginat-Oberflidche gegeben (entspricht 8,1 pg/cm?)und 15 h bei Raum-
temperatur inkubiert. Nach der Inkubation erfolgten mehrere Waschschritte mit NaCl (einmal), und
DMEM/F12 (zweimal). Zur Neutralisierung des pH-Werts des Hydrogels wurden die Oberflachen jeweils
zweimal 30 min bei 37°C inkubiert. AbschlieBend erfolgte eine UV-Behandlung zur Sterilisation der
Oberfldachen, die wihrend dieser Zeit mit DMEM/F12 bedeckt waren. Vor Aussaat der Zellen wurde die
Oberflache nochmals mit hMSC-Kulturmedium gewaschen. Die inokulierte Zelldichte betrug zum Start
des Experiments 3000 Zellen pro cm? in 4 ml Kulturmedium. Wéhrend der Kultivierung tiber 5 Tage wur-
de jeweils an Tag 2 und Tag 4 ein Medienwechsel vorgenommen. Nach 5 Tagen wurde die Proliferation
iiber die Anzahl der Nuklei mikroskopisch bestimmt. Die Zellen wurden hierfiir in DMEM/F12 mit
Hoechst33342 (2 ug/ml) fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Nach erneutem Waschen der Zellen in
DMEM/F12 erfolgte die Aufnahme von mindestens 14 Fluoreszenzbildern pro Kulturflasche mit dem
Filterblock DAPI. Zusétzlich wurden pro Flasche 5 Durchlichtaufnahmen zur Dokumentation aufgenom-
men.

Danach wurden die Zellen fiir 30 min mit 4 pM CellTracker Red CMTPX (Molecular Probes, Life Tech-
nologies, Darmstadt, Deutschland) bei 37°C inkubiert. Nach Austausch der Firbelosung durch
DMEM/F12 wurden 5 weitere Auftnahmen pro Flasche mit dem Filter DAPI (Nuklei) und TexasRed (Zy-
toplasma) gemacht. Die Analyse der Mikroskopiebilder erfolgte mit der Software CellProfiler.

Untersuchungen zur Adhasion von hiPSCs auf modifizierten Alginat-Oberflachen

Alginat-Oberflichen wurden, wie zuvor beschrieben, in 35 mm Petrischalen angesetzt und direkt mit Mat-
rigel funktionalisiert, oder iiber kovalente Kopplung von Tyramin mit nachtriglicher Matrigel-
Beschichtung funktionalisiert. Als Kontrolle wurde die Standard-Kulturfliche TCPS mit Matrigelbe-
schichtung mitgefiihrt. AXAi-hiPSCs wurden gemiB Protokoll abgelost und mit ROCKi (4,5x10° Zellen
pro 35 mm Kulturschale) auf die Oberflichen gegeben. Die Proben wurden dann iiber 48 h mittels der
Lebendzell-Mikroskopie beobachtet und Zeitraffer-Aufnahmen erstellt. Die Aufnahmen wurden anschlie-
Bend mit ilastik und Cellprofiler, sowie R analysiert.

Zusétzlich wurden die Proben bis Tag 7 kultiviert und eine Antikorperfarbung durchgefiihrt. Die Proben
wurden mit PBS gewaschen und danach mit 1% bovinem Serumalbumin (BSA) inkubiert. Antikorper
gegen Tral-81 (Alexa Fluor 488 Mouse anti-Human Tral-81 Antigen, BD Pharmigen) wurden in einer
1:200 Verdiinnung in der BSA-L&sung iiber Nacht bei 4°C mit den Zellen inkubiert. Darauf wurde zusétz-
lich eine Antikorperfarbung gegen HESCA-2 (1:100 Verdiinnung, MAB4406, MerckMillipore) durchge-
fiihrt. Die Proben wurden hierfiir zunichst fixiert (BD Cytofix, BD Biosciences). Die Proben wurden an-
schieBBend mit einem sekunddren Antikorper inkubiert (Goat anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 488 conjugate,
invitrogen) und nach erfolgten Waschschritten in BSA-Losung mit NucBlue (invitrogen) der Kern gefarbt.
Die Fluoreszenzaufnahmen erfolgten mittels der Biostation IM (Nikon).

Untersuchungen zur Proliferation von hiPSCs auf modifizierten Alginat-Oberflachen

Alginat-Oberflédchen wurden, wie zuvor beschrieben, in 35 mm Petrischalen angesetzt und direkt mit Mat-
rigel funktionalisiert, oder iiber kovalente Kopplung von Tyramin mit nachtrdglicher Matrigel-
Beschichtung funktionalisiert. Als Kontrolle wurde die Standard-Kulturfliche TCPS mit Matrigelbe-
schichtung mitgefiihrt. AXAi-hiPSCs wurden gemiB Protokoll abgelost und mit ROCKi (2,5%10° Zellen
pro 60 mm Kulturschale) auf die Oberflaichen gegeben und iiber 6 Tage kultiviert. Nach 24 h erfolgte der
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erste Medienwechsel, bei dem die nicht adhérenten Zellen gezéhlt (Millipore Scepter) wurden. Nach 6
Tagen wurden die Zellen mit TrypLE abgelost und ebenso gezihlt, um die Proliferation zu bestimmen.

Untersuchungen zur Adhésion von hiPSC-CMs auf modifizierten Alginat-Oberflachen

Alginat-Oberflachen wurden, wie zuvor beschrieben, in 35 mm Petrischalen angesetzt und direkt mit Mat-
rigel funktionalisiert. Als Kontrolle wurde die Standard-Kulturfliche TCPS mit Matrigelbeschichtung
mitgefiihrt. hiPSC-CMs (Cor.4U, Axiogenesis) wurden geméf dem Protokoll des Herstellers abgeldst und
auf die Oberfldchen gegeben. Die Proben wurden iiber 14 Tage kultiviert und nach 1 d, 7 d und 14 d die
Kontaktion mit der Biostation IM dokumentiert. Die Zeitraffersequenzen wurden mittels Cellprofiler ana-
lysiert und die Schlagfrequenz iiber die Anderung der Intensitit iiber die Zeit abgeleitet.

Es folgte eine Antikorperfiarbung gegen a-Aktinin, um das Zytoskelett zu analysieren. Die Proben wurden
hierfiir zunéchst fixiert (BD Cytofix, BD Biosciences). Vor der Farbung wurden die Proben mit PBS ge-
waschen und dann permeabilisert (BD Perm Buffer, BD Biosciences), gefolgt von einer Inkubation in 1%
BSA mit 0,2% Tween. Der primédre Antikorper (anti-o Actinin, Sarcomeric, 1:200 in der 1%igen BSA-
Losung, Sigma-Aldrich) wurde fiir mindestens 1 h mit den Proben inkubiert und nach weiteren Wasch-
schritten mit 1%iger BSA-Losung durch den sekundéren Antikorper ersetzt (Goat anti-Mouse IgG Alexa
Fluor® 488 conjugate, invitrogen, 1:200 in 1%iger BSA-L6sung). Nach einer Inkubation von 1 h wurde
wieder mit 1%iger BSA-Losung gewaschen und der Kern mit NucBlue geférbt. Die Fluoreszenzaufnah-
men erfolgten mittels der Biostation IM (Nikon).

3.7.6  Antikérperfarbung von Kollagen I modifizierter Alginat-Mikrotréager

Die mit Kollagen I funktionalisierten Mikrotridger wurden nach Herstellung mit PBS und der primére Kol-
lagen I-Antikdrper (anti-Collagen, Ratte, Abcam, UK) in PBS (Verdiinnung 1:400) mit den Mikrotrdgern
iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach erfolgtem Waschen der Mikrotriger wurde der sekundére Antikorper
(goat anti-rat, igG, Alexa Fluor 488, Invitrogen) in einer 1:500-Verdiinnung mit den Mikrotrigern fiir min-
destens 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proben wurden gewaschen und mittels Konfokalmikros-
kopie (Nikon C1) dokumentiert.

3.7.7 Charakterisierung der Mikrotrager: Sedimentationsverhaltens und Dichte

Die Sedimentation verschiedener Mikrotriager wurde experimentell bestimmt. Hierzu wurden Mikrotrager
in einem Glaskolben mit 0,9%-iger Kochsalzlosung gegeben und die Sedimentationsgeschwindigkeit be-
obachtet. Anhand der Svedberg-Gleichung [318] wurde die Dichte berechnet:

_d*p—p1y % g
187

wobei v die Sedimentationsgeschwindigkeit, d der Durchmesser der Mikrotriger, pp die Dichte der Mikro-
trager, p; die Dichte des Mediums, # die Viskositdt des Mediums und g die Gravitationskraft darstellen.

Hieraus ergibt sich nach Umformen:
_18'n-v

Fiir die Berechnungen werden folgende Werte fiir die einzelnen Variablen eingesetzt: Fiir die Viskositét
des Mediums wird zur Vereinfachung die Viskositit n = 0,001002 kg/m-s von Wasser, fiir die Gravitati-
onskraft g = 9,81 m/s” und die Dichte p, = 1004,635 kg/m’ des Mediums (0,9%ige NaCl-Losung) ange-
nommen. Die Durchmesser ergeben sich aus den analysierten Mikrotrdgern, ebenso wie die experimentell
bestimmten Sedimentationsgeschwindigkeiten.
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3.7.8  Charakterisierung der Mikrotrager: Zytotoxizitatsanalyse der Aktivierungslésung
(EDC/NHS) und aktivierter Mikrotrager

Fiir die Bewertung der Zytotoxizitét der Aktivierungslosung, als auch der aktivierten Mikrotrdger wurden
Extrakte aus den aktivierten und nicht aktivierten Alginat-Mikrotrdgern (Standardprotokoll) hergestellt.
Die zelluldre Reaktion wurde anhand eines alamarBlue®-Assay (Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland) quantifiziert. Fiir das Extrakt wurden aktivierte und nicht-aktivierte Mikrotrager (3000 Mik-
rotrdger mit einem Durchmesser von 600 um) in 4 ml Kulturmedium (fiir htMSCs) 24 h bei 37°C inkubiert
und danach sterilfiltriert. Die verwendete Menge konnte so proportional zu den Expansionsversuchen ein-
gestellt werden. Mesenchymale Stammzellen wurden fiir die Tests mit einer Zellzahl von
5000 Zellen/Topfchen (entspricht etwa 15000 Zellen/cm?) in einer zellkulturbehandelten Mikrotiterplatte
mit flachem Boden (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Deutschland) ausgesit und fiir 24 h im Brut-
schrank bei physiologischen Bedingungen inkubiert. Das Kulturmedium wurde dann durch die Extrakte
ersetzt (8 Topfchen fiir jede Kondition). Die Proben wurden danach wiederum fiir 24 h bei physiologi-
schen Bedingungen inkubiert. Nach erfolgter Exposition der Zellen mit den zu untersuchenden Stoffen
wurden die Medien durch Kulturmedium mit 10% der alamarBlue®-Reagenz ersetzt und 4 h bei physiolo-
gischen Bedingungen inkubiert. Die das aus der Reaktion von Zellen und alamarBlue®-Reagenz entste-
hende Fluoreszenzsignal wurde mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerit (TECAN infinite® 200, Maenne-
dorf, Schweiz) ausgelesen.

3.7.9  Adharente Suspensionskultur im durchmischten Bioreaktor

Die Kultivierung der Zellen auf Mikrotragern wurde in einem dafiir speziell ausgelegten System durchge-
fiihrt. Der Biolevitator (Hamilton Bonaduz AG, Schweiz) ermdglicht in zylinderformigen, rotierenden
Reaktionsgefillen (mit Stromstdrern) die Kultivierung unter kontrollierten physiologischen Bedingungen
(37°C, 5% CO,) mit bis zu vier Reaktionsgefafien (Bioreaktoren). Fiir die Kultivierung wurde ein Rotati-
onsprogramm fiir die Mikrotréger definiert und die Kultivierung tiber 7 Tage durchgefiihrt. Die Kultivie-
rung der Zellen erfolgte auf unterschiedlichen Mikrotragern. Neben Alginat-basierten Mikrotrégern wurde
zum Vergleich die Kultivierung auf Cytodex 1- und Cytodex 3-Mikrotragern (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Schnelldorf, Deutschland) durchgefiihrt. Die Herstellung und Beschichtung der Alginat-basierten
Mikrotrager mit Kollagen 1 erfolgte (Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) geméf
der in Abschnitt 3.7.5 beschriebenen Methoden. Die Alginat-basierten Mikrotrdger wurden in zwei Gro-
Bendimensionen hergestellt, d. h. mit einem mittleren Durchmesser von 500 um und 190 pm.

Tabelle 4: Parameter der Kultivierung im Biolevitator von hMSC auf Mikrotrdgern.

Programm Parameter Wert
Rotation speed 50 rpm
Rotation period 5s
Inokulation R(?ftat%on pau.se 2 S
Agitation period 2 min
Agitation pause 10 min
Protocol duration 4h
Rotation speed 60 rpm
Kultivierung Rotati.on period S5s
Rotation pause 3s
Protocol duration 7d

Die Parameter der Kultivierung im Biolevitator beinhalten ein Programm fiir die Inokulation und fiir die
Kultivierung und sind in Tabelle 4 dargestellt. Der verfligbare Magnet wiirde in den Experimenten nicht
verwendet, da es sich nicht um magnetische Mikrotrager handelt.
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Die Kultivierung der Zellen erfolgte sowohl im Biolevitator auf Alginat- und Cytodex-Mikrotragern, als
auch auf Kollagen I beschichteten Mikrotiterplatten mit 24 Napfchen (Nunc). Die Alginat-Mikrotrager
wurden mit dem in Abschnitt 3.7.5 beschriebenen Protokoll (Standard) funktionalisiert und in zwei ver-
schiedenen Durchmessern (200 pmund 600 pm) bereitgestellt. Die Inokulationsparameter fiir alle Kondi-
tionen wurden auf 4000 Zellen pro cm” und 0,55 ml Kulturmedium pro cm? eingestellt. Die Anzahl der
notwendigen Mikrotriger fiir eine Fliche von 72 cm” wurde ausgehend von ihrem Durchmesser berechnet.
Die Kultivierung im BioLevitator™ in den hierfiir verfiigbaren LeviTubes™ erfolgte demnach mit 40 ml
Kulturmedium, 72 cm® Kulturoberfliche, bereitgestellt durch die Mikrotréger und mit einem Inokulum
von 2,88x10° Zellen. Die Medienwechsel von 50% wurden an Tag 3 und 5 der Kultivierung durchgefiihrt.

3.7.10 Bestimmung der Zelladhasion wahrend der Inokulationsphase

Die Inokulationsphase eines Mikrotrager-basierten Kultivierungssystems ist von entscheidender Bedeu-
tung, da eine effiziente Zelladhdsion wiahrend dieser Phase erfolgen muss. Die Zelladhdsion auf den ver-
schiedenen Mikrotridgern wurde nach 1, 2 und 3 h untersucht und dabei die Anzahl der Zellen pro Mikro-
trager lichtmikroskopisch bestimmt. Fiir die Bestimmung wurden aus den o. g. vier Konditionen Proben
derart entnommen, so dass pro Messung 20 Mikrotriger verfiigbar waren.

3.7.11 Mikroskopische Untersuchung der adhérenten Suspensionskultur

Die Kultivierung erfolgte {iber 7 Tage und eine Probenentnahme erfolgte an Tag 1, 3, 6 und 7, bei der je-
weils 100 ul zur Analyse entnommen wurden. Die Proben wurden mit 8 ul FDA in 5 ml DMEM/F-12
Basalmedium gefarbt und mittels Konfokal- und Durchlichtmikroskopie dokumentiert.

3.7.12 Identitatsbestimmung der mesenchymalen Stammzellen mit Durchfluss-
Zytometrie

Nach den Experimenten wurden die Zellen in BD Phosflow™ Fix Buffer [™ (BD Biosciences, Heidel-
berg) fixiert und bis zur Analyse bei 4°C gelagert. Fiir jede Farbung werden 1x10° Zellen verwendet, die
von der Fixationslosung in PBS (ohne Mg*"/Ca*") mit 0,1% NaNj iiberfithrt werden. Pro 1x10° Zellen
werden 2 pl Antikorper (Tabelle 5) hinzugegeben und die Zellen bei 4°C fiir 30 min lichtgeschiitzt inku-
biert. Die Analyse der Proben erfolgte mit dem Gerdt BD FACSCalibur™ und der Analysesoftware BD
CellQuest™ (BD Biosciences, Heidelberg). Fiir die Analyse wurde das Gate auf 10" relative Fluoreszenz
Intensitdt gesetzt.

Tabelle 5 Verwendete Antikorper fiir die Analyse der Identitdt der hMSCs.

Antigen CD34 CD44 CD45 CD73 cpeo  cpros  MlA
Antikdrper
(BD Pharmingen, 555821 550989 555482 550257 555595 560839 555811
BD Biosciences)
Konjugat FITC PE FITC PE FITC PE FITC
PGP-1 Leukocyte Ecto-5- Human
Alias gp 105-120 H-CAM Common nucleotidase Thy-1 Endoglin leukocyte
Ly24 Antigen Antigen
Typ o &) =) D S2) S2) o

3.7.13 Strukturierung von Alginat-Hydrogelen

Die definierte Applikation von adhisionsfordernden Proteinen wurde mittels p-Contact Printing (p-
Contact Printer, GeSiM mbH, Rossendorf, Deutschland) in Vorversuchen durchgefiihrt. Auf strukturierte
PDMS-Membranen wurde eine 1 mg/ml Losung Oregon green markierter Gelatine (Sigma-Aldrich,
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Schnelldorf, Deutschland) pipettiert und diese fiir mindestens 15 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurde die liberschiissige Gelatine entfernt und mit der Trocknungseinheit des p-Contact Printers die
angetrocknet. Danach wird der Stempel fiir 3 min auf eine unbehandelte PS Oberfliche kontaktiert und
dadurch das Proteinmuster iibertragen. Mittels der Lebendzell-Mikroskopie wurde das Verhalten von
hMSCs beobachtet. Strukturierte Alginat-Hydrogele wurden mit Hilfe des p-Contact Printers (GeSiM,
Rossendorf, Deutschland, Abbildung 12 a) hergestellt. Im Gegensatz zu der iiblichen Vorgehensweise des
u-contact printing (siehe hierzu den Ubersichtsartikel von Whitesides [319]) wurde eine Modifizierung des
Verfahrens vorgenommen, das in dhnlicher Weise von Franzesi et al. [93] bzw. Agarwal et al. [320] be-
schrieben wurde (siehe hierzu Abbildung 12 b). Zur Strukturierung wurde zunéchst ein Agarosegel (4%,
w/v) hergestellt, in dem die Vernetzerionen enthalten sind (100 mM BacCl,). Nach Erhitzung und Auflésen
aller Komponenten wurde das fliissige Gel in Blocke gegossen und bei 4°C ausgeliert. Die Agarose wurde
zur Verwendung auf eine Hohe von 3 mm zurechtgeschnitten und gleichzeitig darauf geachtet, eine plana-
re Oberflache herzustellen. Dieser Block wurde dann als Basis in den p-Contact Printer positioniert. Zuvor
angefertigte PDMS-Stempel dienten als Matrize und wurden vor Nutzung 1 min mit O,-Plasma (kinpen,
neoplastools, Greifswald, Deutschland) hydrophilisiert.

Druckkopf

(4) ()

Druckkopf
PDMS-Stempe

-

Strukturiertes
e e 0 e T SV Algmat
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— <Na-Alginat),
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Abbildung 12: STRUKTURIERUNG VON ALGINATEN ZUR HERSTELLUNG VON ZWEIDIMENSIONALEN SCAFFOLDS.

a Aufbau der Strukturierungsplattform zur Herstellung von Geriiststrukturen aus Alginaten. b Detailansicht des Druckkopfes
wdhrend der Strukturierung mit den einzelnen Komponenten. ¢ Generelle Prozessschritte zur Strukturierung von Alginat-
Hydrogelen. (1) Positionierung von Druckkopf, Stempel und Agaroseblock zu Beginn des Prozesses. (2) Aufbringen einer Na-
Alginatlosung auf den Agaroseblock. (3) Kontaktierung von Stempel und Alginatlosung durch den Druckkopf und Einleitung
der Vernetzung durch Diffusion der Ba’"-Ionen aus der Agarose in das Alginat. (3) Ende der Strukturierung durch Anheben
des Druckkopfes. (5) Isolation des strukturierten Alginats von der Strukturierungsplattform.

Zur Strukturierung wurde eine 1:1 Mischung aus UHV-Alginaten auf die Basis getropft und der Stempel
zur Gelierung und Strukturierung mit dem Alginat kontaktiert. Das Alginatvolumen betrug 50 pl, die Kon-
takthohe wurde so eingestellt, dass sich der Tropfen bei Kontaktierung auf eine Flidche von etwa 5 mm
ausdehnt. Abbildung 12 ¢ zeigt den schematischen Ablauf der Strukturierung auf dem p-Contact Printer.
Die Kontaktierung erfolgte iiber 3 min, um eine ausreichende Vernetzung des Hydrogels zu erreichen.
Nach diesem Prozessschritt wurde das strukturierte Hydrogel in eine pLL beschichtete Kulturschale
(Durchmesser 35 mm, Corning) mit einer Pinzette {iberfiihrt. Der freie Bereich der Kulturschale wurde
anschliefend mit 500 pl Alginatlosung bedeckt und 10 min bei Raumtemperatur mit 1 ml BaCl, (20 mM)
zusammen mit dem strukturierten Alginat-Hydrogel vernetzt und die Schalen danach dreimal mit einer
NaCl-Losung (0,9% w/v) gewaschen.
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Nach der zusitzlichen Vernetzung wurden die Alginat-Oberfldchen chemisch funktionalisiert, um eine
Zelladhision zu erreichen. Hierfiir wurden die Proben mit EDC und NHS (200 mM/50 mM in ddH,O fiir
30 min bei Raumtemperatur aktiviert und anschlieend Tyramin (0,1 g/ml in HEPES, 0,1M, pH 5,2) kova-
lent an das Alginat gebunden. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und am néchs-
ten Tag sorgfiltig mit NaCl (0,9%, w/v) und DMEM/F12 mehrmals gewaschen, um die Reaktanden zu
entfernen und einen physiologischen pH-Wert herzustellen. AnschlieBend wurden die Proben mit Matrigel
(0,12 mg/ml in DMEM/F12) bei 37°C iiber mindestens 2,5 h beschichtet. Die hergestellten Gertiststruktu-
ren wurden dann fiir Zellversuche mit hMSC und Kardiomyozyten (Cor.4U) verwendet. Die Versuche mit
hMSC wurden mit einer 5 stiindigen Beobachtung mittels der Lebendzell-Mikroskopie gestartet, dann in
den Brutschrank iiberfiihrt und weiterkultiviert. Nach 24 h und 72 h erfolgten die mikroskopische Doku-
mentation, sowie die Fixierung eines Teils der Proben fiir eine REM-Analyse (BD Cytofix, BD
Biosciences). Die REM-Préparation und Analyse wurde von Frau Dr. Alisa Katsen-Globa (IBMT) durch-
gefiihrt. Nach 72 h wurden die restlichen Proben gewaschen und fixiert (BD Cytofix, BD Biosciences), um
sie fiir eine Zytoskelett-Farbung zu nutzen. Vor der Farbung wurden die Proben mit PBS gewaschen und
dann permeabilisert (BD Perm Buffer, BD Biosciences), gefolgt von einer Inkubation in 1% BSA mit
0,2% Tween. Der Farbstoff fiir F-Aktin (Bodypy FL Phallacidin, invitrogen) wurde fiir mindestens 1 h mit
den Proben inkubiert, wieder mit 1%iger BSA-Losung gewaschen und der Kern mit NucBlue gefarbt. Die
Fluoreszenzaufnahmen erfolgten mittels der Biostation IM (Nikon).

Die Versuche mit den hiPSC-CMs (Cor.4U, Axiogenesis) wurden mit einer Zellzahl von 2,5x10° Zellen
pro Struktur durchgefiihrt. Es wurde bei der Inokulation darauf geachtet, dass eine groffitmogliche Zellzahl
im Bereich der Struktur sedimentiert. Die Kultivierung der Proben erfolgte iiber 3 Wochen, wobei nach
1d,3d,7d, 14 dund 21 d eine Dokumentation der Proben (Bilder und Bildsequenzen) erfolgte (Eclipse
TE 2000). Die Schlagfrequenz wurde aus den Bildsequenzen manuell bestimmt. Es folgte eine Antikorper-
farbung gegen a-Actinin, um das Zytoskelett zu analysieren. Die Proben wurden hierfiir zunachst fixiert
(BD Cytofix, BD Biosciences). Vor der Farbung wurden die Proben mit PBS gewaschen und dann perme-
abilisert (BD Perm Buffer, BD Biosciences), gefolgt von einer Inkubation in 1% BSA mit 0,2% Tween.
Der primére Antikorper (anti-a Actinin, Sarcomeric, 1:200 in der 1%igen BSA-Ldsung, Sigma-Aldrich)
wurde fiir mindestens 1 h mit den Proben inkubiert und nach weiteren Waschschritten mit 1%iger BSA-
Losung durch den sekundéren Antikorper ersetzt (Goat anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 488 conjugate, In-
vitrogen, 1:200 in 1%iger BSA-Losung). Nach einer Inkubation von 1 h wurde wieder mit 1%iger BSA-
Losung gewaschen und der Kern mit NucBlue gefarbt. Die Dokumentation der Proben erfolgte mittels
Konfokalmikroskopie (Nikon C1).

3.8 Destruktion von Alginat-Geruststrukturen

3.8.1 Chemische Degradierung von Ba-Alginaten

Fiir die Untersuchungen zur chemischen Degradierung wurden Alginatkugeln wie bereits beschrieben
hergestellt (Abschnitt 3.3.2). Zur Verbesserung des Kontrasts wurden die Alginatkugeln mit Alzian-
blau 8 GX (Merck, Darmstadt, Deutschland) geféarbt. Hierfiir wurden 100 pl des in 70%igem Ethanol
(Merck, Darmstadt, Deutschland) gelosten Farbstoffs mit 1 ml Alginatkugelsuspension hinzugegeben und
fiir eine Stunde auf einem Orbitalrotator (Micro-Bio-Tec Brand, Gieflen, Deutschland) mit 8-10 rpm bei
Raumtemperatur durchmischt. Danach wurden die Proben zweimal mit isotoner Kochsalzlosung gewa-
schen und bis zur Nutzung bei 4°C gelagert.

Fiir die Fixierung der Alginatkugeln wihrend des Versuchs wurde ein Silikonblock (6x6x1 mm, LxBxH)
aus Sylgard 184 (1:10, Dow Corning GmbH, Wiesbaden, Deutschland) hergestellt und 4 Locher mit einem
Durchmesser von 2 mm ausgestanzt, die als Kavitét fiir die Alginatkugeln dienten. Der Block wurde in
eine Petrischale (35 cm Durchmesser, Corning) gelegt und mit einer Silikonbarriere (flexiPERM, Greiner
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Bio-ONE) umrandet. Zur besseren Benetzung wurde das hydrophobe Silikon vor der Versuchsdurchfiih-
rung mit Argon-Plasma (kinpen, neoplas tools GmbH, Greifswald, Deutschland) hydrophilisiert. Es wur-
den Testlosungen aus Na,SO, (Merck), EDTA (Sigma-Aldrich) mit den Konzentrationen 100 mM, 50 mM
und 10 mM hergestellt. Wasserstoftperoxid (H,O,, Sigma-Aldrich) wurde in den Konzentrationen 0,8%,
0,4% und 0,1% durch Verdiinnung der 30%igen Ausgangslosung mit ddH,O angesetzt. Die Alginatlyase
(Sigma-Aldrich) wurde mit PBS (mit Mg**/Ca*") in den Konzentrationen 0,5 mg/ml, 0,05 mg/ml und
0,005 mg/ml angesetzt. Bei allen Losungen wurde ein Osmolaritit von 300 (= 10) mosmol/kg mit NaCl
eingestellt. Weitere Kontrolllosungen unterschiedlicher Osmolaritit wurden mit ddH,O durch Zugabe von
NaCl hergestellt: 1 osmol/kg, 0 osmol/kg und 0,3 osmol/kg.

Der Einfluss der Losungen wurde in dem Silikonblock mit 10 Alginatkugeln mikroskopisch untersucht
(Nikon Eclipse TE 2000-E) und fand bei 37°C statt. Vor Zugabe der jeweiligen Losungen wurden die Pro-
ben fiir etwa 2 min in isotoner NaCl Losung dokumentiert. Ein Volumen von 200 pl der jeweiligen Losung
(ebenfalls 37°C) wurde, nach Absaugen der isotonen NaCl-Losung, wiahrend der Aufnahme auf die Algi-
natkugeln pipettiert und fiir 30 min dokumentiert. Die Zugabe einer isotonen NaCl-Losung (Raumtempe-
ratur) erfolgte nach 33 min. Der Einfluss dieses Schrittes wurde fiir weitere 27 min dokumentiert und das
Experiment nach insgesamt 60 min abgeschlossen. Der Einfluss der Lésungen wurde anhand der Ande-
rung der Alginatkugelfldche (zweidimensionale Flache des Querschnitts der Alginatkugel in der Fokus-
ebene) manuell mittels NIS-Elements (Nikon GmbH) quantifiziert und auf die Ausgangsgrofe normiert.

Fiir die Versuche mit Vorinkubation wurden die Alginatkugeln nach Herstellung in drei verschiedenen
Medien iiber 14 Tage bei 37°C gelagert: fetales Kilberserum (100%, Gibco/Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland), Standard-Kulturmedium fiir L929-Fibroblasten mit 10% FKS (siehe Abschnitt 3.1.1), sowie
isotone NaCl-Losung. Die Untersuchung der Degradierung erfolgte mit 0,05 mg/ml AlgL und entsprach
der bereits beschriebenen Vorgehensweise.

3.8.2 Enzymatische Degradierung von Na-Alginaten

Die enzymatische Degradierung von Na-Alginaten wurde mit der bereits zuvor genutzten AlgL (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf, Deutschland) durchgefiihrt. Sofern nichts Anderes angegeben wird,
wurde das Enzym in PBS (mit Mg®*/Ca®") gelost. Die Degradierungsreaktion wurde mittels UV/vis Spekt-
roskopie (DU® 720, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) bei einer Wellenldnge von 235 nm
analysiert. Die bei der Degradierung ablaufende B-Reaktion liefert als Produkt 4-Deoxy-a-L-Erythro-
Hex-4-Enopyranuronosyluronat, dessen ungeséttigtes Uronat bei 230-235 nm detektiert werden kann
[121, 321, 322]. Die genutzten 1 ml UV-Kiivetten (Brand, Weinheim, Deutschland) wurden im Photo-
spektrometer mit einem Peltierelement auf konstanter Temperatur gehalten.

Fiir die Untersuchung der Mischverhiltnisse von LN und LT wurden Alginate mit einer Konzentration von
0,1% (w/v) miteinander gemischt. 200 pul Alginat wurden dann mit 600 ul PBS (mit und ohne Mg”"/Ca®")
in der Kiivette gemischt und in das Spektrometer gestellt, die eine dreiminiitige Messung gestartet und
innerhalb der ersten 10 s 200 pl AlgL hinzugegeben (0,25 mg/ml, geldst in isotoner NaCl-Losung). Als
Blank wurde die Absorbanz unmittelbar vor Zugabe der AlgL gemessen. Die Auswertung erfolgte durch
Bestimmung der Steigung der Absorbanz pro Minute und wird hier als Produktbildungsrate (PBR) be-
zeichnet.

Zur weiteren Untersuchung wurden mehrere Alginatchargen aus LN und LT (0,5% geldst in isotoner
NaCl-Losung) mit der AlgL degradiert. 100 pl der Alginatlosung wurden mit 700 pl PBS (mit Mg®*/Ca®")
in einer Kiivette gemischt und, wie zuvor beschrieben, die Absorbanz aufgenommen. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 200 ul AlgL (0,25 mg/ml in PBS) gestartet. Es wurde danach sowohl die PBR, als auch
die absolute Absorbanz nach 3 min bestimmt.
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Die Beeinflussung der Degradierung durch interagierende Substanzen wurde am Beispiel des pLL unter-
sucht. Verschiedene Konzentrationen einer 700 pl pLL (geldst in ddH,O, Konzentrationen ausgehend von
0,01%) wurden vorbereitet. Hinzugegeben wurde eine LNT-Alginat Mischung (1:1, v/v, 0,1% w/v, geldst
in isotoner NaCl-Losung). Die Messung erfolgte wie zuvor beschrieben im UV/vis Photospektrometer. Zur
Degradierung wurde AlgL (0,14mg/ml gelost in PBS (mit Mg®"/Ca®")) zum Reaktionsansatz gegeben.

3.8.3 Enzymatische Degradierung von Ba-Alginaten

Wie bei den Na-Alginaten wurde die Degradierung bei den Ba-Alginaten ebenso photospektroskopisch
verfolgt. Na-Alginat (Na-LN, Na-LT, Na-LNT, 0,1%, w/v), sowie mit BaCl,-vernetzte (20 mM, 15 min)
Ba-Alginate (Ba-LN, Ba-LT, Ba-LNT) wurden in einem Volumen von 200 pl mit 600 pl PBS (mit
Ca>/Mg”") und 200 pul AlgL (0,25 mg/ml, in PBS mit Ca*"/Mg>") fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die ge-
nutzten LNT-Alginate entsprechen einer 1:1 Mischung (v/v) aus LN und LT. Die Absorbanz der Ansétze
wurde danach bei 235 nm gemessen.

3.8.4  Wiedergewinnung von adhérent immobilisierten L929 Fibroblasten

1929 Fibroblasten wurden mit einer Zelldichte von 2,5%10* Zellen/cm? in TCPS-Petrischalen (35 mm,
Corning Inc., NY, USA) ausgesét und {iber Nacht im Brutschrank kultiviert. Das Kulturmedium wurde
dann durch 1 ml pLL-L6sung (0,0005%, in PBS) ersetzt und die Proben fiir 15 min im Brutschrank inku-
biert, um positive Ladungen auf die TCPS-Oberfliche und Zellen aufzubringen. Die pLL-L6sung wurde
entfernt und 1 ml LNT-Alginat in die Kulturschalen pipettiert (0,7% w/v, 1:1 Mischung). Die Vernetzung
des Alginats wurde mit 2 ml einer BaCl,-Losung (20 mM) mit 15 min Inkubation im Brutschrank durchge-
fiihrt. Die BaCl,-Losung wurde entfernt und die Proben zweimal mit Kulturmedium gewaschen. Parallel
zu diesen Konditionen wurden zwei Kontrollen hergestellt. Als Kontrolle dienten Proben, die nur mit pLL
behandelt, jedoch nicht mit Alginat beschichtet wurden. Die Proben wurden mittels automatisierter Le-
bendzell-Mikroskopie (Biostation IM, Nikon Instruments Europe GmbH, Diisseldorf, Deutschland) unter-
sucht und nach 20 h 1ml Kulturmedium mit 1 ml Kulturmedium mit 1 mg/ml AlgL (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Schnelldorf, Deutschland) ausgetauscht, so dass eine Algl.-Konzentration von 0,5 mg/ml
vorliegt (Austausch des normalen Kulturmediums). Die Proben wurden fiir einen weiteren Tag beobachtet,
bevor sie aus den Biostation IMs entnommen und die Zellen geernet wurden. Die Zellsuspensionen wur-
den dann 2:10 (v/v) mit Kulturmedium verdiinnt, in Kulturflaschen (Corning, NY, USA) ausgesit und tiber
drei Tage mit einem Medienwechsel 24 h nach Inokulation kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in der
Biostation CT (Nikon Instruments GmbH, Diisseldorf, Deutschland) mit Aufnahme von Bildern der Kultur
alle 2 h. Die Bildsequenzen wurden danach mit der Bildanalyse-Software CT-AS (Nikon Instruments
GmbH, Diisseldorf, Deutschland) mit einem Universalmakro fiir die Konfluenzbestimmung analysiert.
Nach erfolgter Kultivierung wurden aus den Proben (unbehandelt und rekultiviert) Zellsuspensionen her-
gestellt und 2000 Zellen pro Népfchen (24x) in eine Mikrotiterplatte (Greiner Bio-One GmbH, Fricken-
hausen, Deutschland) gegeben. In weiteren 24 Népfchen wurden die Zellen zusétzlich mit 20% DMSO
(WAK-Chemie Medical GmbH, Steinbach; Deutschland) als Negativ-Kontrolle kultiviert. Nach 24 h Kul-
tivierung im Brutschrank wurde das Medium durch frisches Kulturmedium mit 10% alamarBlue®-
Reagenz (invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) versetzt und fiir 4 h im Brut-
schrank kultiviert. Als Nullprobe wurde das Kulturmedium mit 10% alamarBlue®-Reagenz ohne Zellen
mitgefahren. Die Proben wurden mit dem Multifunktions-Plattenleser Infinite Pro (Tecan, Maennedorf,
Schweiz) analysiert. Als Parameter wurden 560 nm als Anregungs- und 610 nm als Emissionswellenldnge
verwendet. Pro Napfchen wurden 9 Positionen gemessen und der Mittelwert bestimmt. Die Werte wurden
durch Subtraktion der Nullprobe normalisiert.
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3.9  Ansatze fur die Voraussetzung einer automatisierten Untersuchung von
Geruststrukturen

3.9.1 Zellpatrone (CellCartridge)

Die Entwicklung der Zellpatrone basiert auf dem Kryo-Substrat [CEBREAKER (Perma Cryo Technologie
GmbH, St. Ingbert, Deutschland), das durch ein Septum im Schraubverschluss modifiziert wurde. Hier-
durch ist es moglich, die sog. Zellpatrone mit einer Kaniile an eine Mikrofluidik anzuschlieBen. Die Mik-
rofluidik besteht aus drei per PC steuerbaren Spritzenpumpen (neMESY'S, cetoni GmbH, Korbussen,
Deutschland). Eine Spritzenpumpe wurde fiir den Transport der Zellsuspension, eine fiir die Zufuhr von
frischem Zellkulturmedium und eine weitere fiir den Abtransport von Zellkulturmedium verwendet. Um
die Medien in und aus einer Petrischale zu transportieren, wurde ein Deckel aus Edelstahl mit mehreren
Zugingen angefertigt. Bei der Versuchsdurchfiihrung wurden zunichst zwei Zellsuspensionen (2 ml) mit
1x10° Zellen/ml in Kulturmedium mit 5% DMSO (v/v, WAK-Chemie Medical GmbH, Steinbach,
Deutschland) in der Zellpatrone mit 1°C/min (Ice Cube 14S, SY-LAB Geridte GmbH, Neupurkersdorf,
Osterreich) eingefroren (auf -80°C) und danach im Wasserbad bei 37°C aufgetaut. Eine Zellsuspension
wurde dabei zur Bestimmung der Vitalitit benutzt, eine weitere zur anschlieBenden mikrofluidischen Pro-
zessierung und Lebendzell-Mikroskopie. Die Bestimmung der Vitalitdt erfolgte vor und nach Kryokonser-
vierung mit einer Trypanblau-Farbung. Die Zellpatrone wurde nach dem Auftauen mit einer Kaniile an die
Mikrofluidik angeschlossen und in die automatisierten Mikroskope (Nikon Biostation IM) transportiert.
Mit mehreren Medienwechseln durch die Mikrofluidik wurde das Kryoprotektiv ausgewaschen und die
Proben iiber 24 h beobachtet. Die Anzahl der Medienwechsel wurde in Vorversuchen anhand der Osmola-
ritdt des Kulturmediums optimiert (Osmomat 030, Gonotec GmbH, Berlin Deutschland). Zur Kontrolle
wurde eine Petrischale (3,5 cm Durchmesser) mit 2x10° Zellen inokuliert. Es wurden alle 5 min Bilder der
Kulturen aufgenommen. Nach Ende des Experiments wurde das Konfluenzverhalten der Kulturen mittels
CellProfiler ermittelt.

3.9.2 Erweiterte Mikroskopie (Augmented Microscopy)

Die Prototypen fiir die augmentierte Mikroskopie wurden mit der Skriptsprache Python (Version 2.7, The
Python Fundation, www.python.org) implementiert. Der erste Prototyp (siche Anhang, Seite 196) wurde
auf Basis eines Inversmikroskop (TS-100, Nikon GmbH, Diisseldorf, Deutschland) mit Phasenkontrast
und einer mit Python ansteuerbaren USB-Kamera (DFK 72AUC02, The Imaging Source Europe GmbH,
Bremen, Deutschland) implementiert. Die Implementierung wurde anhand von adhérenten hiPSCs (Axio-
genesis, Koln, Deutschland) in T175 Kulturflaschen, als auch auf Matrigel modifiziertem Alginat evalu-
iert.

Der zweite Prototyp (siche Anhang, Seite 196) wurde in &hnlicher Weise mit der Skriptsprache implemen-
tiert und fokussierte auf die Analyse kontrahierender Kardiomyozyten. Als Basis fungierte die Gerateplatt-
form der Biostation IM (Nikon, Diisseldorf, Deutschland) mit 10-facher VergroBerung, da hier physiologi-
sche Bedingungen wihrend der Beobachtung aufrechterhalten werden kdnnen. Die notwendige Modifika-
tion des Mikroskops bestand in dem Austausch der Originalkamera mit der bereits 0. g. USB-Kamera. Die
Evaluation des Prototyps erfolgte mittels adhdrenter Kardiomyozyten auf Matrigel-beschichteten Petri-
schalen (35 mm Durchmesser, Corning Inc., NY, USA) bzw. auf Matrigel-modifizierten Alginat-
Geriiststrukturen. Beide Prototypen wurden auf einem Standard-PC (Intel Pentium Dual Core 2,0 GHz, 2,0
GB RAM) implementiert.
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3.9.3 Mini-GMP Labor im Beutel

Die Untersuchungen erfolgten im Rahmen des Fraunhofer Projekts ,,WISA LabBag*. Die Prototypen der
Beutelsysteme wurden von den Projektpartnern des Fraunhofer IST, Fraunhofer IVV-DD und Fraunhofer
IVV-FS hergestellt und fiir die Versuche zur Verfiigung gestellt. Im Vorfeld wurden vom Fraunhofer IBMT
zellbiologisch relevante Spezifikationen erarbeitet, die in die Konstruktion des Prototyps einflossen. Der
hier verwendete Prototyp stellt durch die Nutzung einer Schale als Basis, sowie einer funktionalisierten
Folie, eine Vorstufe des Beutelsystems dar. Die aufgesiegelte Folie wurde vom Fraunhofer IST mit einer
hydrophoben Schicht modifiziert, auf die hydrophilen Spots mit einem Durchmesser von 6 mm aufge-
bracht wurden. In die Schale, die als Reservoir fiir das Kulturmedium dient, wurde ein Schraubverschluss
eingelassen, um die Medien mit einer Pipette in bzw. aus dem Beutel zu beférdern. Die Prototypen wurden
mittels UV-Bestrahlung (15 min, beide Seiten) sterilisiert. Die Formierung von ,,héngenden Tropfen* als
Kultivierungssystem zur Herstellung von hiPSC-Aggregaten wurde mit den hiPSCs AXAiund ER19/18
evaluiert. Die hiPSC-Kolonien wurden zur Inokulation mit TrypLE dissoziiert und mit einer Zelldichte
von 5x10° Zellen/ml in die Beutel gegeben. Das verwendete Inokulationvolumen betrug 10 ml pro Beutel.
Pro Versuchsserie wurden fiinf Beutel je Zelllinie verwendet. Die Zellsuspension wurde vorsichtig tiber
die chemisch strukturierte Folie geschwenkt (Folie nach unten gerichtet), um die hydrophilen Spots mit
der Zellsuspension zu benetzen. Der Beutel wurde dann herumgedreht (Folie nach oben gerichtet und so
die Kultivierungsform des ,,hangenden Tropfens® eingestellt. Parallel wurden manuell gesetzte ,,hdngende
Tropfen* in einer 10 cm Petrischale mitgefiihrt. Es wurden mit der o. g. Zellsuspension manuell 20 pl
Tropfen auf den Deckel einer Petrischale gesetzt, und dieser auf die Schale aufgesetzt, so dass die Tropfen
»hangen®. Die Schale wurde zur Verringerung der Verdunstung mit 10 ml DMEM/F12 befiillt. Als 2D-
Kontrolle diente eine Matrigel-beschichtete Petrischale (6 cm Durchmesser), die mit 5x10° Zellen in 5ml
Kulturmedium inokuliert wurde. In die Kulturmedien wurde ROCK-Inhibitor zur Verminderung der
Apoptose gegeben. Die Proben wurden fiir 72 h im Brutschrank kultiviert.

Die Morphologie der Aggregation wurde nach 24 h und 72 h mikroskopisch dokumentiert und manuell
ausgewertet (NIS-Elements, Nikon Instruments Europe GmbH, Diisseldorf, Deutschland). Eine Uberprii-
fung der Membranintegration erfolgte durch eine FDA/EB Farbung (siche Abschnitt 3.2.1).

Die Moglichkeit, Geriiststrukturen in dem Beutel-basierten System zu optimieren wurde anhand von Algi-
nat-basierten Mikrotrigern (siehe 3.7.5) und hiPSC (AXAI, siehe Absatz 3.1.3) untersucht. Das Verhiltnis
Zellen zu Oberfliche wurde auf 6x10* Zellen pro cm” eingestellt und als 10 ml Suspension vorbereitet.
Analog zu den Versuchen ohne Mikrotréiger wurde die Suspension in die Beutel transferiert und die hén-
genden Tropfen durch vorsichtiges Schwenken iiber das Spot-Layout erzeugt. Die restliche Suspension
wurde aus dem Beutel entfernt und der Boden mit 10 ml Basalmedium befiillt. Die Beutel wurden {iber
48 h kultiviert, die Aggregate geerntet und mit FDA/EB (siehe Abschnitt 3.2.1) geféarbt, um die Zellen zu
detektieren.
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.  Ergebnisse

Zu Beginn dieser Arbeit wurden strukturbildende zellulére Prozesse in den Kontext biotechnologischer
Anwendungen gesetzt und gemal ihrer Kultivierungsform charakterisiert (siche Abbildung 13). Die An-
wendungen lassen sich in drei Kultivierungsformen klassifizieren (Standard, auf Geriiststrukturen und
dynamisch) die eine bestimmte Anforderungen erfiillen miissen um therapeutisch relevante Zellsysteme
(wie z. B. h(MSCs oder hiPSCs) kultivieren zu konnen. Im Laufe dieser Arbeit sollen fiir diese Kultivie-
rungsformen und die definierten Anforderungen Losungsansitze untersucht werden. Bei der Standard-
Kultivierung wird der Fokus auf der Untersuchung und Entwicklung von nicht-invasiven bildgebenden
Verfahren zur Analyse von zelluldrem Verhalten liegen. Die Kultivierung von Geriiststrukturen befasst sich
eingehend mit der Modifikation (Biofunktionalisierung), aber auch Degradierung von Alginat-Hydrogelen.
SchlieBlich soll auf Grundlage der erzielten Ergebnisse ein Transfer auf dynamische Kultivierungssysteme
erfolgen.

Strukturbildende zelluldre Prozesse
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Abbildung 13: UBERSICHT VON STRUKTURBILDENDEN ZELLULAREN PROZESSEN IM KONTEXT DER VORLIEGENDEN ARBEIT.
Strukturbildenden zelluliire Prozesse sind in den unterschiedlichsten biotechnologischen Anwendungen présent. Bei der
Standard-Kultivierung, der Kultivierung auf Geriiststrukturen, aber auch in dynamischen Kultivierungssystemen liegt weiter-
hin erhebliches Optimierungspotenzial, das in dieser Arbeit untersucht werden soll. Anhand der definierten Anforderungen
sollen hierfiir Losungsansdtze entwickelt werden.
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Zunéchst soll die Implementierung und Evaluation eines neuen parallelisierten Lebendzell-
Mikroskopieansatzes dargestellt werden. Diese Methodik soll im weiteren Verlauf zur Untersuchung des
zelluldren Verhaltens auf modifizierten Alginat-Hydrogelen genutzt werden. Weiter werden dann Untersu-
chungen beschrieben, die auf eine Biofunktionalisierung von ultra-hoch viskosen Alginaten abzielen. Die
vielversprechendste Methode soll dann fiir weitere Untersuchungen zu strukturbildenden zelluléren Pro-
zessen genutzt werden. Ferner soll geklart werden, inwieweit sich diese Gertiststrukturen degradieren las-
sen, um Zellsysteme fiir weitere Prozessschritte zugéinglich zu machen. AbschlieBend sollen Anséitze un-
tersucht werden, die eine automatisierte Herstellung von Zellmodellen unterstiitzen kdnnen.

4.1 Implementierung und Charakterisierung eines quantitativen Systems flr
die Untersuchung zellularer strukturbildender Prozesse

Dieser Teil der Arbeit befasst sich mit der Entwicklung eines Mikroskopie-Systems fiir die Untersuchung
von dynamischen zelluldren Prozessen. Das System (Abschnitt 3.4) wird aus technischer und biologischer
Sicht charakterisiert und es werden Kerneigenschaften herausgearbeitet. Im weiteren Verlauf dieses Ab-
schnitts werden Arbeitsablédufe zur Analyse dynamischer zelluldrer Prozesse unter der Verwendung ver-
schiedener Zellsysteme présentiert und schlieBlich untersucht, inwieweit sich aus Zeitrafferaufnahmen aus
einem parallelisierten Mikroskopiesystems biologische Fragestellungen beantworten lassen.

4.1.1 Implementierung und Charakterisierung eines Mikroskopie-Systems fur zellulare
strukturbildende Prozesse.

4.1.2 Integration in Laborinfrastruktur

Die Integration eines Mikroskopiesystems in eine bestehende Laborinfrastruktur mit modularen automati-
sierten Mikroskopen konnte erfolgreich etabliert werden. Die einzelnen Mikroskope werden von einem
zentralen Arbeitsplatz gesteuert, dem, entsprechend der Anzahl der Mikroskope, ein Steuerungs-PC zuge-
ordnet ist. Dies erschien auf den ersten Blick nachteilig, da hierfiir ein entsprechender Platz vorhanden
sein musste, hat sich jedoch bei den experimentellen Arbeiten durchaus bewéahrt. Die einzelnen Module
konnten jeweils fiir verschiedene Konditionen, aber auch fiir die parallele, unabhéngige Untersuchung
gleicher Konditionen zur Erhohung der biologischen Stichprobe verwendet werden. Durch die Modularitét
konnten einzelne Gerite aus dem System entfernt (z. B. Nutzung in anderen Laboren, Reparaturen, etc.)
werden, ohne die Funktionalitit zu beeintrachtigen.

4.1.3 Verfugbarkeit des Systems

Die Verfiigbarkeit eines Systems ist ein wichtiger Parameter, um die gewlinschten Prozesse effizient aus-
fiihren zu kdnnen. Die Mikroskopiesysteme lieBen sich anhand eines Blockdiagramms abstrahieren, wie in
Abbildung 14 gezeigt ist. Die Anordnung des Mikroskopiesystems dieser Arbeit ist in Abbildung 14 d
bzw. e dargestellt.
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Abbildung 14: AUSFALLSICHERHEITS-BLOCKDIAGRAMM (RBD) DES MIKROSKOPIESYSTEMS.

a System mit 4 seriell angeordneten Komponenten. b System mit einer Komponente. ¢ System mit 4 parallel angeordneten
Komponenten und einem PC. d System mit 4 parallel angeordneten Komponenten und einem jeweils zugeordneten PC.

e System mit n parallel angeordneten Komponenten. Abkiirzungen: S = Stromversorgung, PC = Steuer-PC, BS=Mikroskopie-
Modul.

Bei seriellen Systemen (vgl. Abbildung 14 a, b und c) berechnet sich die Verfiigbarkeit nach der Formel
[323]:

N
RS :Rl'Rz'...'RN :1_[Rl
i=1

Ist die Verfligbarkeit in allen Komponenten (Rs) gleich, so gilt demnach
RS =R N

Fiir ein redundantes System, welches erst komplett ausfillt, wenn alle Komponenten (R;) ausfallen, gilt die
Abschitzung [323]

Das Mikroskopiesystem, besteht aus drei Hauptkomponenten, die entweder seriell, parallel oder kombi-
niert, angeordnet sind. Bei einer Zuverldssigkeit von 95% fiir jede Komponente (vereinfachte Annahme),
ergibt sich aus den Formeln, unter der Annahme, dass die Strom- und CO,-Versorgung konstant verfiigbar
ist, folgende Gesamtzuverlassigkeit des Systems:

Beispiel 1 — Serielle Anordnung der Mikroskope

Die serielle Anordnung von Komponenten hat fiir die Zuverlassigkeit des Systems einen starken Einfluss.
Beispielsweise ist bei einer Virtualisierung aller Mikroskope mit einem zentralen Server der Steuerungs-
PC

Rserien = 0,95-0,95-0,95-0,95 = 0,95* = 0,814
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Beispiel 2 — Parallele Anordnung der Mikroskope

Durch die parallele Anordnung eines Systems kann eine Steigerung der Zuverlissigkeit erreicht werden.
Die Ubertragung dieser Abstraktion auf das reale Beispiel der automatisierten Mikroskopie kann dies
illustrieren. Bei seriellen Systemen (beispielsweise der Inkubationsroboter Biostation CT) hat ein Ausfall
einer Hardwarekomponente (z. B. Beleuchtungseinheit, Roboterarm) einen Ausfall des Komplettsystems
zur Folge, da keine Redundanz besteht. Die Proben kénnen nicht mehr nacheinander in dem System pro-
zessiert werden. Anders gestaltet sich dies bei einem System, das aus mehreren redundanten Einheiten
besteht. Parallelisierte Mikroskope konnen auch bei einem Ausfall einer Mikroskopeinheit die tibrigen
Proben weiter prozessieren, da sie als unabhingige Subsysteme arbeiten. Die in Beispiel 1 gezeigte Konfi-
guration wiirde bei einer parallelen Anordnung eine Zuverléssigkeit von

Rparaiier = 1 —0,05* = 0,9999

vorliegen.

4.1.4 Experimentelle Setups und Skalierbarkeit

Die Untersuchung von Zellkulturen unter bestimmten Bedingungen konnte mit dem Mikroskopiesystem
auf mehrere Arten erfolgen. Die erste Variante beinhaltete die Untersuchung einer bestimmten Kondition
in einem Mikroskop. Hierdurch kdnnen so viele Konditionen untersucht werden, wie Mikroskope zur Ver-
fiigung stehen. Die zweite Variante beinhaltete die parallelisierte (redundante) Untersuchung einer einzi-
gen Kondition. Der Vorteil dieser Vorgehensweise besteht in der hbheren Ausfallsicherheit, sowie des gro-
Beren Stichprobenumfangs der in einem einzigen Ansatz generiert werden konnte. Je nach Art und Um-
fang des Mikroskopie-Systems sind auch Kombinationen der Setups moglich.

Die Skalierbarkeit des Systems blieb durch den Aufbau des Gesamtsystems erhalten. Die zentralen Ele-
mente wie Versorgung mit CO,, Steuerungs-PC und Datenspeicher sind nahezu beliebig erweiterbar.
Ebenso sind die einzelnen Mikroskopiemodule aus dem System entfernbar, wie z. B. in Abschnitt 4.1.3
beschrieben, ohne dass die Gesamtfunktionalitdt beeintrachtigt wird. Das Entfernen einer Einheit kann
zum einen flr eine Kooperation bzw. eine Multi-Center Studie oder auch fiir Reparaturen erfolgen. Das
System ist somit hoch- und runterskalierbar und erhélt dadurch eine hohe Flexibilitit bei der Planung von
Experimenten.

4.1.5 Biologische Stichprobe und Datenvolumen

Fiir das implementierte Mikroskopiesystem wurden sowohl die absolute Zellzahl, die beobachtet werden
kann, als auch das aufkommende Datenvolumen abgeschitzt (Abbildung 15 a). Je nach Anzahl von inoku-
lierten Zellen und beobachteten Bildausschnitten ist bereits mit einem Mikroskop eine sehr grof3e biologi-
sche Stichprobe realisierbar, die sich durch die Anzahl der Mikroskope entsprechend vervielfachen ldsst
(mehr Punkte). Bei einer Inokulation von 2x10° Zellen pro Petrischale sind bei einer Anzahl von 35 Punk-
ten etwa 2000 Einzelzellen im Datensatz enthalten. Die Wahrscheinlichkeit auch (seltene) biologische
Ereignisse zu beobachten, wird durch die hohe Anzahl an beobachteten Zellen erhdht. Bei einem fiktiven
zelluldren Ereignis, das nur bei 2% der Zellen einer Kultur auftritt, sind bei dieser Stichprobe zumindest
40 Datensitze des Ereignisses auswertbar. Die Herausforderung dabei besteht in der Detektion des Ereig-
nisses selbst, da eine manuelle Analyse nicht effizient erfolgen kann, eine automatisierte Analyse jedoch,
jenach Ereignis, mit einer Art kiinstlicher Intelligenz ausgestattet werden muss, damit beispielsweise un-
bekannte zelluldre Ereignisse als solche detektiert werden konnen.
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Abbildung 15: ABSCHATZUNGEN STICHPROBE (ZELLZAHL) UND DATENVOLUMEN.

a Abschdtzung des Stichprobenumfangs in Abhdngigkeit von inokulierten Zellen und definierten Punkten. Die Werte basieren
auf der Wachstumsfliche von 9 cm? (35 mm Kulturschale) und zehnfacher Vergrofserung. Die Punkte konnen in einem einzel-
nen Mikroskopiemodul oder einem Mikroskopieensemble definiert sein. Bei einer inokulierten Zellzahl von 1,5 x 10° Zellen
und 15 definierten Punkten kann beispielsweise abgeschdtzt werden, dass bei Start des Experiments 800 Zellen beobachtet
werden konnen. b Abschdtzung des Datenaufkommens in Abhdngigkeit von der Anzahl der Zeitpunkte und der Anzahl der
definierten Punkte. Die Werte basieren auf Experimenten mit einem Mikroskopiemodus (Phasenkontrast) und einer Auflosung
von 1600x1200 px. Bei einem Experiment mit 200 Zeitpunkten und 25 definierten Punkten kann beispielsweise ein Datenvo-
lumen von 19 GB abgeschditzt werden.

Bei einem parallelisierten Mikroskopiesystem stellt das Volumen der produzierten Datenmengen (vgl.
Abbildung 15 b) ebenso eine wichtige Rolle dar, da die Datenmengen auf Servern gespeichert werden
miissen. Bei reiner Phasenkontrast-Mikroskopie ohne Fluoreszenzkanéle sind bei einer Anzahl von 200
Zeitpunkten (Wert fiir z.B. ein durchschnittliches zweitégiges Experiment), bei 40 definierten Punkten
etwa 30 GB an Rohdaten zu erwarten, die fiir eine Analyse in Bilddateien umgewandelt werden miissen.
Bei einer Nutzung von drei Modulen des Mikroskopiesystems kommen somit bei einem einzigen Experi-
ment 0,1 TB zusammen. Serverinfrastruktur und Backupstrategie miissen fiir diese Menge entsprechend
ausgelegt sein, um z. B. eine Langzeitspeicherung garantieren zu konnen. Die Handhabung dieser Daten-
sdtze, sowie deren Analyse spielt neben dem eigentlichen Experiment eine gro3e Rolle, da die Arbeitsab-
laufe darauf abgestimmt werden miissen. Die initialen Experimente fokussieren daher nicht nur auf die
zellbiologischen Fragestellungen, sondern stellen auch eine Untersuchung der Arbeitsabliufe fiir die
Handhabung und Analyse solcher Datenmengen dar. Exemplarisch soll diese Untersuchung anhand von
strukturbildenden Prozessen ohne Geriiststruktur erfolgen.

4.2 Untersuchung von strukturbildenden zelluldren Prozessen ohne

Geruststruktur

In diesem Abschnitt werden strukturbildende Prozesse von verschiedenen zelluldren Systemen ohne die
Anwesenheit von komplexen Gertiststrukturen untersucht. Die durchgefiihrten Experimente und auch die
entwickelten Methoden sollen zur Optimierung der in den Folgekapiteln beschriebenen Gertiststrukturen
dienen. Die verwendeten Zellsysteme sind in diesem Feld weit verbreitet, unterscheiden sich aber in der
Komplexitét ihrer Kultivierungsumgebung signifikant. Murine L929 Fibroblasten sind eine sehr gute Zell-
linie, um erste Entscheidungen tiber die Qualitét einer Kultivierungsform zu erhalten, da diese nur mini-
male Anspriiche an ihre ECM haben und eine reproduzierbare Kultivierung erlauben.
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4.2.1 Adhasionsverhalten von Fibroblasten mittels gPH-Mikrokopie

Die Kultivierung erfolgte im Standardkulturmedium, in Kulturmedium ohne FKS und in Standardkultur-
medium mit 3% DMSO. Die Wahl der Medien wurde so gewahlt, dass bestimmte Effekte der Zellen sehr
wahrscheinlich waren, sei es durch den Entzug des Serums oder die (toxische) Wirkung von DMSO. Die
Untersuchung erfolgte in einem parallelisierten Ansatz mit dem implementierten Mikroskopiesystem, wo-

bei pro Kondition und Experiment 48 Punkte auf der Kulturschale beobachtet wurden. Die Analyse des
zelluldren Verhaltens erfolgte manuell, sowie durch automatisierte Bildanalyse. Bei der automatisierten
Bildanalyse wurden zwei Ansétze verfolgt, bei denen es zu priifen galt, ob die erzielten Resultate mit dem
realen Zellverhalten korrelierten.

Abbildung 16: MORPHOLOGIE DER
FIBROBLASTEN BEI UNTERSCHIEDLI-
CHEN KULTIVIERUNGSMEDIEN.

a Fibroblasten in Standardkulturme-
dium nach 0 bzw. 48 h Inkubation.

b Fibroblasten in Kulturmedium ohne
Serum nach 0 bzw. 48 h Inkubation.

¢ Fibroblasten in Standardkulturme-
dium mit 3% DMSO nach 0 bzw. 48 h
Inkubation. Mafstabsbalken:

200 um.

Die Kultivierung der Fibroblasten in Standardkulturmedium (Standard, siche Abbildung 16 a) wurde als
Referenzkondition verwendet. Bei der manuellen Analyse der Bildsequenzen erkannte man das typische
Verhalten von adhdrenten Zelllinien: unmittelbar nach der Inokulation lagen die Zellen abgerundet auf der
Kulturoberflache und begannen innerhalb der ersten 1-3 h auf der Oberflache zu adhérieren und sich aus-
zubreiten. Nach dieser Phase begannen die Zellen auf der Kulturoberfldche zu migrieren und zu proliferie-
ren, was zu einer Zunahme der Zellflache auf der Kulturoberflache fiihrte. Es war eine fiir Fibroblasten als
typisch zu bezeichnende Morphologie zu erkennen, d. h. ein zentraler Zellkorper mit Kern und mehr als
drei Lamellipodien (Scheinfiisschen). Ebenso fand man eine gestreckte Morphologie vor, bei der sich die
Fibroblasten spindelformig ausbreiteten. Die Mitose der Fibroblasten zeichnete sich durch eine kurzzeitige
Anderung der Morphologie aus, bei der sich eine adhirente Zelle abkugelte (Prophase, Metaphase und
Anaphase), sich langsam teilte (frithe und spéte Telophase) und Mutter- und Tochterzelle wieder auf dem
Substrat adhérierten (Interphase). Die Zellen besaBen bei der Zellteilung, wie auch kurz nach Inokulation,
eine hohe Intensitét, hervorgerufen durch einen weillen Rand (engl.: #alo), der durch den genutzten Pha-
senkontrast zustande kommt.

Die Kultivierung der Fibroblasten in Medium ohne fetales Kilberserum, FKS, (Mangelmedium, siche Ab-
bildung 16 b) zeigte eine schnellere Adhésion und Ausbreitung der Zellen auf der Kulturoberflache. Die
Zellen waren schon zu Beginn des Experiments ausgebreitet. Im Gegensatz zum Standardkulturmedium
war nur ein geringes Migrationsverhalten der Zellen zu beobachten und ebenso waren kaum Zellteilungen
zu verzeichnen. Uber die Zeit gesehen war die Morphologie dhnlich zu der im Standardkulturmedium, mit
der Ausnahme, dass die Fibroblasten im Mangelmedium extrem lange Ausldufer bildeten.
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Abbildung 17: VERLAUF DER EI-
GENSCHAFTEN IN DEN KULTUREN
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Bei der Kultivierung der Zellen in Kulturmedium mit 3% DMSO (toxisches Medium, siche Abbildung 16
¢) war eine morphologische, als auch eine Anderung des generellen Zellverhaltens zu beobachten. Die
Zellen blieben lange in einem abgerundeten Zustand, bevor sie auf der Kulturfliche adhérierten. Nach der
Adhésion war eine fiir Fibroblasten atypische Morphologie zu beobachten. Die Zellen wuchsen spindel-
formig mit teilweise extrem langen Membranfortsidtzen. Ebenso war eine Migration und Proliferation der
Zellen kaum zu beobachten. Auffillig war die Bildung von Vesikeln im Zellinnern.

Zur quantitativen Bestimmung des Verlaufs der untersuchten Kulturen wurde ein Prozess entwickelt, der
automatische die Einzelbilder segmentiert, quantifiziert und Graphen zur Analyse ausgibt. Die segmentier-
te Flache wurde zur Analyse der Konfluenz verwendet, die als MaB fiir die Adhésion und Proliferation
genutzt werden konnte. Abbildung 17 a zeigt den Verlauf der bewachsenen Kulturfldche, also des sog.
biologischen Vordergrunds. Die Ergebnisse spiegeln die Beobachtungen wider, die bereits durch die ma-
nuelle Analyse der Bildsequenzen gemacht wurden. Die Zellen im Standard-Kulturmedium adhérierten
und begannen sich nach etwa 10 h zu teilen, was sich in einer Zunahme der Konfluenz duBerte. Bei dem
Medium ohne FKS erfolgte ebenso eine Adhédsion, durch die fehlenden Faktoren des Serums erfolgte je-
doch keine Proliferation der Zellen und die Konfluenzkurve stagnierte bzw. stieg nur minimal an. Ahnli-
ches konnte bei einem Standard-Kulturmedium mit FKS beobachtet werden, was zusitzlich mit 3%
DMSO versetzt wurde. Dieser Zusatz bewirkte gemiaf3 den Daten, dass die Zellen adhérierten, jedoch kei-
ne Proliferation aufwiesen, da die Konfluenzkurve ebenfalls stagnierte. In der Phase kurz nach Inokulation
konnte eine weitere stationire Phase gemessen werden, die auf den verlidngerten Adhédsionsprozess schlie-
Ben lieB3, der bereits in den Bildsequenzen beobachtet werden konnte. Zusétzlich zur Flache wurde die
mittlere Intensitdt des biologischen Vordergrunds quantifiziert (Abbildung 17 b). Diese gab Aufschluss
iiber mindestens zwei Zustdnde: nicht adhérente Zellen (hohe Intensitit) und adhirente Zellen (niedrige
Intensitét). Die Daten lieBen auch hier die biologischen Prozesse ableiten: die Kulturen mit Standard-
Kulturmedium bzw. Medium ohne FKS zeigten direkt zu Beginn einen Abfall der Intensitétswerte, was auf
den Adhisionsprozess zuriickzufiihren war. Danach stagnierten die Werte, da die Zellen in diesem Zustand
verblieben und mogliche Teilungen, bei denen die Zellen wiederum eine hohe Intensitit hatten, durch die
mittlere Intensitét nicht erfasst werden konnten. Die mittlere Intensitét bei den Kulturen im Standard-
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Kulturmedium stieg nach etwa 30 h wieder leicht an, was z. B. auf die steigenden Zell-Zell-Kontakte zu-
riickzufiihren war (beobachtet in der manuellen Auswertung der Bildsequenzen), die mit einem hellen
Bereich zwischen den Zellen einherging. Bei den Kulturen mit 3% DMSO stagnierte die mittlere Intensitét
zu Beginn der Zeitreihe, was durch die verzogerte Adhasion zu erkliren ist. Durch die folgende langsame
Ausbreitung der Zellen fiel auch dieser Wert auf etwa das Niveau der Standard-Kultur. Abbildung 17 ¢
zeigt den Verlauf der Entropie in den untersuchten Bedingungen. In Standard-Kulturmedium und Kultur-
medium ohne FKS war der Kurvenverlauf leicht abfallend bzw. stagnierte nach kurzer Zeit. Bei der Kulti-
vierung der Zellen in Medium mit 3% DMSO war in der initialen Phase der Kultivierung ein leichter An-
stieg der Werte zu beobachten, die dann abfallen und stagnierten. Die verzogerte Adhésion konnte somit
durch die Entropie unter diesen Bedingungen abgebildet werden. Bei der Analyse des Kontrastes der seg-
mentierten Bereiche war bei allen Kurvenverldufen ein Abfallen der Werte zu beobachten, die dann in eine
stationdre Phase bis zum Ende des Experiments tibergingen (Abbildung 17 d). Der Abfall der Werte erfolg-
te in Korrelation mit dem manuell beobachteten Zellverhalten wihrend der Adhésion. Die Zellen mit Kul-
turmedium ohne FKS adhérierten am schnellsten, gefolgt von den Zellen in Standard-Kulturmedium. Der
Kurvenverlauf mit der geringsten Steigung lag bei den Zellen in Kulturmedium mit 3% DMSO vor. Auch
hier wurde die verzdgerte Adhésionszeit durch den Verlauf des Kontrasts {iber die Zeit abgebildet.
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Abbildung 18: VERLAUF DER EIGENSCHAFTEN IN L929-KULTUREN UBER DIE ZEIT OHNE SEGMENTIERUNG.

a Mittlere Intensitdt der Gesamtbilder iiber die Zeit, b Kontrast der Gesamtbilder iiber die Zeit, ¢ Entropie der Gesamtbilder
tiber die Zeit. Gezeigt ist der Mittelwert = SD, n = 3x48.

Eine weitere Analyse wurde ohne Segmentierung mit den Eigenschaften des Gesamtbilds durchgefiihrt
und mittlere Intensitét, Kontrast und Entropie iiber den Verlauf des Experiments bestimmt (Abbildung 18).
Bei der Quantifizierung der mittleren Intensitét des Gesamtbilds war bei dem Kulturmedium ohne FKS
bzw. mit 3% DMSO ein stagnierender Kurvenverlauf zu beobachten, der auf die ausbleibende Prolifera-
tion schlieen ldsst. Helle abgerundete Zellen zu Beginn, insbesondere bei der Kultivierung in 3% DMSO,
spiegelten sich nicht im Kurvenverlauf wider. In Standardkulturmedium war dieser Verlauf dhnlich, wobei
nach 24 h ein Anstieg der Intensitit zu verzeichnen war (Abbildung 18 a). Dieser Anstieg korrelierte mit
der beginnenden Proliferation der Zellen, die dann, charakteristisch fiir den Phasenkontrast, einen weil3en
Rand besalen, der sich in der Konsequenz aufaddierte und durch den Intensitatswert detektiert wurde. Der
Kontrast des Gesamtbildes hingegen zeigte unterschiedliche Kurvenverldufe (Abbildung 18 b). Beim Me-
dium ohne FKS erfolgte nach einem Abfall zu Beginn ein stetiger Anstieg der Werte. Bei dem Kulturme-
dium mit 3% DMSO fiel der Kontrastwert zunéchst ab, steigt dann wieder an und stagnierte dann auf die-
sem Niveau. Dies lédsst sich mit der Adhésionsphase und Ausbreitung der Zellen korrelierten. Analog
konnte dieser Verlauf auch bei dem Standard-Kulturmedium beobachtet werden, wobei sich nach der stati-
oniren Phase ein Anstieg der Werte anschloss, die mit der Proliferation korrelierte. Bei der Entropie des
Gesamtbildes lieBen sich dhnliche Verldufe beobachten (Abbildung 18 c¢). In Kulturmedium ohne FKS
dnderte sich die Entropie nur minimal und war durch einen leichten Anstieg der Werte gekennzeichnet.
Einen charakteristischen Kurvenverlauf konnte man bei Medium mit 3% DMSO beobachten. Die Entropie
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stieg zunichst verzogert an, zeigte dann einen rapiden Anstieg, der von einer stationdren Phase mit zum
Experimentende gefolgt wurde. In Standardkulturmedium war ein langsamer Anstieg der Entropie bis 24 h
nach Beginn des Experiments zu verzeichnen, der in der Folge stérker anstieg. Die beginnende Zellprolife-
ration ging mit diesem Verlauf, wie zuvor bei dem Kontrast beobachtet, einher.

Abschlieend kann anhand der Ergebnisse geschlussfolgert werden, dass durch die Hinzunahme von so-
wohl Textureigenschaften der segmentierten Fliche, als auch des Gesamtbildes, Informationen iiber den
Zustand der Kultur abgeleitet werden konnen, die aus der Analyse der konfluenten Fldche nicht abgebildet
werden. Insbesondere die benotigte Zeit zur Adhésion und die einsetzende Proliferation der Zellen konnen
hierdurch bestimmt werden. Ferner ist die Gesamtbildanalyse eine schnelle und effiziente Methode, um
Unterschiede in den Kulturen durch den Verlauf zu detektieren.

4.2.2 Adhasionsverhalten von multipotenten Stammzellen mittels gPH-Mikroskopie

In diesem Teil soll untersucht werden, ob eine Kombination von automatisierter Lebendzell-Mikroskopie
und automatisierter Bildanalyse bei mesenchymalen Stammzellen (hMSC) geeignet ist, um das biologi-
sche Verhalten auf Oberfldchen abzuleiten. Es soll hierbei zundchst das Verhalten auf Plastik-Oberfldchen
untersucht werden.

Adhasionsverhalten auf TCPS Oberflache

Die hMSCs wurden auf TCPS Oberflachen kultiviert und analog zu dem vorherigen Abschnitt die aufge-
nommenen Bildsequenzen analysiert. Die Analyse (siche Abbildung 19 a-d) zeigte, dass der Verlauf der
Kulturen mittels dieser Methode sehr gut abgebildet werden konnte. Abbildung 19 aund b zeigen dhnliche
Verlaufe von zwei unabhingigen Experimenten, bei denen 3 Phasen abgeleitet werden konnten. In den
ersten Stunden (bis ca. 5 h) war ein starker Anstieg der Konfluenz zu verzeichnen, was nach Durchsicht
der Bilddaten die Adhdsionsphase der Zellen beinhaltete. Es folgte eine Phase des linearen Wachstums,
dem Ausbreiten und Proliferation der Zellen, der in einem Gleichgewichtszustand (vollstédndiges Ausfiillen
des Bildausschnitts) endete. Der vergleichbare Startpunkt der Konfluenz (ca. 20%) lie zusétzlich auf eine
vergleichbare Zellzahl schlieBen. Das dritte Experiment in Abbildung 19 d zeigte hingegen nur zwei detek-
tierbare Phasen mit einer flacheren Steigung im linearen Bereich. Hohere Schwankungen zwischen den
einzelnen Punkten konnten gemessen werden. Aufgrund des teilweise sehr geringen Kontrastes der Zellen
zur Wachstumsoberflache bedingt durch die Flachheit der Zellen sind Artefakte im Bereich der Zellrdander
zu verzeichnen, die zu einer Untersegmentierung fiihren.
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Abbildung 19: KONFLUENZVERHALTEN VON HMSCS AUF TCPS OBERFLACHE.

a Konfluenzverhalten iiber die Zeit der in b-d dargestellten Verldufe, dargestellt als Mittelwert + SD. Ausgehend von den
ausgewdhlten FOVs sind geringe Schwankungen zu beobachten, die die biologische Aussage, der Ausbreitung und Prolifera-
tion der Zellen nicht beeinflusst. Anhand der Daten kann ein stetiges Wachstum des Zellrasens abgeleitet werden.
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Adhasionsverhalten auf polykationischen Oberflachen

Nachdem im vorherigen Abschnitt gezeigt werden konnte, dass das Verhalten von hMSC-Kulturen gene-
rell mittels qPH-Mikroskopie analysiert werden kann, sollte im weiteren Verlauf iiberpriift werden, ob
diese Methode sensitiv gegeniiber Anderungen der zelluliren Umgebung ist, um diese Ergebnisse in die
spatere Entwicklung der Gertiststrukturen einflieBen zu lassen. Die Zellen wurden auf einer positiven
Oberflache (mit pLL) im Vergleich zur Standard TCPS Oberflache kultiviert und die resultierenden
Bildsequenzen analysiert. Die hieraus abgeleiteten Verldufe der Konfluenz zeigten, wie bereits im vorheri-
gen Abschnitt, ein stetiges Ansteigen der Werte, wenn die Zellen auf Standard TCPS kultiviert wurden. Bei
einer zusétzlichen Beschichtung von TCPS mit pLL war ein anderer Verlauf zu verzeichnen. Die Werte
stiegen zunichst an, fielen jedoch nach 5 h kontinuierlich ab (siche Abbildung 20 a).

Zieht man den Verlauf der Konfluenz der Kultur auf pLL-TCPS fiir die Analyse in Betracht, so ist insbe-
sondere das Verhalten der Zellen im Zeitraum 7 h bis 20 h nach Inokulation interessant, da hier offensicht-
lich eine Anderung des Konfluenzverhaltens eintrat. Aufgrund der Daten kann man davon ausgehen, dass
die Zellen entweder absterben oder sich von der Oberfliche wieder ablosen. Anhand der Bilddaten konnte
diese Anderung weiter aufgeklirt werden. Die Zellen adhérierten und breiteten sich auf der Oberfliiche aus
(Abbildung 20 c1), dhnlich wie auf der Standard-TCPS Oberfldche (Abbildung 20 b1 und b2). Danach
l6sten sich die Zellen von der Oberfléche ab, jedoch nicht in Form von Einzelzellen. Zellen, die iiber die
Oberflache migrierten, interagierten dabei mit weiteren Zellen, die noch auf der Oberfldache adhérierten
(Abbildung 20 c2). Im weiteren Kultivierungsverlauf bildeten sich auf diese Art kleinere multizelluldre
Aggregate, die letztendlich den Abfall der Konfluenzwerte erklarten. Interessant hierbei war, dass die Ag-
gregate durch die untere Zellschicht noch immer an der Oberfldche minimal adhérierten.
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Abbildung 20: MESENCHYMALE STAMMZELLEN AUF POLYKATIONISCHER OBERFLACHE.

a Verlauf der Konfluenz von hMSCs auf Standard TCPS (stetiges Wachstum) und pLL-beschichtetem TCPS (Anstieg mit
folgendem Abfallen der Konfluenzwerte), darstellt als Mittelwert + SD, n=4. b Morphologien der hMSC auf Standard TCPS,
¢ Morphologien der hMSCs auf pLL-TCPS. Bild 1: 0 h, Bild 2: 54,5 h. Zur besseren Darstellung wurde der Kontrast verdn-
dert. Mafsstabsbalken: 100 um.

4.2.3 Adhasionsverhalten von pluripotenten, multizellularen hiPSCs mittels gPH-
Mikrokopie

Dieser Abschnitt behandelt die Untersuchung des Verhaltens von multizelluldren hiPSC mittels der Le-
bendzell-Mikroskopie. Die Analyse des Adhésions- und Wachstumsverhaltens dieser Zellen ist ein wichti-
ger biologischer Wert fiir die Charakterisierung von Kulturoberflichen, Kulturmedien oder Zellexpan-
sionsmethoden.
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Manuelle Beobachtungen

Das zelluldre Verhalten wéihrend der Adhésions- und Expansionsphase wurde zunichst manuell begut-
achtet. Die Entscheidung, ob eine Kolonie adhérierte oder nicht, ist bei manueller Betrachtung trivial. Die
Kolonien sedimentierten nach Aussaat auf der beschichteten Kulturoberfldche, adhirierten und breiteten
sich in der Folge aus. Nicht adhérierende Kolonien hingegen blieben morphologisch kolonieférmig in
Suspension. Eine Dynamik der Kolonie, hervorgerufen durch die lebenden Zellen in der Kolonie konnte
bei den Kolonien, die nicht adhérierten nur begrenzt festgestellt werden. Nach einer bestimmten Zeit war
die Kolonie statisch und desintegrierte. Eine Verdnderung der Koloniefldche tiber die Zeit war nicht mehr
zu beobachten.

Automatisierung der Bildanalyse

Auch bei diesen Zellsystemen konnte der bereits zuvor entwickelte Arbeitsablauf zur Bildanalyse ange-
wendet werden. Die Mikroskopbilder wurden, wie bereits in Abschnitt 4.2.1 gezeigt, mit ilastik klassifi-
ziert und die quantitativen Daten mit Cellprofiler berechnet. Die Prozessierung der Daten mit der Skript-
sprache R wurde erfolgreich adaptiert und konnte sowohl fiir die einzelnen Bildsequenzen, als auch fiir die
Zusammenfassung aller Daten genutzt werden. Analyse von hiPSC-Kolonien iiber die Zeit mit Segmentie-
rung.

Abbildung 21 a zeigt, dass bei Lauf 1 und 3, im Gegensatz zu Lauf 2, eine verringerte Adhésion der Zellen
vorlag. Dies korrelierte mit der manuellen Analyse der Daten, bei der beobachtet wurde, dass mehr Kolo-
nien in Lauf 2 anwuchsen. Zog man weitere Eigenschaften der segmentierten Fliche, wie die Entropie
(Abbildung 21 b) und mittlere Intensitit (Abbildung 21 ¢) hinzu, so wurde diese Beobachtung weiter un-
termauert. Die groBte Anderung der Entropie lag bei Lauf 2 vor, was die Ausbreitung widerspiegelte. Der
Kurvenverlauf der mittleren Intensitét war dhnlich. Durch die morphologischen Eigenschaften lagen mehr
ausgebreitete dunkle Zellen vor, was mit einer geringen mittleren Intensitét einherging. Im Gegensatz
hierzu war bei Lauf 1 und 3 eine hohere mittlere Intensitit zu verzeichnen, was von den hellen, nicht adhé-
renten Zellen hervorgerufen wurde. Sowohl bei der Entropie, als auch bei der mittleren Intensitit war ein
charakteristischer Peak am Anfang des Experiments zu beobachten. Dieser spiegelte die Adhdsionsphase
der Kolonien wider und konnte auf einen Zeitraum von 5 bis 15 h eingegrenzt werden. Diese Information
war dagegen bei der Konfluenzanalyse (Abbildung 21 a) nicht extrahierbar.
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Abbildung 21: ANALYSE DER DREI UNTERSUCHTEN PASSAGEN UBER DIE ZEIT.

a Verlauf der detektierten Fldche iiber die Zeit als Mittelwert der observierten Ausschnitte + SEM der einzelnen Ldufe.

b Mittlere Entropie der detektierten hiPSC iiber die Zeit, dargestellt als Mittelwert der observierten Ausschnitte = SEM der
einzelnen Léufe. ¢ Verlauf der mittleren Intensitdt der detektierten hiPSC iiber die Zeit, dargestellt als Mittelwert der obser-
vierten Ausschnitte + SEM. Der SEM wurde hier zur besseren Darstellung verwendet.
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Abbildung 22: ADHARIERENDE UND PROLIFERIERENDE HIPSC-KOLONIE.
Bildanalyse von hiPSC und berechnete Parameter. a hiPSC zum Zeitpunkt t=0 h, b hiPSC zum Zeitpunkt t=48 h. ¢ Berechne-
te Parameter der segmentierten hiPSC iiber die Zeit.
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Abbildung 23: NICHT ADHARIERENDE HIPSC-KOLONIE.

Bildanalyse von hiPSC und berechnete Parameter.

a hiPSC zum Zeitpunkt t=0 h, b hiPSC zum Zeitpunkt t=48 h. ¢ Berechnete Parameter der segmentierten hiPSC iiber die Zeit.
Eine detailliertere Betrachtung des Wachstumsverhaltens von Kolonien anhand der Evaluation mehrerer
morphologischer und Textur-basierter Parameter bestitigte diese Beobachtung. Abbildung 22 zeigt den
Verlauf mehrerer Parameter am Beispiel einer adhdrierenden und proliferierenden Kolonie. Abbildung 23
zeigt dagegen eine nicht adhérierende Kolonie. Die Parameter Flache (4rea), Solidity, Formfactor, Entro-
pie, Kontrast und mittlere Intensitdt (Erlauterung siehe Anhang, Seite 195) wurden vergleichend betrach-
tet. Die charakteristischsten Kurvenverldufe waren bei Flache, Entropie und Intensitit zu verzeichnen und
sind in Abbildung 21 als Mittelwerte der Léufe illustriert. Die {ibrigen Parameter lieferten zwar auch In-
formationen iiber die Morphologie, waren jedoch durch die GréBe der Kolonie nur eingeschriankt nutzbar.
Dies traf dann zu, wenn die Kolonie beispielsweise die Rander des Bildausschnitts erreicht, da die meisten
morphologischen Parameter den Randbereich des untersuchten Objekts charakterisieren.

Die Analyse der Konfluenz der hiPSC Kolonien zeigte, dass die Methode auch fiir die Analyse des Adhéa-
sionsverhaltens von diesem Zellsystem geeignet war und der vollstindige Arbeitsablauf der Bildanalyse
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durchgefiihrt werden konnte. Die hier erhobenen Daten zeigten jedoch auch, dass bei den verschiedenen
Léufen unterschiedliche Wachstumsverhalten beobachtet werden konnen.

Vergleich automatisierte Analyse vs. manuelle Analyse

Der Vergleich manuelle gegen automatisierte Auswertung lieferte Riickschliisse iiber die Genauigkeit der
Methoden. Abbildung 24 zeigt die Auswertung von Bildsequenzen mit hiPSCs, die sowohl manuell, als
auch automatisiert analysiert wurden. Die Wachstumskurve in Abbildung 24 a zeigt groBBere Unterschiede
im Bereich von 5 bis 25 h die etwa in einem Bereich von 10-15% liegen. Im weiteren Verlauf néhern sich
die Werte wieder an und verlaufen nahezu parallel.
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Abbildung 24: MANUELLE VS. AUTOMATISIERTE AUSWERTUNG.
a Grdflere Abweichungen von etwa 10-15% zwischen den Zeitpunkten 10-20 h. Geringe Unterschiede zeigten sich bei den
Datensdtzen mit einer b normal wachsenden Kolonie, ¢ langsam wachsenden Kolonie und d nicht adhdrenten Kolonie.

Die subjektive Klassifizierung von Bereichen am Rand der Kolonie fiihrte hierbei zu diesem Ergebnis. Die
weiteren untersuchten Kolonien (siche Abbildung 24 b-¢) zeigten solche Unterschiede nicht: sowohl der
Kurvenverlauf als auch die Einzelpunkte korrelieren hier mit einem nur geringen Unterschied von etwa
1%. Die Vergleichbarkeit der Methoden wurde auch durch die hohe Korrelation von nicht adhérierenden
Kolonien (Abbildung 24 d) bestitigt. Tabelle 6 zeigt die prozentualen Unterschiede der Messungen, be-
rechnet aus dem Mittelwert aller Datenpaare. Die Unterschiede fielen generell sehr gering aus und belegen
die hohe Korrelation von manueller und automatisierter Analyse. Die Messungen belegten ferner, dass die
hier implementierte automatisierte Analyse des Koloniewachstums mit der manuellen Analyse eines zell-
biologischen Experten fast identische Daten generiert. Die Erhohung des Durchsatzes und die dafiir bend-
tigte Zeit verschieben die Vorteile jedoch auf die Seite der automatisierten Analyse.

Tabelle 6: Vergleich von manueller und automatisierter Auswertung anhand der Differenz der beiden Messungen. Gezeigt
ist der Mittelwert aller Bildpaare + SD (n=49).

Kolonie ID Ursprungsgrofie Prozentuale mittlere Abweichung  SD mittlere Abweichung von
[um?] der Konfluenz von manueller und ~ manueller und automatisierter
automatisierter Analyse [%] Analyse [%]
V1 _P4 (Abb. 24 a) 23133 -4,5 3,8
V3 P4 21815 0,8 1,2
V3 P7 12134 1,5 1,0
V1 _P8 (Abb. 24 b) 47607 -2,7 2,5
V1 P21 (Abb. 24 d) 8357 -0,7 0,3
V2 P15 6073 1,8 1,6
V1 P26 30220 0,2 2,1

V1 _P9 (Abb. 24 ¢) 17924 -0,1 1,5
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Evaluation von Texturparametern fur die Charakterisierung von hiPSC

Die Analyse von hiPSC Zellsystemen anhand von Textur-Parametern stellt einen neuen Ansatz in diesem
Feld dar. Es ist offensichtlich, dass hiPSC-Kolonien je nach zellulirem Zustand eine unterschiedliche Tex-
tur besitzen. Ebenso ist ein Unterschied bei dem Vergleich der Textur von Kulturschale und biologischer
Probe erkennbar. Unter Beriicksichtigung der zuvor durchgefiihrten Experimente, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die Vorgéinge wihrend der Kultivierung von hiPSC nicht nur durch morphologische Pa-
rameter, sondern auch durch Textur-Parameter abgebildet werden konnen. Zur Uberpriifung der Hypothese
wurden Teilausschnitte von hiPSC Phasenkontrastbildern mit einer Dimension von 100x100px erzeugt
und in die Kategorien ,,rund* (R), ,,Hintergrund“ (BG) und ,,adhérent™ (A) eingeteilt und vorsortiert. Mit-
tels CellProfiler wurden die Bildausschnitte ohne Segmentierung prozessiert und die extrahierten Textur-
Parameter analysiert.
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Abbildung 25: TEXTUR HIPSC ANHAND VERSCHIEDENER TEXTUR-EIGENSCHAFTEN UND PARAMETER DER GLCM UND DER
INTENSITAT.

a Korrelation, b Entropie, ¢ Mittlere Intensitit und d Kontrast. Abkiirzungen R=abgerundete Zellen, BG=Hintergrund,
A=adhdrenten Zellen.

Abbildung 25 zeigt die Ergebnisse der Bildanalyse bzgl. der Parameter Korrelation, Entropie, mittlere
Intensitédt und Kontrast (Erklérung der Parameter im Anhang, Seite 195). Die Grauwertmatrix (Gray-level
co-occurrence matrix, GLCM) wurde mit unterschiedlichen Pixelabstdnden (1, 5, 10, 20, 50 und 100)
berechnet. Der aus der GLCM berechnete Parameter Korrelation (Abbildung 25 a) zeigt, dass die 3 Klas-
sen durch die Korrelation nicht in ein eindeutiges Wertespektrum eingeordnet werden kénnen und sehr
hohe Variationen durch den gewéhlten Abstand fiir die Berechnung der GLCM hervorgerufen werden.
Analoge Messergebnisse konnten bei der Bestimmung des Kontrasts erzielt werden (Abbildung 25 c).
Durch die Anwendung der Formel fiir die Entropie ergaben sich eindeutige Werte fiir die drei Klassen
(Abbildung 25 b). Die Bilder mit runden Zellen haben, nahezu unabhingig von der Wahl des
Pixel-zu- Pixel- Abstandes, fiir die Berechnung der GLCM, einen sehr hohen Entropiewert. Einen etwas
geringeren Wert wiesen die Bilder mit den adhédrenten hiPSC auf. Den geringsten Entropiewert wies der
Hintergrund auf.
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Abbildung 26: TEXTUR HIPSC ANHAND VERSCHIEDENER TEXTUR-EIGENSCHAFTEN UND PARAMETER DER GLCM.
a Mittlere Intensitdt, b Entropie, ¢ Kontrast und d Korrelation als Verteilungen der Bildausschnitte mit runden Zellen (,,R “,
dunkelgrau), adhdrenten Zellen (,,A*, schwarz) und dem Hintergrund (,, BG*, hellgrau).
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Der Hintergrund, d. h. die Kulturoberfléche zeigte ein homogenes Bild, mit nur wenigen Unregelméfig-
keiten. Dahingehend war durch die Ausbildung von biologischen Strukturen der Wert des Chaos in der
Konsequenz bei den runden und den adhérenten Zellen hoher angesiedelt. Bei der mittleren Intensitét
spiegelte sich diese Anordnung ebenfalls wider (Abbildung 25 d).

Die daraus ermittelten Parameter der Textur und Intensitét erlaubten die Aufstellung von Regeln zur Cha-
rakterisierung, die fiir die spitere Anwendung z. B. auf die Gesamtkolonie bzw. den Zeitverlauf einer Ko-
lonie wiahrend des Experiments genutzt werden konnten. Bei den partitionierten Mikroskopiebildern zeig-
ten sich mehrere Parameter, die fiir die Ableitung von Regeln geeignet sind. Die mittlere Intensitét, Entro-
pie, Korrelation und der Kontrast, sowie die Kombination dieser Parameter erlaubten eine Unterscheidung
von Hintergrund, adhérenter Zellen und abgerundeter Zellen. Jeder Parameter fiir sich gesehen erlaubte
eine Klassifizierung in mindestens zwei Klassen. Eine differenziertere Analyse war aufgrund der Uberla-
gerung der Parameter in bestimmten Wertebereichen nicht moglich. Abbildung 26 zeigt die ermittelten
Histogramme der Texturparameter mit den entsprechenden biologischen Objekten. Abbildung 26 a zeigt
die Verteilung der mittleren Intensitét der drei untersuchten Klassen. Bilder, die Hintergrund und adhérente
Zellen beinhalteten, besal3en ihre Maxima im Bereich von 0,25 bis 0,35, also im Bereich der Pixel von
niedriger Intensitdt. Die runden Zellen hingegen zeigten eine breite Intensitétsverteilung von 0,35 bis 0,65,
wobei die Breite der Verteilung durch die Mischung von runden Zellen, adhédrenten Zellen und Hinter-
grund zustande kam. Eine Trennung kann z. B. bei einer mittleren Intensitét von 0,4 vorgenommen wer-
den. Die Entropie (Abbildung 26 b) zeigt durch die Dichteplots eine mdgliche Separation von Vorder- und
Hintergrund bei einem Wert von 2,0. Der Dichteplot des Hintergrunds zeigt eine bimodale Verteilung, was
sich durch die Menge an Bildern mit minimalem Zellbewuchs oder Debris erkléren 14sst. Ebenso zeigt der
Dichteplot der adhirenten Zellen zwei lokale Maxima, wobei eines im Bereich der runden Zellen angesie-
delt ist. Hierbei handelt es sich um die Bilder, auf denen sich sowohl adhérente als auch runde Zellen be-
fanden. Der Kontrast der Bilder (Abbildung 26 c) zeigte analoge Verteilungen zur Entropie.
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Abbildung 27: TEXTURBASIERTE ANALYSE HIPSC ZWEIER PARAMETER MITTELS STREUDIAGRAMMEN.

a Mittlere Intensitdit gegen Entropie, b Kontrast gegen Entropie und ¢ Korrelation gegen Entropie. Dargestellt sind jeweils
die Daten von Hintergrund (,, BG “, weifs), runden Zellen (,, Rund*, hellgrau) und adhdrenten Zellen (,, Adhdrent“, schwarz).
Durch die Definition von Intervallen konnen biologischer Hintergrund und Vordergrund sehr gut voneinander separiert
werden. Eine Separation von runden und adhdrenten Zellen ist in dhnliche Weise méglich.

Bei der Korrelation zeigte sich eine dhnliche Verteilung der Dichteplots (Abbildung 26 d). Hintergrund
und runde Zellen lassen sich durch zwei definierte Peaks voneinander unterscheiden. Die Menge der Bil-

der mit adhdrenten Zellen erstreckte sich von dem Wertebereich des Hintergrunds iiber den Wertebereich
der runden Zellen.

Bei der mittleren Intensitét lie3t sich eine Unterscheidung von Hintergrund und Vordergrund bei 0,25 her-
auslesen. Analog war eine Unterscheidung von Vordergrund und Hintergrund durch den Kontrast bei ei-
nem Wert von 0,8 moglich. Insgesamt zeigte die Texturanalyse {iber die Dichteverteilung, dass nur zwei
von drei Klassen eindeutig unterschieden werden konnten. Fiir eine genauere Klassifizierung war daher
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die Kombination von mehreren Parametern notwendig. Hierfiir wurden die Parameter in Streudiagrammen
gegeneinander aufgetragen. Die Graphen in Abbildung 27 zeigen die Streudiagramme von Entropie gegen
Korrelation, Entropie gegen Kontrast und Entropie gegen mittlere Intensitét. Bei dem Streudiagramm Ent-
ropie gegen Korrelation ldsst sich keine eindeutige Klassifizierung in die drei Klassen vornehmen. Vertret-
bar ist hierbei eine Klassifizierung, die allein auf der Entropie basiert:0,0 bis 2,0: Hintergrund 2,0 bis 3,0:
Adhérente Zellen und 3,0 bis 4,0: Runde Zellen. Fiir diese Art der Klassifizierung wird der Parameter der
Korrelation jedoch nicht bendtigt. Eine dhnliche Klassifizierung kann ebenso durch die Werte aus den
Diagrammen in Abbildung 25 abgeleitet werden.

Die Untersuchung zeigte, dass sich mit den Parametern Entropie und mittlere Intensitét eine biologische
Information eindeutig ableiten ldsst. Da es sich hier jedoch um Bildfragmente handelte, stellte sich an-
schlieBend die Frage, ob und wie sich dies auf eine komplette Kolonie iibertragen lésst, da diese nicht nur
aus adhérenten oder runden Zellen besteht, sondern sich in einem bestimmten Anteil aus beiden Typen
zusammensetzt.

d Abbildung 28: SEGMENTIERUNG VON HIPSC-
KOLONIEN ZUR KLASSIFIKATION DER ADHASION.
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a Nicht adhdrente Kolonie mit tiberlagerter Vor-
hersage der nicht adhdrenten (magenta), adhd-
renten (gelb) und nicht eindeutigen Bereiche
(weifs). Sich ablésende Zellen im Randbereich der
Kolonie werden als adhdrent klassifiziert
(schwarze Pfeilspitze).

b Adhdrente Kolonie mit tiberlagerter Vorhersage
nicht adhdrenter und adhdrenter Koloniebereiche.
Adhdrente Bereiche (weife Pfeilspitze) und sich
ablosende Zellen (schwarze Pfeilspitze) werden
als adhdrent klassifiziert.

¢ Adhdirente Kolonie mit iiberlagerter Vorhersage
nicht adhdrenter und adhdrenter Koloniebereiche.
Adhdrente Bereiche (weifle Pfeilspitze) und sich
ablosende Zellen (schwarze Pfeilspitze) werden

als adhdrent klassifiziert.

d Streudiagramm der detektierten Bereiche einer
Kolonie normiert auf die Koloniefldche mit Indi-
kation des tatsdchlichen Koloniezustands durch
die Farbe des Datenpunkts. Eine eindeutige Un-
terscheidung beider Zustinde ist nicht ersichtlich.
Durch die Einfiihrung eines Schwellwerts von 0,4
bzgl. der adhdrenten Fldiche kann bei 66% der
adhdrenten Kolonien der Zustand korrekt vorher-
gesagt werden. n=374.

Untersuchungen zur Detektion von adharenten Kolonien

Zur Machbarkeit einer automatisierten Detektion von adhidrenten Kolonien wurde ein Datensatz von 374
Kolonien automatisiert ausgewertet und manuell in ,,adhdrent* und ,,nicht adharent* klassifiziert. Der An-
satz beruht auf der Idee, dass die Kolonien aus adhédrenten Zellen und weillen runden Zellen bestehen, die
bei der Analyse des Verlaufs nicht voneinander separiert werden miissen. Von einer Kolonie sollten in
dieser Untersuchung beide Bereiche segmentiert werden und anhand dieser Daten iiberpriift werden, ob
eine Aussage liber den Zustand der Adhérenz ohne Zeitinformation bzw. zeitlichen Verlauf getroffen wer-
den kann. Die Untersuchungen kniipfen daher an die Ergebnisse der Texturanalyse kleinerer Ausschnitte
(vgl. Abbildung 25) an, bei der gezeigt werden konnte, dass eine Unterscheidung von adhérenten und ab-
gerundeten Zellbereichen durch die Textur mdglich ist. Die Information, ob die Koloniefldche zu einem
vorherigen Zeitpunkt geringer war im Vergleich zu dem untersuchten Zeitpunkt, wurde hierbei bewusst
nicht hinzugezogen. Die Ergebnisse der Analyse (durchgefiihrt mit ilastik/Cellprofiler) zeigen dabei, dass
sowohl nicht adhirente Bereiche, als auch die Kolonie selbst sehr gut detektiert werden konnen
(Abbildung 28 a, b). Ebenso wurde der adhédrente Bereich bei groBeren Kolonien (Abbildung 28 ¢), sowie
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die sich von der Kolonie ablosenden, dunklen Objekte, als adhérenter Bereich klassifiziert und in die Ana-
lyse als Artefakt eingebracht.

Fiir die Detektion der Adhédrenz, insbesondere von kleinen Kolonien ging dies einher mit einer nicht ein-
deutigen Aussage liber den Zustand der Adhédrenz der Kolonie, da hier auch nur kleine adhérente Bereiche
vorliegen konnen (vgl. Abbildung 28 b). Bei grofleren Kolonien fiel dieser Falsch-positive Randbereich
weniger ins Gewicht und eine Vorhersage war dadurch verlésslicher. Durch die Normierung der beiden
klassifizierten Flachen auf die Gesamtflache der Kolonie und die Auftragung in einem Streudiagramm
wurde untersucht, ob hierdurch eine Verbesserung der Vorhersage getroffen werden kann (Abbildung 28
d). Es bestitigte sich hierbei die Beobachtung, dass keine eindeutige Einschitzung erfolgen kann und bei-
de Koloniezustinde sich von den Datenpunkten tiberlappen. Durch die Einflihrung eines Schwellwert gro-
Ber als 0,4 (40% der Kolonie besteht aus adhirenten Zellen), konnten 66% des Datensatzes korrekt als
adharent klassifiziert werden. Unterhalb dieses Schwellwerts lagen damit die nicht-adhérenten Zellen, die
dadurch zu 79% korrekt vorhergesagt werden konnten.

Simulation von Bildartefakten: Phasenkontrast-Mikroskopie von hiPSC

Die Robustheit der Bildanalyse gegentiiber suboptimalen Bildeigenschaften wurde anhand von artifiziell
eingefiihrter Bildartefakte iiberpriift. Die Klassifizierung von Pixeln, die die Basis fiir die Segmentierung
der biologischen Bilddaten darstellt, zeigt an diesen Beispielen die Stabilitdt gegeniiber Artefakten, die bei
der Bildaufnahme entstehen kdnnen (Abbildung 29 a-c). Die berechneten Probability Maps zeigen Werte
von 0 bis 1 (dargestellt als Grauwertbild mit schwarz als geringe Texturiibereinstimmung und weil} als
hohe Texturiibereinstimmung).
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Abbildung 29: SIMULIERTE ARTEFAKTE BEI PHASENKONTRASTBILDERN MIT HIPSC.

a Modifikation des Originalbildes mit Operationen wie Spiegelung, Kantenerkennung oder Invertierung. b Modifikation des
Originalbildes durch Skalierung. ¢ Modifikation des Originalbildes durch einen Gauf3-Filter. Die linke Spalte zeigt die ange-
wendeten Modifikationen, die rechte Spalte die in der Bildanalyse integrierte Mustererkennung durch ilastik. Die gezeigten
artifiziellen Modifikationen des Originalbildes illustrieren die starke Beeintrdichtigung der Bildanalyse durch den Gau/3-
Filter, eine Art Simulation einer optischen Defokussierung der Probe.

Ebenso wurde durch die Klassifizierung des invertierten Bildes deutlich, dass eine Unterscheidung von
Vor- und Hintergrund durch die Textur von dem Farbraum unabhéngig sein kann. Die Skalierung, im End-
effekt eine Komprimierung von Bildern, erlaubt bis zu einem bestimmten Grad weiterhin eine funktionie-
rende Analyse der Daten, auch wenn eine Anpassung in den Funktionen nétig war. Ein besonderer Fokus
musste dabei auf die Modifikationen Sobel und Invertierung gelegt werden, da diese eine offensichtliche
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Anderung des Originalbildes darstellten. Durch eine Analyse nur mit Intensitéts-basierten Schwellenwer-
ten wiren diese Bilder nicht mehr mit der genutzten Analyse-Routine auswertbar gewesen, da eine kom-
plette Verschiebung der Intensitdtswerte und der Parameter der Segmentierung (z. B. typische Objektgro-
Ben) in den auszuwertenden Bildern vorlag. Die Anwendung der Gauss'schen Weichzeichnung simulierte
prinzipiell eine fehlerhafte Fokussierung der biologischen Probe. Dieses Artefakt kann zum einen auf-
grund voreingestellter z-Hohe der Fokussierungseinheit als auch durch einen Drift der Fokusebene (z. B.
Ausdehnung von Materialien iiber die Zeit) auftreten. Hier zeigte sich bei einem relativ kleinen Element
fiir die Weichzeichnung (5 px) eine starke Veranderung der Probability Map. Bei einem Element von 7 px
traten erste Fragmentierungen auf. Ab einem Element von 10 px konnte aus der resultierenden Berechnung
kein realistisches biologisches Objekt mehr abgeleitet werden.
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Abbildung 30: EINFLUSS VON ARTEFAKTEN AUF DIE SEGMENTIERUNG UND QUANTIFIZIERUNG VON HIPSC-KOLONIEN.

a Unterschiede im Vergleich zum Original bei Bildern mit Artefakten. Uber- und Untersegmentierungen sind geringer ausge-
prdgt bei Skaliert 10, 5, 2,5 und 2, sowie bei Sobel. Eine Untersegmentierung liegt bei den Gauss schen Artefakten 20, 15, 10,
7 und 5 vor. b, ¢ und d zeigen jeweils die Konfluenz-Entwicklung einer hiPSC-Kolonie ohne und mit Artefakten. e Mittlere

Abweichung der Konfluenz der jeweiligen Artefakte zum Originalbild.
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Die Quantifizierung des Einflusses der eingefiigten Artefakte in die Originalbilder erfolgte anhand der
Detektion der Kolonieflache mit der bereits entwickelten Analyseroutine mit CellProfiler. Die detektierte
Flache des Originalbildes wurde dabei als Referenz festgelegt und die Unterschiede auf diesen Referenz-
wert prozentual berechnet. Abbildung 30 a zeigt die Differenz zum Original von allen in Abbildung 29
dargestellten Artefakten. Die Gauss’sche Weichzeichnung zeigte hierbei die schlechtesten Ergebnisse im
Vergleich zum Originalbild. Bereits bei einer Weichzeichnung mit 5 px lag eine 40%ige Untersegmentie-
rung vor. Bei den Weichzeichnungen mit einer groBeren Artefaktdimension (7, 10, 15 und 20 px) wurde
durch die Analyseroutine keine hiPSC-Kolonie mehr detektiert, was in einer Untersegmentierung von
99-100% resultierte. Skalierte man die Originalbilder hoch und runter, fasst also mehrere Pixelintensitéten
zusammen, so erhielt man dennoch akzeptable Werte, die im Bereich von +1,5% (Skaliert 2) bis -16%
(Skaliert 10) lagen. Die Bilder nach der Kantendetektion mit Sobel fithren zu Koloniegrof3en, die sich um -
8% Prozent vom Original unterscheiden. Eine Invertierung der Pixelintensititen (Invertiert) lieferte inte-
ressanterweise Werte, die sich lediglich um +8% unterscheiden. Die Invertierung war dahingehend interes-
sant, da sich die Ausgangsbilder der Analyse sehr deutlich voneinander unterschieden (sieche Abbildung
29). Hier zeigte sich der Vorteil einer Pixelklassifizierung anhand von Texturen im Gegensatz zu Intensi-
titen. Eine Rotation des Originalbildes fiihrte nur zu minimalen Unterschieden im Vergleich zum Origi-
nalbild (< 1%).

Aufgrund dieser Untersuchung wurde der Verlauf von vollstdndigen Bildsequenzen untersucht. Abbildung
30 b—d zeigt die unterschiedlichen Resultate in Anwesenheit der Artefakte (Original, Skaliert 2, Skaliert
5, Invertiert, Sobel und Gauss 5). Der in Abbildung 30 a gezeigte Trend setzte sich hierbei fort: mit Aus-
nahme von Gauss 5 waren die berechneten Wachstumskurven der hiPSC-Kolonien mit entsprechenden
Unter- bzw.- Ubersegmentierung untereinander vergleichbar. Die Form des Kurvenverlaufs stimmte bis
auf einen Offset liberein. Die Gauss’sche Weichzeichnung mit der Artefaktdimension von 5 px fiihrte zu
einem Kurvenverlauf, der das tatsdchliche biologische Verhalten der hiPSC-Kolonie nicht mehr rekonstru-
ieren lieB3.

Tabelle 7: Dateigrofie der Bilder in kB nach Anwendung von Artefakten. Gezeigt ist der Mittelwert £ SD, n=3§).

Artefakt Mittlere Dateigrof3e [kB] Speicherbedarf im Vergleich zum
(+/- SD, n=8) Original [%]
Original 253,02 +42,0 100
Sobel 250,79 + 47,68 99,1
Gauss 10 85,51 +20,16 33,8
Gauss 15 64,13 +17,61 25,3
Gauss 20 54,71 + 15,84 21,6
Gauss 5 135,11 +27,62 53,4
Gauss 7 110,24 +22.92 43,6
Invertiert 267,69 +40,03 105,8
Gespiegelt 252,91 +42.26 100
Skaliert 10 10,28 +0,96 4,1
Skaliert 5 27,26 + 3,47 10,8
Skaliert 2,5 74,87 +9,25 29,6
Skaliert 2 99,63 + 14,63 39,4
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Die Differenz der kompletten Bildsequenzen zum Original sind in Abbildung 30 e aufgetragen. Hierfiir
wurde fiir jeden Zeitpunkt und simuliertes Artefakt die Differenz der Flidche der detektierten Objekte zum
Original berechnet und der Mittelwert aus allen Differenzen bestimmt. Die Differenzen sind vergleichbar
mit denen aus Abbildung 30 a.

Die Invertierung des Originals resultierte in einer Differenz von 9,9% (+ 5,4%), die Kantendetektion Sobe/
in einer Differenz von -11,3% (£ 8,1%), Gauss 5 unterschied sich um -47,3% (£ 18,5%), skaliert 2 um
2,6% (£ 3,0%) und skaliert 5 um -3,3% (£ 2,7%). Die Ergebnisse verdeutlichten, dass insbesondere
Gauss’sche Weichzeichnungen zu einem Scheitern der Bildanalyse fithren und damit mit einem Informati-
onsverlust einhergehen. Bei der automatisierten Mikroskopie konnen diese Arten von Artefakten z. B. in
Form des sog. Fokusdrifts auftreten. Die durchgefiihrte Skalierung tritt beispielsweise durch Komprimie-
rung der Bilddaten nach Beendigung des Experiments auf. Hierdurch kann eine Datenreduktion erfolgen
(vgl. Tabelle 7). Durch die Skalierung kann die Dateigréf3e des einzelnen Bildes auf 4% (Skaliert 10) bis
40% (Skaliert 2) reduziert werden. Eine Komprimierung kann Vorteile bei der Quantifizierung der Bild-
information bringen in der Form, dass die BildgroB3e z. B. um die Halfte reduziert wird. Ein resultierender
Vorteil bei Kopiervorgdngen und der Speicherung der Bilddaten auf Servern im Sinne der Langzeitarchi-
vierung ist hierdurch offensichtlich.

Ebenso war eine Reduzierung des Speicherbedarfs der Bilder bei der Gauss’schen Weichzeichnung auf
53% bis 21% festzustellen, die jedoch aufgrund des Informationsverlustes bei der Datenanalyse keinen
Vorteil bringen wiirde. Die durchgefiihrte Kantendetektion mit dem Sobel-Operator fiihrte nur zu einer
vernachlidssigbaren Datenreduktion von etwa 1%. Die verbliebenen Modifikationen Gespiegelt bzw. Inver-
tiert filhrten zu keiner Reduzierung der Datenmenge, bei letzterer Modifikation erfolgte eine VergréfSerung
der Dateigrofle von etwa 6%.

4.2.4  Adhasionsverhalten von dissoziierten hiPSCs-Kolonien mittels gPH-Mikrokopie

Die Besiedelung von Oberflichen mit hiPSC kann entweder durch kleine multizellulére Zellaggregate
oder durch Einzelzellen erfolgen. Zellaggregate haben den Vorteil, dass sie gemal3 der Vorgehensweise bei
der Passage in einem Zellverbund bleiben und die Zell-Zell Kontakte weitestgehend erhalten bleiben.
Ebenso sind die Zellen bei dieser Vorgehensweise geringem mechanischem und enzymatischem Stress
ausgesetzt. Ein Problem stellt hierbei die Einstellbarkeit der Zellzahl, sowie die Verteilung der Agglomera-
te auf der Kulturoberfléche dar. Die Losung fiir diese Limitierung ist die Dissoziation von hiPSC Kolonien
in Einzelzellen. Um die Apoptose der dissoziierten hiPSC zu unterbinden, bedarf es jedoch der Zugabe des
sog. ROCK Inhibitors (ROCKi), der intrazelluldre Signalkaskaden, die die Apoptose ausldsen, unterbindet.
In diesem Abschnitt sollen zum einen der Einfluss der Zellkonzentration und die Inkubationszeit des
ROCKIi mittels der Lebendzell-Mikroskopie untersucht werden, um daraus Empfehlungen fiir die Kultivie-
rung von hiPSC auf Gertiststrukturen und eine automatisierte Zellkultivierung abzuleiten. Ferner soll
iiberpriift werden, inwieweit eine automatisierte Analyse des zelluldren Verhaltens die biologischen Abldu-
fe wiedergeben kann.
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Dissoziation und Inokulation von hiPSC-Kolonien

Fiir die Untersuchungen wurden zwei Zellkonzentrationen und zwei Inkubationszeitraume des ROCKi
eingestellt. Je 1x10° bzw. 4x10° Zellen wurden nach Dissoziation in eine mit Matrigel beschichtete Kul-
turschale gegeben und nach 4 h bzw. 24 h durch Standardkulturmedium ausgetauscht. Bei dem Medien-
wechsel wurden ebenso alle nicht adhérenten bzw. toten Zellen aus der Kulturschale entfernt und quantifi-
ziert. Die Proben wurden dann liber 48 h mit der Lebendzell-Mikroskopie untersucht. Abbildung 31 a
zeigt exemplarisch ein Histogramm des Durchmessers der nicht adhérenten Zellen im entfernten Medium.
Das Histogramm verdeutlicht, dass die entnommenen Zellen dhnliche Verteilungen aufwiesen. Die Quanti-
fizierung der entfernten Zellen ist in Abbildung 31 b dargestellt. Hier wird deutlich, dass sich bei einer
Inokulation von 1x10° Zellen, absolut gesehen, weniger Zellen nach der ROCKi-Inkubation abgeldst
haben. Prozentual gesehen haben sich im Vergleich etwa 5% weniger Zellen bei einer Zellzahl von 4x10°
Zellen abgeldst (siehe hierzu Tabelle 8). Ein statistisch signifikanter Unterschied lag bei den Konditionen
LC 24h/HC 24h und LC 4h/HC 24h vor (siche Abbildung 31 b).

Tabelle 8: Effizienz der Zelladhdsion bei unterschiedlich inokulierter Zellzahl und ROCKi Inkubationszeit.

Ausgesite Verlust Verlust
Konditionen

Zellzahl [-] abs. Zellzahl [-] rel. Zellzahl [%]
LC 4h 1x10° 16403 + 7888 16,4 +7,9
HC 4h 4x10° 37933 + 11426 9,5+2.9
LC 24h 1x10° 15700 + 8487 15,7+ 8,5
HC 24h 4x10° 45967 +£ 9676 11,5+£2,4

Manuelle Untersuchung des zelluldren Verhaltens in Abhangigkeit der Zellkonzentration
und ROCK-Inhibitor Inkubationszeit

Nach Durchfiihrung der Lebendzell-Mikrokopie wurden die Proben zunidchst manuell ausgewertet. Die in
Abbildung 32 a-d gezeigten Aufnahmen zu den Zeitpunkten O h, 24 h und 48 h spiegeln die unterschied-
lichen Verhaltensweisen der dissoziierten hiPSC unter den jeweiligen Konditionen deutlich wider. Bei
einer Zellzahl von 1x10° Zellen und einer ROCKi Inkubationszeit von 4 h lagen auf der Kulturfliche die
Zellen mit relativ groem rdumlichen Abstand zueinander vor (Abbildung 32 a). Nach dem Mediumwech-
sel und im weiteren Verlauf des Experiments zeigte sich, dass die Zellen sich abldsten und keine Kolonien
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bildeten. Es war eine Blasenbildung an der Zellmembran deutlich zu erkennen, was auf ein apoptotisches
Verhalten schlielen lie3. Interessanterweise war bei kleineren Zellverbiinden von drei bis fiinf Zellen eine
Art Kettenreaktion zu erkennen: Ist eine Zelle abgestorben, so wirkt sich dies auf die unmittelbar benach-
barten Zellen aus, die in kurzer Zeit ebenso abstarben. Vereinzelt war auch zu beobachten, dass eine mig-
rierende Zelle nach unmittelbarem Kontakt mit einer abgestorbenen Zelle die Apoptose einleitet und eben-
so abstirbt. Bei gleicher Zellkonzentration, jedoch einer Inkubationszeit des ROCKi von 24 h (Abbildung
32 ¢) waren dhnliche Verhaltensweisen zu beobachten, mit dem Unterschied, dass sich unter dem Einfluss
des ROCKi schon groBere Zellverbiinde formieren konnten. Nach dem Medienwechsel sind dabei nur die
kleinen Zellverbiinde von drei bis fiinf Zellen kritisch und zeigten ein apoptotisches Verhalten, wenn es
nicht zum Zusammenschluss mit einer Kolonie in unmittelbarer Umgebung kam.

Abbildung 32 b zeigt Ausschnitte der Kultivierung mit einer Zellkonzentration von 4x10° Zellen und einer
ROCK:Ii Inkubationsdauer von 4 h. Die Zellen lagen nach dem Medienwechsel nicht als Zellverbiinde im
engeren Sinne vor, lagen aber rdumlich gesehen, in kurzer Distanz zueinander. Nach ROCKi Entfernung
war eine morphologische Anderung zu beobachten und eine sukzessive Formierung zu Kolonien. Hierbei
kam es zunichst zu netzwerkartigen Zellanordnungen, die mit der Tube-formation von Epithelzellen ver-
gleichbar sind. Diese Formation wurde durch die Agglomeration der Zellen zu Kolonien aufgehoben.
Auch bei dieser Kondition waren apoptotische Zellen zu beobachten, die sich in kritischer geringer Zell-
zahl nicht in einer bestimmten Zeit in einen groBeren Zellverbund integrieren konnten. Bei einer Zellkon-
zentration von 4x10° Zellen und 24 h Inkubationszeit des ROCKi (Abbildung 32 d) war nach dem Medi-
enwechsel ein stark ausgepriagtes Netzwerk an hiPSC zu erkennen, die unmittelbaren Zell-Zell Kontakt
hatten. Kurz nach dem Medienwechsel erfolgte, kombiniert mit einer morphologischen Anderung, die
Formation von fldchigen Kolonien. Absterbende Zellen waren kaum zu beobachten und konnten aufgrund
der Zellzahl auch nicht in den Zusammenhang mit einer kritischen Zahl von Zell-Zell-Kontakten in Ver-
bindung gebracht werden.

- - - IERTER HIPSC IN ABHANGIGKEIT
a bl DER ZELLDICHTE UND ROCKI IN-
o j ) T iid KUBATIONSZEIT.

a 1%10° Zellen und 4 h ROCKi Inku-
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dann im weiteren Verlauf ab.
b 4x10° Zellen und 4 h ROCKi Inku-
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Dichte vereinzelt auf der Kulturfld-
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Kolonien.
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Automatisierte Untersuchung des zellularen Verhaltens in Abhangigkeit der
Zellkonzentration und ROCKIi-Inkubationszeit

Nach der manuellen Analyse wurde untersucht, ob das zelluldre Verhalten auch mit automatisierten Me-
thoden moglich ist. Die Bildanalyse wurde mittels einer implementierten Routine mit CellProfiler durch-
gefiihrt, in deren Anschluss die Analyse der Daten mit Skripten in R erfolgte. Die Quantifizierung der kon-
fluenten Zellflache zeigte deutliche Einfliisse der Zellkonzentration und der Inkubationszeit des ROCKi
auf das Wachstumsverhalten der hiPSC (Abbildung 33 a). Dissoziierte hiPSC, die mit hohen Konzentrati-
onen ausgesit wurden, wuchsen deutlich schneller und erreichten nach 48 h die groBte konfluente Zellfla-
che (blaue und schwarze Kurve). In beiden Konditionen stagnierte bzw. fiel der Wert der Konfluenz zu-
néchst, erreichte ein lokales Minimum und stieg dann wieder kontinuierlich an. Das lokale Minimum war
bei HC 4 h bei etwa 15 h und bei HC 24 h bei etwa 12 h nach Start der Lebendzell-Mikroskopie bzw. nach
Entfernen des ROCKIi. Aus der manuellen Analyse ging hervor, dass bei diesen Konditionen zunéchst eine
Formierung von Kolonien erfolgte und teilweise Zellen abstarben. Bei HC 4 h wurde dieses Verhalten
durch die fallende Konfluenz deutlich. Bei HC 24 h hingegen erfolgte hauptséchlich eine Formierung von
Kolonien mit einhergehender morphologischer Anderung der Zellen. Die Konfluenz stagnierte in diesem
Bereich, bevor dann eine Proliferation und Ausbreitung der Kolonien folgte. Bei den Konditionen LC 4 h
und LC 24 h war das lokale Minimum nicht erkennbar. Bei LC 24 h fiel der Wert der Konfluenz zunéchst
leicht ab und stieg in der Folge bis zum Ende des Untersuchungszeitraums kontinuierlich an. Die Konditi-
on LC 4 h zeigt dahingegen keine Zunahme der Konfluenz. Zu Beginn fiel der Wert der Konfluenz leicht
ab und stagnierte dann bis zum Ende des Experiments. Dieser Verlauf entsprach der manuellen Analyse,
bei der festgestellt wurde, dass wenige Zellverbiinde zu Beginn des Experiments aufgrund einer kritischen
Zellzahl abstarben. Die Anderung der Konfluenz iiber die Zeit im linearen Bereich (zwischen 20 h und
30 h) konnte somit klassifiziert werden in HC 24h > HC 4h > LC 24h >LC 4h.

Mit der Quantifizierung der Entropie sollte ferner untersucht werden, ob sich das zelluldre Verhalten durch
Textur-Eigenschaften des Bildes modellieren ldsst. Abbildung 33 b zeigt den Verlauf der Entropie des Ge-
samtbildes (ohne vorherige Segmentierung) iiber die Zeit, wohingegen Abbildung 33 ¢ die Entropie der
detektierten Zellflache quantifiziert. Die Quantifizierung des Verlaufs der Entropie tiber das Gesamtbild
(ohne Segmentierung) in Abbildung 33 b zeigte dhnliche Charakteristika wie bei der Analyse der Kon-
fluenz. Bei den Konditionen HC 4 h und HC 24 h war ebenso eine Anderung der Entropie festzustellen,
die im Bereich der beobachteten Zeitpunkte lagen. Analog verhielten sich die Kurven bei den Konditionen
LC4hund LC 24 h.
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Abbildung 33: AUTOMATISIERTE ANALYSE DES WACHSTUMSVERHALTENS VON DISSOZIIERTEN HIPSC UBER DIE ZEIT.

a. Konfluenzverhalten dissoziierter hiPSC anhand der Zellfliche. Gezeigt sind Mittelwerte und SD aus n=3 unabhdngigen
Experimenten mit je 19-20 beobachteten Bildausschnitten. b Verlauf der Entropie als Textur-Parameter des Gesamtbildes
dissoziierter hiPSC. Gezeigt sind die Mittelwerte + SD aus n=3 unabhdngigen Experimenten. c Verlauf der Entropie der
detektierten Objekte iiber die Zeit. Eine genaue Erlduterung ist im Text gegeben. Gezeigt sind Mittelwerte und SD aus n=3
unabhdngigen Experimenten mit je 19-20 beobachteten Bildausschnitten. In allen Graphen sind LC = 1x10° Zellen, HC =
4x10°Zellen und 4 h = 4 h ROCKi Inkubation und 24 h = 24 h ROCKi Inkubation.
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Die detektierten Werte lieBen sich ebenso auf die biologischen Gegebenheiten iibertragen. Die Entropie,
als MaB fiir die Homogenitét der Textur, war zum Zeitpunkt t = 0 h bei den jeweiligen Zellkonzentrationen
vergleichbar. Dies erkldrte sich durch die dhnlich dichte Bedeckung der Oberfléche mit Zellen. Bei den
niedrigen Konzentrationen war jedoch mehr unbewachsene Kulturoberflache sichtbar, die, auf die Textur
bezogen, homogener war. Bei entsprechend hoherer Zellzahl verringerte sich diese Fliache, was eine hohe-
re Entropie zur Folge hatte. Durch die Art der Kondition erfolgte dann eine kontinuierliche Ausbreitung
der Zellen, die, auf die Textur bezogen, eine Verringerung der Homogenitit zur Folge hatte. Bei der Kon-
dition LC 4 h erfolgte keine Steigerung der Entropie iiber die Zeit, was letztendlich als Ausbleiben der
Proliferation und Formierung von Kolonien gedeutet werden konnte. Ahnlich wie bei der Konfluenz ergab
sich auch hier die Reihenfolge HC 24h > HC 4h > LC 24h >LC 4h. In Abbildung 33 ¢ wird die Entropie
der Zellflache selbst quantifiziert, d. h. ohne die Kulturfliche. Die Daten lieBen hier jedoch keine eindeu-
tige Zuordnung zum biologischen Verhalten zu. Bei den Konditionen HC 4 h und LC 4 h war ein kontinu-
ierlich fallender Wert der Entropie zu beobachten, wohingegen bei HC 24 hund LC 24 h ein stagnierender
Wert festzustellen war.

Die Ergebnisse zeigten, dass derartige biologische Prozessen mittels nicht-invasiver Bildanalyse sowohl
mit Segmentierung (Parameter: Konfluenz), als auch ohne Segmentierung durch Analyse des Gesamtbil-
des (Parameter: Entropie) abgebildet werden konnten. Ferner war bei den Untersuchungen eine Optimie-
rung der Kultivierungsbedingungen ableitbar, die eine hohe Zellkonzentration mit entweder kurzer oder
langer Inkubationszeit mit ROCK-Inhibitor beinhaltete.

4.3  Untersuchung von strukturbildenden zellularen Prozessen mit neuartigen
Geruststrukturen

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse im Zusammenhang mit Geriiststrukturen dargestellt. Die
Geriiststrukturen basieren dabei auf Alginat-Hydrogelen, die entweder als zweidimensionale Matrix oder
als sphirische Mikrotrager mit den Zellen interagieren. Es werden verschiedene Ansétze untersucht, um
letzendlich auf die Methode zu fokussieren, die es erlaubt flexibel UHV-Alginate zu biofunktionalisieren
und in Prozessen des Tissue Engineerings anzuwenden. Dabei werden Ansétze zur topographischen Struk-
turierung, nanopartikuldren Beschichtung, anorganischen Beschichtung, nicht-kovalenten Modifikation
sowie kovalenten Modifikation untersucht.

4.3.1 Fibrillare Alginat-Oberflachen

Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil eines vorbereiteten Manuskripts zur Verdffentlichung
[324].

In diesem Kapitel wird untersucht, ob eine mikrostrukturierte Alginat-Oberflache das Adhésionsverhalten
von murinen Fibroblasten beeinflussen kann. Die Strukturierung des Alginats erfolgte mit Standard-
Labormaterialien und konnte dadurch ohne komplexe Vorbereitungen durchgefiihrt werden. Der in Ab-
schnitt 3.7.2 beschriebene Strukturierungsprozess erfolgte vollstindig unter physiologischen Bedingungen,
so dass eine hohe Kompatibilitidt bei empfindlichen Zellen auch weiterhin gegeben ist. Die Alginat-
Oberfldchen enthielten topographische Merkmale (Fasern), die mit der beschriebenen Methode aufge-
bracht wurden. Durch die Méglichkeit, Membranen mit unterschiedlichem Porendurchmesser zu beziehen,
erlaubte diese Methode individuelle Anpassungen an das zellbiologische Experiment. Die auf der Algin-
atmembran entstandenen Fasern hatten bei einem Durchmesser von 2 pm eine Lange von 9,2 + 1,2 pm
(siche Abbildung 34) und zeichneten sich damit auch durch eine homogene Faserlédnge aus.
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Das zelluldre Verhalten der fibrilldren Alginat-Oberflachen wurde anhand von murinen Fibroblasten unter-
sucht. Fiir die Quantifizierung der Zellreaktion wurden drei Klassifizierungen eingefiihrt: adhérent, rund
und aggregiert. Die hochste Adhésionsrate konnte auf der Standard-Polystyren Oberflédche (TCPS) mit
90% adhérenter Zellen bei lediglich 8% abgerundeter Zellen verzeichnet werden. Auf nativer, unstruktu-
rierter Alginat-Oberfléche lag der Anteil adhérenter Zellen bei 4%, wohingegen der Anteil der runden Zel-
len bei 85% lag. Insbesondere bei dieser Oberflache beeinflusste die Aggregation die Anzahl der Einzel-
zellen. Auf den strukturierten Alginat-Oberflichen konnte die grof3te Anzahl adhérenter Fibroblasten auf
den Alginaten mit Fasern eines Durchmessers von 0,6 um beobachtet werden (51,7 + 25,7%, Abbildung
35 a). Auf der Oberfldche mit Fasern des Durchmessers 1,0 pm waren 29,7 + 20,3% der Zellen adhirent
(Abbildung 35 b). Die niedrigste Adhésionsrate wurde auf den Oberfldchen mit Fasern des Durchmessers
2,0 pm gemessen (20,2 + 15,8%, Abbildung 35 c). Insgesamt gesehen war demnach die Adhésionsrate
durch die Texturierung im Vergleich zum unstrukturierten Alginat erhdht in der Reihenfolge
0,6 um > 1,0 um > 2,0 um (Abbildung 35 d). Zusétzlich wurde die Morphologie der Fibroblasten zur Un-
tersuchung des zelluldren Verhaltens analysiert. Die Fliche (Abbildung 35 e) und die Zirkularitét
(Abbildung 35 f, perfekter Kreis bei einem Wert von 1,0 (Wertebereich: zwischen 1 und 0, dimensionslos)
der Zellen geben dabei weiteren Aufschluss iiber die Interaktion mit der verfiigbaren Oberfliche. Auf den
(harten) TCPS-Oberflachen lagen die Fibroblasten extrem ausgebreitet (Zellflache 987 + 324 pm?) und mit
einer unregelmafBigen Morphologie (Zirkularitit 0,46 + 0,17) vor. Im Gegensatz hierzu waren die Zellen
auf dem nativen unstrukturierten Alginat nur minimal ausgebreitet (Flache 294 & 76 pm), was sich ebenso
in der runden Morphologie widerspiegelte (Zirkularitit 0,93 + 0,07%). Auf den mit Fasern strukturierten
Alginaten war die Fliche um etwa 50% geringer, verglichen mit der auf der TCPS-Oberfléche (0,6 um:
487 £ 128 um, 1,0 pm: 504 £ 198 pm, 2,0 um: 456 + 176 um). Die mittlere Zirkularitét der Fibroblasten
lag bei den strukturierten Alginat-Oberflachen zwischen der von den Fibroblasten auf TCPS und der von
unstrukturiertem Alginat (0,6 um: 0,52 + 0,26, 1,0 um: 0,63 = 0,30, 2,0 pm: 0,74 = 0,23).
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Abbildung 35: QUANTIFIZIERUNG DER ZELLULAREN REAKTION AUF STRUKTURIERTE ALGINAT-OBERFLACHEN.

Anteil adhdrenter Fibroblasten auf a Alginat mit 0,6 um Strukturen, b Alginat mit 1,0 um Strukturen ¢ Alginat mit 2,0 um
Strukturen jeweils im Vergleich zu TCPS (TC) und unstrukturiertem Alginat (ALG). Gezeigt sind die Adhdsionsraten von
n=3-4 Experimenten. d Adhdrente Zellen extrahiert aus a-c im direkten Vergleich. e Morphologische Analyse der Zelladhdisi-
on anhand der Zellfliche und f anhand der Zirkularitit der Zellen. Gezeigt sind die Daten aus n=3 Experimenten mit N>200
analysierten Zellen. Die horizontalen Balken in e und f markieren den Mittelwert des Datensatzes.

Anhand der Daten konnte gefolgert werden, dass die Strukturierung das Adhésionsverhalten auf den struk-
turierten Alginat-Hydrogelen positiv beeinflusste und im Vergleich zu den nativen Alginaten verbessert
werden konnte, es aber nicht an das der TCPS-Oberflache heranreichte.

Zur weiteren Analyse der Morphologie wurden Proben mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM, Ab-
bildung 36) untersucht. Hierdurch konnte die direkte Interaktion der Fibroblasten mit den Fasern bestétigt
werden. Die Zellen interagierten dabei insbesondere mit ihren Membranfortsétzen (Filipodien) mit den
Fasern und nutzten diese als Art Verankerung (Abbildung 36 a, b). Neben dieser konnte noch eine weitere
interessante Interaktion beobachtet werden. Fibroblasten, die adhdrent, aber nicht ausgebreitet auf der
Oberfldche vorlagen, bildeten lange, schlauchartige Membranausstiilpungen (Abbildung 36 c). Fasern, die
nicht aufgerichtet auf der Oberfléche vorlagen, sondern auf der Alginat-Oberfléche auflagen, fiihrten dazu,
dass Membranfortsétze durch dieses Geflecht hindurchwuchsen und sich die beschriebene Membranstruk-
tur bildete. Hierdurch waren die Zellen auf der Oberflache zwar nicht ausgebreitet, aber dennoch fixiert.
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Abbildung 36: INTERAKTION DER FIBROBLASTEN MIT DER STRUKTURIERTEN ALGINAT-OBERFLACHE. a Fibroblasten auf
Alginaten mit 0,6 um Fasern. al Strukturiertes Alginat (weifser gestrichelter Kreis) und Interaktion Fibroblasten mit Filopo-
dien/Lamellipodium mit den Alginatfasern (weifier Pfeil) Neben den ausgebreiteten Fibroblasten zeigt das Bild auch einen
adhdrenten, jedoch nicht ausgebreiteten Fibroblasten (weifler Stern). a2 Detailansicht der Interaktion. b Interaktion auf
Alginaten mit 2,0 um Fasern mit. b1 Strukturiertes Alginat (weifler gestrichelter Kreis) und Interaktion Fibroblasten mit
Filopodien/Lamellipodium mit den Alginatfasern (weifSer Pfeil). minimal adhdrenter Fibroblast (weiffer Stern) und ausge-
breiteter Fibroblast (weifse Raute). b2 Detailansicht der Interaktion. ¢ Ausbildung von Membranfortsdtzen (Stern) von run-
den Zellen (Raute). Die Membranausstiilpung wird von aufliegenden Fasern (Pfeile) fixiert. Mafstabsbalken in a und b:

10 um.

Zusammenfassend konnte diese Strukturierungsmethode sehr gut genutzt werden, um Alginate mit sehr
einfachen Mitteln in einem GroéBenbereich zu strukturieren, der auch mit Methoden der Mikrosystemtech-
nik nur mit hohem Aufwand erzielt werden kann. Einfache Zellsysteme wie Fibroblasten reagierten auf
diese Strukturierung mit einer gesteigerten Adhésion, wenn man diese mit nativem, unstrukturiertem Algi-
nat vergleicht. Die Ubertragung auf nicht planare Geriiststrukturen wie z. B Alginat-Mikrotriiger ist hierbei
jedoch der limitierende Faktor, da hierfiir das Eintropfen in eine Losung mit Vernetzer-lonen nicht in Fra-
ge kommt. Aus diesem Grund wurde diese Strukturierungsmethode in dieser Arbeit nicht weiterverfolgt,
auch wenn sie die Grundlage fiir Geriiststrukturen fiir neuartige Zellmodelle bieten kdnnte. Dies wurde in
ersten Experimenten mit einer Modifikation des Verfahrens aufgezeigt. Nach Ersetzen der pordsen Memb-
ranen durch ein Siliziumsieb (SmartMembranes GmbH, Halle/Saale, Deutschland) konnten ebenfalls
planare Alginat-Geriiststrukturen mit Fasern modifiziert werden. Durch die Verwendung einer dickeren
Membran konnte die Faserlange deutlich gesteigert werden und es entstand ein hochkomplexes Geflecht
von Alginatfasern.
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Abbildung 37: UBERTRAGUNG DER STRUKTURIERUNGSMETHODE ZUR HERSTELLUNG KOMPLEXER ALGINAT-
GERUSTSTRUKTUREN.

a Illlustration der Methode. b Phasenkontrastaufnahme der erzeugten Geflecht-artigen Alginat-Geriistrukturen. ¢ Fluores-
zenzaufnahme der Geflecht-artigen Alginat-Geriistrukturen nach Féarbung mit FITC-markiertem pLL mittels konfokaler
Laserscanning Mikroskopie.

Abbildung 37 a zeigt das Prinzip dieser Methode auf. Die Geflecht-artigen Strukturen (Abbildung 37 b, c)
sind nach erster Analyse mit denen vergleichbar, die beispielsweise durch Elektro-Spinnen erzeugt wer-
den, haben jedoch durch die angewendete Methode den Vorteil, dass die Fasern auf der Oberflidche mit
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dem Alginat verankert sind. Auf diese Weise erhélt man eine Geriiststruktur, die fiir die Entwicklung neu-
artiger dreidimensionaler Zellmodelle exzellent geeignet ist.

4.3.2 Nanopartikel-beladene Alginat-Oberflachen
Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil einer Verdffentlichung [310]

Nach der zuvor beschriebenen Modifikation der Alginat-Oberfliche mit Fasern (Textur), die zwar eine
Verbesserung der Adhésion von Fibroblasten hervorrief, jedoch auf planare Oberfldchen beschrankt war,
sollte die Moglichkeit einer Modifikation mit funktionalisierten Nanopartikeln untersucht werden.
CaP-Nanopartikel wurden dabei wéhrend der Vernetzung des Hydrogels zur Modifikation beigefiigt.

Die Kultivierung von L.929 Fibroblasten zeigte eine Biofunktionalisierung der Oberflache fiir dieses Zell-
system. Die Fibroblasten adhdrieren nach weniger als einer Stunde auf der modifizierten Alginat-
Oberflache. Aufunbehandelter Alginat-Oberflidche hatten die Zellen keinen Anreiz zur Adhésion und eine
Agglomeration war die Folge.

Abbildung 38: ZELLULARE REAKTION VON
FIBROBLASTEN AUF ALGINAT-HYDROGELEN IM
ZUSAMMENHANG MIT CAP-NANOPARTIKEL.

a Zelluldre Reaktion auf unbeladenen Alginat-
Oberfldchen. Die Zellen zeigen keine Reaktion in
Form einer Adhdsion und tendieren zu Agglome-
ration durch Zell-Zell-Interaktion.

b Zellulire Reaktion auf mit CaP-Nanopartikel
beladenen Alginat-Oberflichen. Die Zellen sind
in der Lage mit der Oberfliche in Form der
Adhdision zu interagieren.

¢ Zelluldre Reaktion auf Standard TCPS Ober-
fliche. Die Zellen adhdrieren und zeigen eine
starke Ausbreitung.

d Quantifizierung der Adhdsionsrate nach 24 h
Kultivierung. Die hdchste Adhdsionsrate konnte
auf'der TCPS Oberfliche (,, TCPS“) gemessen
werden, die geringste auf der unmodifizierten
Alginat-Oberfldiche (,, BaCl, —CaP-NP*). Bei der
mit CaP-Nanopartikel beladenen Oberfldche
(,,BaCl, +CaP-NP ") konnte eine Adhdsionsrate
von mehr als 75% gemessen werden. Gezeigt
sind die Adhdsionsraten als Mittelwert + SD
(n=3 Experimente). Skala in a, b, ¢: 200 um.
Abbildung aus [310], abgedndert. Der Kontrast
wurde zur besseren Darstellung erhdht.
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Fiir diese Untersuchung wurden insgesamt drei Konditionen herangezogen: TCPS-Oberfléche, Alginat-
Oberflache (nativ) und Alginat-Oberfliche mit 0,3 mg/ml CaP-Nanopartikel. Die Zeitrafferaufnahmen
zeigten eine eindeutige Reaktion der Zellen auf die modifizierten Alginat-Oberflachen (Abbildung 38 b).
Nach einer Stunde war eine Adhédsion der Zellen zu beobachten. Die TCPS-Oberfléche begiinstigte ebenso
die Zelladhidsion (Abbildung 38 ¢), im Gegensatz zur reinen Alginat-Oberflache, auf der keine zellulédre
Reaktion in Form einer Adhdsion zu erkennen war (Abbildung 38 a). Die Adhésionsrate (Abbildung 38 d)
der Fibroblasten nach 24 h auf der Standard-Kulturoberfldche (,, TCPS*) lag bei 94,4 & 2,4%, bei der nati-
ven Alginat-Oberflache (,,BaCl, -CaP-NP*) bei 0 + 0% und auf der mit CaP-Nanopartikel-beladenen Algi-
nat-Oberfléache (,,BaCl, +CaP-NP*) bei 76,1 + 21,0%. Die vergleichsweise hohe Standardabweichung war
durch einen Versuchsansatz zu erkléren, bei dem nur eine niedrige Adhésionsrate, wohingegen bei den
zwei anderen Durchldufen eine hohe Adhésionsrate gemessen wurde. Die Art der Ausbreitung auf den mit
CaP-Nanopartikel-beladenen Alginat-Oberfldchen unterschied sich rein qualitativ ebenso von der auf den
Standard-Kulturschalen. Soweit dies durch die zweidimensionalen Aufnahmen der Phasenkontrastmikro-
skopie erkennbar ist, waren die Zellen auf der harten Plastikoberfliche mehr ausgebreitet und flacher, wo-



ERGEBNISSE 89

hingegen sie auf der der weicheren CaP-Nanopartikel-beladenen Alginat-Oberfléche weniger ausgebreitet
und volumindser erschienen.

Die Daten belegten, dass eine Modifikation mit nanopartikuldren Systemen wie CaP-Nanopartikel erreicht
werden konnte. Diese (unspezifische) Funktionalitit reichte aus, um die Adhésion eines einfachen Zellsys-
tems (L929 Fibroblasten) auf Alginat-Hydrogeloberfldchen zu erméglichen. In den sich anschlieBenden
Experimenten sollte untersucht werden, ob diese Funktionalitét fiir die Kultivierung von komplexeren
Zellsystemen wie z. B. hMSCs ausreicht. Hierzu sollte zunédchst untersucht werden, inwieweit sich die
CaP-Nanopartikel auf Alginatkugeln iibertragen lassen und wie im Falle des erfolgreichen Transfers die
zelluldre Reaktion von hMSCs aussieht.

Ubertragung der CaP-Nanopartikel auf Oberflachen: Kugeln

Fiir die Ubertragung standen zwei Moglichkeiten zur Verfiigung, bei denen die nativen Alginatkugeln in
einer CaP-Nanopartikel Dispersion inkubiert wurden oder bei der die Alginattropfen bei dem Herstel-
lungsschritt in einem Vernetzerbad geliert wurden, das bereits die CaP-Nanopartikel enthielt. Insbesondere
die zweite Herstellungsmethode erlaubte die Integration der Beschichtung in den normalen Herstellungs-
prozess der Alginatkugeln. In Vorversuchen wurde ebenso festgestellt, dass eine Inkubation der Alginatku-
geln in einer CaP-Nanopartikel Dispersion zu einem starken Schrumpfen der Kugeln fiihrte, was durch
noch freies Calcium zu erkldren war. Basierend auf dem Wissen der chemischen und physikalischen Fi-
genschaften von CaP-Nanopartikeln und Alginat wurde die Hypothese iiberpriift, ob ein direktes Beladen
der Alginatkugeln mit CaP-Nanopartikeln wéhrend des Herstellungsprozesses moglich ist. Abbildung 39
a-fzeigt Alginatkugeln, die in unterschiedlichen Vernetzungsbéddern geliert wurden. Alginatkugeln, die in
einem Fallbad mit 20 mM BaCl, geliert wurden, zeigten die nahezu einer perfekten Kugel entsprechenden
Morphologien, mit einer sehr glatten Gestaltung der Oberfldche und einer vollstindigen Transparenz
(Abbildung 39 a). Bei einem Vernetzerbad mit 10 mM BaCl, mit 15 mg/ml CaP-NP konnten ebenfalls
wohlgeformte Alginatkugeln hergestellt werden (Abbildung 39 b). Diese waren auf der Oberflache stark
strukturiert und zeichneten sich durch eine reduzierte Transparenz aus.
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Abbildung 39: ALGINATKUGELN MIT UNTERSCHIEDLICHER BELADUNG DURCH CAP-NANOPARTIKEL.

a Native Alginatkugeln ohne CaP-NP Beladung, b Alginatkugeln nach Beladung im Fillbad mit 0,15 mg/ml CaP-NP und

10 mM BaCl,. Reine CaP-NP Dispersionen mit ¢ 0,1 mg/ml und d 0,2 mg/ml CaP-NP erméglichen keine Herstellung von
Alginatkugeln. Dispersionen mit einer Konzentration von d, f 0,3 mg/ml CaP-NP ermdglichen zwar die Herstellung von
Alginatkugeln, diese jedoch nicht reproduzierbar. g Quantifizierung der Alginatkugeln anhand des Aquivalent-Durchmessers
nach 0 d und 4 d. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SD (n=3). (*): statistisch signifikant (p<0,05, t-test). Skala in a-f: 500 um.
Abbildung aus [310], abgedndert.

Erfolgte die Vernetzung des Alginats nur in CaP-Nanopartikel Dispersionen ohne BaCl,, so war bei einer
Konzentration von 0,1 mg/ml (siche Abbildung 39 ¢) und 0,2 mg/ml (siche Abbildung 39 d) keine Forma-
tion von Alginatkugeln zu beobachten. Die Abbildungen veranschaulichen deutlich, dass das Alginat zwar
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minimal geliert und auch teilweise kugelformige Hydrogele erkennbar sind, diese jedoch nicht sauber
getrennt voneinander vorliegen. Bei einer Konzentration von 0,3 mg/ml (Abbildung 39 e) CaP-
Nanopartikel konnten in einzelnen Experimenten voneinander getrennte Alginatkugeln beobachtet werden.
Diese waren jedoch nicht reproduzierbar herstellbar, wie Abbildung 39 fillustriert. Aufféllig war bei dieser
Vernetzerlosung eine einseitige Deformation in Form eines Kranzes, sowie eine zusétzliche Alginatschicht
um die agglomerierten Kugeln. Aus den Daten wurde ersichtlich, dass eine Mischung von CaP-
Nanopartikeln nur mit einer 20 mM BaCl, Losung zu beladenen Alginatkugeln fiihrte. Die Stabilitét dieser
Kugeln wurde anhand des Aquivalent-Durchmessers direkt nach der Herstellung und nach 4 Tagen Inku-
bation quantifiziert (Abbildung 39 g). Hieraus wurde ersichtlich, dass die Kugeln in diesem Zeitraum
stabil waren, sich im Fall der mit CaP-Nanopartikel beladenen Alginatkugeln aber von der Ausgangsgrofe
signifikant unterschieden (Tag 0: 638,5 + 19,0 um, Tag 4: 555,7 = 51,7 um). Die nativen Alginatkugeln
unterschieden sich dahingegen nicht signifikant, wenn man den Durchmesser nach Herstellung bzw. nach
4 Tagen vergleicht (Tag 0: 614,3 £ 29,3 um, Tag 4: 604,9 + 28,0 um). Ebenso unterschieden sich die
Aquivalent-Durchmesser der nativen Alginatkugeln und die der CaP-Nanopartikel beladenen Alginatku-
geln signifikant nach der Herstellung. Fiir die Ubertragung wurde ein Prototyp entwickelt, der Nanoparti-
kel von einer planaren (nanostrukturierten) Oberflache auf native Alginatkugeln iibertragen soll. Basierend
auf dem GeSiM Nanoplotter (GeSiM mbH, Rossendorf, Deutschland) wurde mit der Halterung fiir die
sog. passive tip ein Stempel aus Aluminium an den in x, y, und z beweglichen Roboterkopf ein Werkzeug
implementiert (Abbildung 40 a). Mit diesem Werkzeug lieBen sich Alginatkugeln definiert mit einer NP-
beladenen Oberfliche horizontal kontaktieren (z-Richtung) und gleichzeitig lateral iiber diese Oberfléche
bewegen (x- und y-Richtung).

Durch den genutzten Aluminiumstempel und den sich um die Alginatkugeln befindlichen Fliissigkeitsfilm
adhérierten die Alginatkugeln an dem Metall, was eine leichte Handhabung garantierte (Abbildung 40 b).
Die Hardware des Nanoplotters ist iiber eine Schnittstelle vollstindig kontrollierbar und ermdglichte die
Implementierung von Verfahrwegen, mit denen die Alginatkugeln {iber die abgeschiedenen Nanopartikel
bewegt werden sollten. Abbildung 40 c zeigt die NP-Oberfliche nach Durchfiihrung der Ubertragung.
Deutlich zu erkennen ist die Flache mit veranderter Transparenz, in der der Fahrweg des Roboterarms mit
roten Pfeilen annotiert wurde. Insgesamt wurde diese Bewegung viermal wiederholt. Durch die Nutzung
von TRITC-modifizierten Nanopartikeln konnte der Transfer verifiziert werden. Abbildung 40 d zeigt eine
Fluoreszenzautnahme mit dem 7exas Red Filter, auf der kein Fluoreszenzsignal detektierbar war, wohin-
gegen das Fluoreszenzbild in Abbildung 40 e ein deutliches Signal an der Oberfldche der Alginatkugeln
aufwies. Zur besseren Veranschaulichung wurden die Histogramme des roten Bildkanals exportiert und in
einem Diagramm dargestellt (Abbildung 40 f). Das Histogramm der nativen Alginatkugeln wies die meis-
ten Pixelintensititen im Bereich von etwa 0-10 auf, wohingegen bei den Alginatkugeln nach der Transfer-
prozedur die Pixelintensititen im Bereich von 0-50 lagen, was mit der erfolgreichen Ubertragung der CaP-
NP einherging. Wie in Abbildung 40 e zu erkennen ist, war die Form der Alginatkugeln durch die Prozes-
sierung nicht signifikant veréndert, was auf eine optimal eingestellte Hohe von Stempel und NP-
Oberflache schlieen lieB. Dennoch wurden vereinzelt deformierte Alginatkugeln beobachtet, die mog-
licherweise durch den Stempel gequetscht wurden. In weiteren Entwicklungsstufen des Prototyps konnte
ein flexibler Objekttisch diese Problematik 10sen, indem bei Kontaktierung die Kraft nicht auf die Alginat-
kugeln allein ausgeiibt wird, sondern auch durch den Objekttisch abgefedert wird, um ein Zerquetschen zu
vermeiden. Kombiniert man die Ergebnisse aus diesem Abschnitt, so ist festzuhalten, dass Alginat mit
CaP-Nanopartikeln zur Zelladhision funktionalisiert und Alginatkugeln ebenso stabil mit einem alternati-
ven Vernetzungsbad mit CaP-Nanopartikeln beladen werden konnten.
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Abbildung 40: ROBOTER-GESTUTZTE UBERTRAGUNG VON CAP-NANOPARTIKELN VON EINER OBERFLACHE AUF ALGINAT-
KUGELN.

a Prinzip der Ubertragung von abgeschiedenen Nanopartikel auf Alginatkugeln. Die Kugeln werden mit einem Stempel aus
Aluminium mit der Nanopartikel-beladenen Oberfliiche kontaktiert und mit dem Stempel in x- bzw. y-Richtung bewegt. b Die
Alginatkugeln adsorbieren (,, kleben ) durch einen noch minimal vorhandenen Fliissigkeitsfilm an dem Aluminium-Stempel,
was einen Transfer zur und von der Nanopartikel-beladenen Oberfliche erleichtert. ¢ Oberfliche mit abgeschiedenen Nano-
partikeln nach dem Transfer. Der Bereich mit Nanopartikeln ist durch die schwarze gestrichelte Linie markiert. Der Bereich,
in dem die Alginatkugeln kontaktiert wurden, ist durch die verdnderte Lichtbrechung deutlich erkennbar. Die roten Pfeile
zeigen das Bewegungsmuster zur Ubertragung an. d Native Alginatkugeln ohne Nanopartikel, e Alginatkugeln nach durchge-
fiihrter Ubertragung. Die Bilder in d und e zeigen Fluoreszenzaufnahmen mit dem Texas Red Filter, die kleinen Bilder die
entsprechenden Durchlichtaufiahmen. Durch die Modifikation der Nanopartikel mit Rhodamin ist eine Ubertragung mittels
Fluoreszenzmikroskopie nachweisbar. f Die Histogramme der Intensitdt des roten Kanals aus d (schwarze Linie) bzw. e (rote
Linie) illustrieren die Ubertragung durch die Verschiebung des Histogramms. Mafstab in d und e: 200 um. Abbildung aus
[310], abgedndert.

Untersuchungen zur Nutzung CaP-Nanopartikel-beladener Alginatkugeln als Mikrotra-
ger

Die mit CaP-Nanopartikel-beladenen Alginat-Mikrotréger wurden aufgrund der vorangegangenen Expe-
rimente im ,,hdngenden Tropfen* (Abbildung 41 a) in Verbindung mit hMSCs untersucht. Die Kultivie-
rungsform des ,,hdngenden Tropfen* wurde gewahlt, um eine direkte Kontaktierung der Zellen mit der
modifizierten Oberflache zu realisieren und ,,Nebeneffekte* wie eine Plastikadhdsion auszuschlie3en.

Auf den nativen Alginat-Mikrotrdgern (ohne Nanopartikel) erfolgte eine Aggregatbildung aufgrund feh-
lender Zell-Matrix-Interaktionsmoglichkeiten (Abbildung 41 b1, b2). Wurden die Zellen zusammen mit
CaP-Nanopartikel funktionalisierter Alginat-Mikrotrager kultiviert, so konnte man ein verandertes Verhal-
ten beobachten. Wie in Abbildung 41 c1 und c2 gezeigt, interagierten die Zellen mit den Mikrotrédgern. Im
Vergleich zu den nicht modifizierten Mikrotrigern erfolgte eine Zelladhésion, die wie in Abbildung 41 c2
zu erkennen ist auch zu einer Ausbreitung der Zellen fithren kann. Insgesamt konnte eine gesteigerte Ad-
hésion beobachtet werden, die jedoch nicht generell zu einer Ausbreitung der Zellen auf den Mikrotriagern
fiihrte. Mikrotriger, die als Kontrolle mitgefiihrt wurden und fiir eine adhdrente Kultur ausgelegt sind
(nicht aufgefiihrt), zeigten, dass bei optimaler Funktionalisierung ein vollstindiger Bewuchs der Mikrotra-
ger mit ausgebreiteten Zellen moglich war. Die durchgefiihrten Vitalitdtsfarbungen (Abbildung 41 c2)
belegten die weiterhin vorhandenen biokompatiblen Eigenschaften der Alginat-Mikrotréger, die mit CaP-
NP modifiziert wurden.
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Die in diesem Kapitel beschriebene Modifikation zeichnete sich durch ihre direkte Integrationsmoglichkeit
in den Herstellungsprozess der Alginat-Mikrotriger aus. Es konnte gezeigt werden, dass es moglich ist,
eine Funktionalisierung wihrend der Mikrotrédger-Herstellung zu erreichen. Einfache Zellsysteme, wie
murine Fibroblasten konnten auf diesen Alginat-Oberflachen adhirieren und sich ausbreiten, wohingegen
anspruchsvollere Zellsysteme wie hMSCs zwar adhérierten, sich aber nicht ausbreiteten. Trotz der Vorteile
dieser Methode wurde eine weitere Optimierung, z. B. in Form einer Funktionalisierung der Nanopartikel
mit Proteinen der extrazelluldren Matrix, nicht weiter verfolgt und eine neuartige Methode der Metallisie-
rung von Alginat-Hydrogelen untersucht, die im folgenden Kapitel beschrieben wird.

| HD-Platte |

Einlass |

Zellen,
Mikrotrager

Hanging droplet

Abbildung 41: ALGINAT-MIKROTRAGER MODIFIZIERT MIT PEI CAP-NANOPARTIKELN (MARKIERT MIT TRITC).

a Schematischer Aufbau der Kultivierungsmethode ,, Hingender Tropfen“. b Zelluldre Reaktion von hMSCs auf native Algi-
nat-Mikrotrdger nach 4 Tagen im ,, Hingenden Tropfen. ¢ Zelluldre Reaktion von hMSCs auf PEI-CaP-Nanopartikel Alginat-
Mikrotrdger nach 4 Tagen im ,, hingenden Tropfen. b1, c1 Durchlichtmikroskopie, b2, c2 Fluoreszenzmikroskopie (Triple-
Band Filter). Mafistabsbalken: 500 um. Abbildung aus [310], abgedndert.

4.3.3 Metallisierte Alginat-Oberflachen
Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil eines Manuskripts zur Veroffentlichung [325].

In diesem Ansatz wurde die Idee verfolgt, die Eigenschaften des Titans mit denen des Alginats zu verbin-
den um eine Biofunktionalisierung zu realisieren. Bei den Untersuchungen dieser Oberflichenmodifikati-
on zeigte sich zu Beginn, dass die Ansitze mit nicht geliertem Alginat ein Ablosen der Alginatschicht nach
Kontaktierung mit der Zellsuspension zur Folge hatte und diese Kondition generell nicht kompatibel zur
Kultivierung von adhérenten Zellen ist. Sie wurde daher nicht weiter betrachtet und der Fokus auf die
Analyse des TCPS bzw. gelierten Alginats mit und ohne Metallisierung gesetzt.

Verhalten von mesenchymalen Stammzellen auf metallisiertem Alginat bzgl. der Morpho-
logie

Die Morphologie der mesenchymalen Stammzellen wurde 5 h nach Inokulation analysiert. Dieser Zeit-
punkt wurde ausgewdhlt, da hier eine Adhésion der Zellen weitestgehend abgeschlossen ist. Abbildung 42
a zeigt die Adhésionsrate der Zellen zu diesem Zeitpunkt auf den verschiedenen Oberfléchen. Die gerings-
te Adhésionsrate mit weniger als 5% konnte auf den nativen vernetzen Alginat-Oberflachen (G-Alg) ge-
messen werden. Auf den Oberfldchen TCPS, titanisiertem TCPS-Ti und titanisiertem vernetztem Alginat
(G-Alg-Ti) waren vergleichbar hohe Adhésionsraten von etwa 80% zu verzeichnen. Die Flache der analy-
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sierten Zellen auf der TCPS-Oberfliche war am groBten (2129 + 2730 um?), gefolgt von TCPS-Ti
(2501 + 2543 pm?), G-Alg-Ti (1655 + 1428 pm?) und G-Alg (490 £ 261 um?). Abbildung 42 b zeigt den
Vergleich der unterschiedlichen Oberflachen und deren Einfluss auf die Zellfliche. Bei der Zellflache ist
zu beachten, dass diese bei hMSCs allgemein sehr heterogen in einer Population ist. Die Zirkularitat
(circularity, Abbildung 42 c¢) der Zellen auf den Oberflichen TCPS, TCPS-Ti und G-Alg-Ti lag zwischen
0,51 und 0,44, wohingegen bei den Zellen auf unbehandelten G-Alg eine Zirkularitdt von 0,85 zu ver-
zeichnen war. Insgesamt konnte anhand dieser Daten gefolgert werden, dass die Titanisierung von vernetz-
tem Alginat eine dhnliche Interaktion der Zellen erlaubte, wie das z. B. auf Standard-TCPS der Fall ist.
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Abbildung 42: ANALYSE DES ZELLU-
LAREN VERHALTENS AUF T1-
ALGINAT OBERFLACHEN.

a Anteil adhdrenter Zellen auf den
verschiedenen Oberflichen (n=3).

b Fldche der Zellen auf den ver-
schiedenen Oberflichen, dargestellt
als Punktwolke. Werte iiber

12000 um sind in dem Graphen nicht
dargestellt, wurden in der statisti-
schen Analyse aber beriicksichtigt.
Die horizontale Linie in den jeweili-
gen Punktwolken markiert den Mit-
telwert (n=3, 337 < N < 360).

¢ Zirkularitit der Zellen als morpho-
logische Analyse,

(n=3, 337 < N < 360).

d Migrations-Geschwindigkeit der
Zellen auf den verschiedenen Ober-

flachen (n=3, N=77). Die statistische

Signifikanz wurde in b und ¢ mit dem
Mann-Whitney Test und in d mit dem
Two-Sample t-test durchgefiihrt.

* = statistisch signifikant, n.s. =
statistisch nicht signifikant.

Verhalten von mesenchymalen Stammzellen auf Ti-Alginat bzgl. der Migration

Durch die Quantifizierung der Migration kann ebenso eine Aussage iiber die Attraktivitit der Kulturflé-
chen getroffen werden, da die Migrationsgeschwindigkeit u. U. mit der Zell-Matrix Interaktion korreliert.
Aufden Oberflichen TCPS, TCPS-Ti und G-Alg-Ti konnten insgesamt vergleichbare Geschwindigkeiten
gemessen werden (TCPS: 35,0 + 14,2 um/h, TCPS-Ti: 36,6 = 17,4 um/h, G-Alg-Ti: 40,8 + 12,8 pm/h) im
Gegensatz zu G-Alg mit TCPS-Ti: 85,7 + 55,0 um/h (Abbildung 42 d). Bei der Migrationsgeschwindigkeit
auf G-Alg war zusitzlich festzustellen, dass keine Interaktion von Zellen und Alginat eine zusétzliche
Bewegung der Zellen durch Konvektion bzw. Unebenheiten durch die Hydrogel-Oberfléche forderte. Die
Ergebnisse zeigten, dass durch die Titanisierung der Alginat-Oberfldchen hMSCs auf Alginat adhédrieren
konnten und es schloss sich die Frage nach der Ubertragbarkeit auf dreidimensionale Hydrogele an. Wie
auch bei den im vorherigen Abschnitt untersuchten Oberflichen mussten die Hydrogele vor der Titanisie-
rung entwissert werden, um im Vakuum beschichtet werden zu konnen. Die Experimente mit den Hydro-
gelen auf Oberfldchen haben gezeigt, dass bei der Entwésserung von Alginatmembranen die Verringerung
und bei der Rehydratisierung die VergroBerung des Volumens in vertikaler Richtung verlduft. So war bei
der Entwésserung z. B. kein Abldsen des Hydrogels von den Randern der Petrischale zu verzeichnen. Dies
war bei der Rehydratisierung von entscheidendem Vorteil, da somit die Titanbeschichtung nur geringfiigig
verdndert wurde. Auch konnte speziell bei der titanisierten Oberfldche nach Rehydratisierung z. B. keine
Bildung groferer Risse 0.4. beobachtet werden. Anders sah dieser Sachverhalt bei den dreidimensionalen
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Alginatkugeln aus. Durch die dreidimensionale Form erfolgten die Entwésserung und damit der Volumen-
verlust gleichmiBig tiber die Kugel. Das Volumen der Kugel verringerte sich je nach Trocknung auf bis zu
20% des nativen (rehydratiserten) Volumens. In der Konsequenz wurde auch nur dieser Teil der Oberfla-
che rehydratisiert.

Trocknung von Alginatkugeln

Die Trocknung von Alginatkugeln fiir die Funktionalisierung der Oberflédche musste hinsichtlich der Erhal-
tung der Oberflache erfolgen. Durch die notwendigen Schritte der Trocknung und Rehydratisierung vor
bzw. nach der Titanisierung, war die Beladung durch Titan von der Oberflédche im getrockneten Zustand
abhingig. Die Trocknung von Alginatkugeln ,,an der Luft* fithrte zu einer Reduzierung der Oberfléche auf
unter 20% im Vergleich zum nativen Zustand. Weitere Trocknungsverfahren, die auch in der Literatur fiir
Alginatkugeln beschrieben sind, waren die Lyophilisierung und die kritische Punkttrocknung. Bei Betrach-
tung der getrockneten Alginatkugeln unter dem Mikroskop wurde deutlich, dass es bei der Art der Trock-
nung zu einem unterschiedlichen Trocknungsergebnis kam. Bei kritischer Punkttrocknung waren die ge-
trockneten Alginatkugeln an der Oberfléche glatt jedoch stark in ihrer Grof3e reduziert (35% im Vergleich
zur Ausgangsgrof3e). Die Alginatkugeln, die durch Gefriertrocknung behandelt wurden, zeigten eine hohe
Rauigkeit, waren jedoch um ein Vielfaches groBBer (78% im Vergleich zur Ausgangsgrofie) im Vergleich zu
den Alginatkugeln, die mit kritischer Punkttrocknung prozessiert wurden. Die Gefriertrocknung bot daher
die Moglichkeit, eine Trocknung von Alginat unter gro3tmoglicher Beibehaltung der Grofie der Kugel
durchzufiihren.

Ubertragung der Metallisierung auf spharische Alginat-Mikrotrager

Nach der erfolgreichen Titanisierung des Hydrogels und der damit einhergehenden Steigerung der Adhasi-
on von Zellen lag es nahe, dieses Verfahren auch auf Alginatkugeln zu iibertragen. Hierbei lagen die offen-
sichtlichen kritischen Schritte in der Trocknung und der Rehydratisierung der Alginatkugeln. Experimen-
tell konnte belegt werden, dass die Alginatkugeln nach erfolgter Trocknung durch Inkubation in z. B. Me-
dium rehydratisieren und ihr urspriingliches Volumen wieder annahmen. Die Kugeln besaflen vor Trock-
nung einen Durchmesser von 300-400pm, nach der Trocknung einen Durchmesser von 100-150 pm und
nach erfolgter Rehydratisierung wiederum einen Durchmesser von 300-500 um. Eine Abschitzung der
Oberfldche von getrockneten und rehydratisierten Alginatkugeln (4-7'1?) zeigte, dass die getrockneten Ku-
geln nur noch 17% der Oberflache besallen im Vergleich zu den hydratisierten Kugeln. Dies wiirde z. B.
bedeuten, dass bei einer Behandlung der Kugeln im getrockneten Zustand, wie es z. B. bei der Titanisie-
rung erfolgt, nur ein Bruchteil der Oberflache der Kugeln im hydratisierten Zustand tatséchlich titanisiert

war. Durch die Rehydratisierung quollen die Alginatkugeln auf und fraktionierten die titanisierte Oberfla-
che. Der Abstand der titanisierten Stellen betrugt im Mittel 4,23 pm (£ 2,29 pm).

Abbildung 43: REM-AUFNAHME T1-KUGELN.

a und b Native Alginat-Mikrotriger ohne Modifikation. Eindeutig ist die die glatte Oberfliche zu erkennen. Die unregelmd-
Jige Struktur der Mikrotriger ist durch die Trocknung zu erkldren. ¢ und d Alginat-Mikrotrdger nach Titanisierung. Im Ver-
gleich zu den nativen Mikrotréigern ist eine hohere Rauigkeit der Oberfliche zu erkennen. Weifse Sterne: Bereiche mit paral-
leler Strukturierung der Oberfliche. Schwarze Sterne: Unregelmdfsige Strukturierung der Oberfliche. Pfeile in a markieren
Bereiche, in denen keine Titanisierung erfolgt ist. Mafistabsbalken: 20 um.
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Kleinere Zellen wie z. B. 1929 Fibroblasten besitzen im abgerundeten Zustand einen Durchmesser von
8-10 pm und sollten daher mit den titanisierten Stellen interagieren kdnnen.

Fiir hMSC, die groBer sind als L.929 Fibroblasten sollte dies ebenso gelten. Bei genauerer Betrachtung der
Oberflachenbeschaffenheit mittels REM lief sich im Vergleich zur sehr glatten Oberfldche nativer Algi-
natkugeln (Abbildung 43 a, b) bei den titanisiertem Alginatkugeln eine Steigerung der Rauigkeit auf der
Oberflache (Abbildung 43 c, d) beobachten. Durch die Rehydratisierung &uflerte sich dies nicht flachig,
sondern als schuppenartige Merkmale auf den Alginatkugeln. Diese Schuppen konnten auch im rehydrati-
sierten Zustand unter dem Lichtmikroskop beobachtet werden, sodass ein Artefakt ausgeschlossen werden
konnte. Die Schuppen lagen stabil auf der Oberfldche vor, so dass sie die Trocknung wihrend der Prépara-
tion fiir die REM-Aufnahmen iiberstanden.

Adhasionsverhalten von Fibroblasten auf metallisierten Alginatkugeln

Die Interaktion von Fibroblasten mit titanisierten Alginatkugeln ist in Abbildung 44 dargestellt. Die ge-
ringste Interaktion konnte auf den unmodifizierten Alginatkugeln beobachtet werden (-Ti, Abbildung 44 ¢,
d). Sowohl auf den lyophilisierten, als auch auf den CPD-getrockneten Alginatkugeln war nur eine geringe
Zellinteraktion zu verzeichnen, die sich in einem Bewuchs von weniger als 5% (Abbildung 44 f) wider-
spiegelte. Die Zellen bildeten in der Konsequenz mehrere kleinere Aggregate, die sich nicht in Interaktion
mit den Alginatkugeln befanden. Bei den titanisierten Alginatkugeln war eine exzellente Interaktion im
Falle der lyophilisierten Alginatkugeln (+Ti, Abbildung 44 a, b, ¢) zu beobachten (>95% bewachsene Al-
ginatkugeln). Die Zellen adhérierten auf der Oberflédche der Alginatkugeln bis zu einem konfluenten Be-
wuchs. Bei den CPD-getrockneten Alginatkugeln war zwar im Vergleich zu den unmodifizierten Alginat-
kugeln eine verbesserte Interaktion zu beobachten (> 20% bewachsene Alginatkugeln), die jedoch im Ver-
gleich zu den lyophilisierten Alginatkugeln deutlich geringer ausfiel.

Abbildung 44: INTERAKTION VON L929
FIBROBLASTEN MIT TITANISIERTEN,
GERIERGETROCKNETEN ALGINATKU-
GELN, KULTIVIERT FUR 5 TAGE IM ,,HAN-
GENDEN TROPFEN*.

a Durchlichtaufnahme bewachsener
Alginatkugeln mit Fibroblasten. Durch die
Titanisierung erscheinen die Alginatku-
geln dunkel. b Fluoreszenzaufnahme
(FITC) von a. Durch die FDA-Fédrbung
wird die Adhdsion der Zellen auf den
Alginatkugeln deutlich. ¢ Durchlichtauf-
nahme unbewachsener, lyophilisierter
Alginatkugeln. Die Zellen aggregieren
zwischen den Alginatkugeln.

d Fluoreszenzaufnahme (FITC) von c.
Durch die FDA-Fdrbung wird deutlich,
dass keine adhdrenten Zellen auf den
Alginatkugeln vorliegen, sondern Aggre-
gate bilden.

e zeigt eine Detailaufnahme (Fluores-

zenzaufnahme, FITC) FDA-gefdrbter
S804 Fibroblasten auf titanisierten Alginatku-
g 8 6 geln. Die Morphologie der Fibroblasten
2 g ] verdeutlicht die Interaktion mit der modi-
£ 5407 fizierten Oberfliche. f Quantifizierung
L "'_t'i’ 20 der Interaktion von L929 Fibroblasten auf
0] titanisierten Alginatkugeln nach Tag 5 in
T — T T ,, hdngender Tropfen “-Kultur, dargestellt
NN R als Mittelwert + SD, n=3. Maf3stabsbal-

W0 0 ®
bl <SR - ken: 500 um. Abkiirzungen: Lyo: lyophili-

siert, CPD: Kritisch-Punkt-Trocknung, Ti:
ohne Titanisierung, +Ti: mit Titanisie-
rung.
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4.3.4 Nicht-kovalenten ECM-Alginat Geruststrukturen

Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil eines Manuskripts in Vorbereitung zur Verdffentlichung
[325].

In den vorangegangenen Kapiteln wurden Modifikationen beschrieben, die eine unspezifische Biofunktio-
nalisierung, d. h. ohne biochemische Signale beinhaltete. Die zelluldre Reaktion in Form der Adhédsion
konnte dadurch zwar gesteigert werden, ist jedoch auf einfache Zellsysteme begrenzt. In diesem Abschnitt
wird daher die Biofunktionalisierung von Alginat-Hydrogelen durch eine nicht-kovalente Mischung mit
Proteinen und damit biochemischen Signalen der extrazelluldren Matrix untersucht. Durch die Herstellung
dieser Mischungen wird untersucht, ob eine zelluldre Antwort in Form der Adhésion erreicht werden kann.

Hydrogele aus Alginat-ECM Mischungen

Die produzierten Hydrogele zeigten nach der Aufkonzentrierung unterschiedliche Eigenschaften. Die Hy-
drogele ohne ECM-Zusatz zeigten bei der Zugabe von Barium die bekannten Benetzungseigenschaften.
Der Fliissigkeitsfilm verteilte sich gleichméBig auf dem Hydrogel in der Kulturschale. Bei der Alginat-
ECM Mischung war eine Benetzung zu beobachten, die auf eine hhere Hydrophobizitét der Oberflache
schlieBen lieB3. Der Fliissigkeitsfilm bildete Tropfen, die auch bei der Dispensierung von Wasser auf hy-
drophoben Oberflachen beobachtet werden konnte. Betrachtet man die einzelnen Komponenten des Algi-
nat-ECM Gemisches, so liegen hier negativ geladene Polysaccharide und eine Mischung aus verschiede-
nen Proteinen vor. Laminin, Kollagen IV und Entactin bilden, neben weiteren Faktoren, die Hauptbestand-
teile der Proteinmischung [326]. Insbesondere Kollagen besitzt eine Vielzahl hydrophober Aminosauren,
die daraufschlielen lassen, dass durch die Rehydratisierung diese Proteine an der Oberflache des Alginat-
Hydrogels vorlagen. Die Bereitstellung einer Basis aus reinem Alginat war bei der Herstellung dieser Art
von Hydrogelen notwendig, da experimentelle Vorarbeiten gezeigt hatten, dass eine Alginat-ECM Mi-
schung unter bestimmten Bedingungen auch mit der polykationischen Verbindungsschicht aus
poly-L-Lysin interagierte. Wurde eine Losung aus Alginat mit 1 mg/ml ECM direkt auf die Verbindungs-
schicht gegeben und mit einer 20 mM BaCl,-Losung vernetzt, so entstand eine schwammartige Struktur.
Diese wurde durch die zusitzliche Alginatschicht ohne Protein vermieden.

Adhasionsverhalten von hiPSC auf Alginat-ECM Hydrogelen

Nach Inokulation der hiPSC Kolonien wurden die Proben mittels automatisierter Lebendzell-Mikrokopie
fiir 24h beobachtet. Hierbei konnten zwei Arten von Interaktion mit der Oberfldche beobachtet werden.
Zum einen adhérierten die Kolonien und formten dicht gepackte Kolonien. Zum anderen kam es zu einer
vollstdndigen Dissoziation der Kolonien, bei der sich einzelne Zellen aus der Kolonie abldsten und teil-
weise als einzelne adhdrente Zellen mit der Oberfldche interagierten. Abbildung 45 a zeigt den Vergleich
von hiPSC-Kolonien auf ECM (Matrigel) beschichtetem TCPS und Alginat-ECM Mischungen. Die Flache
der Kolonien auf der TCPS-ECM Oberflache (111573,4 pm? + 104364,4 pm?) war dabei signifikant unter-
schiedlich (Whitney-Mann-Test, p<0,05) im Vergleich zu den Alginat-ECM Oberflidchen
(23075,9 pm? £+ 23261,8 um?). Die morphologische Analyse die Kolonien erfolgte {iber den sog. shapefac-
tor (Werte zwischen 0 und 1) und die sog. Zirkularitit (circularity Werte zwischen 0 und 1). Die Analyse
des shapefactor impliziert ein Maf fiir die RegelméaBigkeit der gemessenen Objekte. Sehr regelmafige
Formen haben einen hohen shapefactor, wohingegen unregelmifBige (z. B. sternférmig) Objekte einen
niedrigen shapefactor besitzen. Bei den untersuchten Oberfldchen unterschieden sich diese Werte nur ge-
ring (0,77 0,09 bzw. 0,75 £ 0,12) und waren nicht signifikant unterschiedlich (Whitney-Mann-Test,
p<0,05), so dass die RegelméaBigkeit vergleichbar war (vgl. Abbildung 45 b). Die Werte der Zirkularitét
waren bei den Kolonien auf der TCPS-ECM Oberfléche niedriger im Vergleich zu denen der Alginat-ECM
Oberflache (0,58 £ 0,14 bzw. 0,67 £ 0,16), so dass hier die Kolonien im Mittel etwas runder waren. Dies
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zeigt sich ebenso in der graphischen Darstellung der beiden Populationen, bei der eine grof3ere Anzahl von
Objekten eine Zirkularitit zwischen 0,7 und 0,9 besitzen (vgl. Abbildung 45 c). Die Adhésion der hiPSC-
Kolonien war somit auf den Alginat-ECM Oberflachen mdglich und erschien als einfache Methode, Algi-
nate derart zu modifizieren, dass auch komplexe Zellsysteme darauf kultiviert werden konnten. Die Daten,
insbesondere die Fliche und die Zirkularitdt der Kolonien zeigten jedoch, dass ein signifikanter Unter-
schied zur Standard-Kulturoberflache in der Morphologie bestand (Whitney-Mann-Test, p<0,05). Die
nicht kovalente Modifikation des Alginats durch Autkonzentrierung konnte moglicherweise zu lokalen
Unterschieden bzgl. der Verteilung von Alginat und ECM auf der Oberfliche fiithren, die das Adhésions-
verhalten der Zellen beeinflusste.
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Abbildung 45: HIPSC AUF ALG-ECM.

a Flache von hiPSC Kolonien auf TCPS mit Matrigel und Alginat-ECM. b Shapefactor von hiPSC Kolonien auf TCPS mit
Matrigel (TCPS-ECM) und Alginat-ECM (ALG-ECM). ¢ Zirkularitit von hiPSC Kolonien auf TCPS mit Matrigel und Algi-
nat-ECM. (Datenpunkte aus 4 Experimenten, n=63). * =statistisch signifikant bzw. n.s.= statistisch nicht signifikant
(p<0,05), Whitney-Mann-Test.

Weitere Untersuchungen mit diesem Kultivierungssystem, die mit AlgL durchgefiihrt wurden, bestétigten
weiter diese Hypothese. Kolonien, die auf der Alginat-ECM Oberfléche kultiviert wurden, wurden mit
AlgL behandelt, um die Alginat-Geriiststruktur zu degradieren. Voruntersuchungen (hier nicht dargestellt)
haben gezeigt, dass die Vitalitét der hiPSC-Kolonien durch Konzentrationen der AlgL im Bereich von 0,5
bis 2,0 mg/ml nicht beeinflusst wurde und fiir die Destruktion genutzt werden kann. Die Charakterisierung
und Anwendung der Alginatlyase wird in einem spéteren Teil dieser Arbeit detaillierter untersucht, soll
jedoch durch den Bezug zur Modifikation als mogliche Anwendung bereits an dieser Stelle exemplarisch
dargestellt werden. Mit diesen Experimenten galt es zu untersuchen, ob sich adhdrente Zellen durch die
Destruktion des Biomaterials der GS und nicht durch die Anwendung proteolytischer Enzyme wie z. B.
Trypsin von der Kulturoberfldche ablosen lassen. Dies ist von besonderem Interesse, da proteolytische
Enzyme nicht nur die Zell-Matrix-Kontakte auflosen, sondern auch wichtige Proteine in der Zellmembran
zerstoren und dadurch das Schicksal der Zelle beeinflussen konnen.

Degradierung der Alginat-ECM Geruststruktur mit adharenten hiPSC

Die Durchfiihrung wurde mit Hilfe der Lebendzell-Mikroskopie dokumentiert um die zelluldre Reaktion
genauer interpretieren zu kdnnen. Die Behandlung der Proben wurden insgesamt 45 min durchgefiihrt,
wobei 30 min per Zeitraffer-Mikroskopie dokumentiert wurden. Abbildung 46 a zeigt Kolonien, die sich
vollstdndig von der Alginat-ECM Oberfliche abldsen. Interessanterweise war eine Desintegration der Ko-
lonien in Einzelzellen nicht zu beobachten. Man beobachtete ein Ablosen der Zellen bei gleichzeitiger
Agglomeration. Dies deutete auf eine rein Oberflachen-basierte Wirkweise des Enzyms hin, was die (Pro-
tein-basierten) Zell-Zell-Kontakte nicht beeinflusste. Ebenso waren bei der Alginat-ECM Oberfléche
strukturelle Anderungen zu beobachten, die sich in einer lateralen Verschiebung der Kolonien duBerte.
Eine vollstindige Destruktion der Alginat-ECM Geriiststruktur erfolgte dahingegen nicht. Ferner lagen auf
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der Alginat-ECM Oberfléche Positionen vor, auf denen die adhédrenten Kolonien sich nicht ablosten. Ab-
bildung 46 b zeigt eine solche Kolonie, die auch nach einer Inkubationszeit von 30 min vollstindig ausge-
breitet auf der Oberflache vorlag. Da die iibrigen Kolonien auf der Oberflache dieses Verhalten nicht zeig-
ten, deutet dies auf einen Oberflachenbereich hin, der nicht von der AlgL degradiert werden konnte und in
der Konsequenz die Zell-Matrix-Kontakte weiterhin bestehen blieben. Letztendlich ist auch dies ein An-
zeichen fiir lokale Differenzen in der Oberflachenbeschaffenheit, die bereits durch die morphologischen
Daten (siche Abbildung 45) postuliert wurden.

Abbildung 46: HIPSC-KOLONIEN
WAHREND DER INKUBATION MIT ALGI-
NATLYASE AUF ALGINAT-ECM-
OBERFLACHE.

a Agglomeration und Ablosen der
hiPSC-Kolonien.

b Kein Ablosen der hiPSC-Kolonie. Die
umrandeten Bereiche markieren einzel-
ne Kolonien im zeitlichen Verlauf. Die
Positionsdnderung erfolgte durch die
initiale Wirkweise der Alginatlyase.
Mafsstab: 200 um.

Hinweis: Die weitere Charakterisierung der Alginatlyase bei der katalytischen Umsetzung von UHV-
Alginaten wird in einem spdteren Teil der Arbeit untersucht (Abschnitt 4.4).

Nach erfolgter Riickgewinnung der hiPSCs von der Alginat-Geriiststruktur wurden die Zellen wieder auf
der Standard-Kulturoberfldche (TCPS mit Matrigel-beschichtung) rekultiviert. Die Funktionalitét bzgl. der
Adhision ist durch die Behandlung nicht beeinflusst, so dass die Zellen wieder adhérieren und sich aus-
breiten kdnnen. Die Zellen liegen weiterhin Kolonie-formig vor, wenn auch kleinere Kolonien zur sponta-
nen Differenzierung neigten. Mit der Analyse des Phénotyps konnten nach erfolgter Re-Kultivierung die
Pluripotenzmarker Tral-81 und Oct3/4 nachgewiesen werden, diese jedoch, verglichen mit den Kolonien
auf dem Alginat-ECM Gemisch, eine geringere Intensitét (Expression) besafien (siche Abbildung 47).

Abbildung 47: PLURIPOTENZ HIPSC AUF
ALGINAT/ECM UND NACH ALGINATLY-

ASE.

Gezeigt ist der immunzytochemische
Nachweis der Pluripotenzmarker Tral-
81 und Oct3/4. Die Proben Alg-ECM
wurden nach Tag 5, die Proben AlgL
nach Tag 4 der Inokulation analysiert.
Bei den rekultivierten hiPSCs nach Algi-
natlyase-Behandlung sind deutlich weni-
ger positive Zellen zu verzeichnen. Ma/3-
stabsbalken: 500 um.
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435 Kovalent modifizierte Geruststrukturen

Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil eines Manuskripts in Vorbereitung zur Verdffentlichung
[325], sowie Bestandteil eines bereits veroffentlichten Artikels [316].

Die Steigerung der Zytokompatibilitit auf Alginat-Mikrotragern konnte in den zuvor beschriebenen Expe-
rimenten und Methoden nicht dahingehend realisiert werden, dass eine Kultivierung von adhirenten Zel-
len effizient in gleicher Weise auf planaren, als auch spharischen GS durchgefiihrt werden kann. Aufgrund
dessen wird in diesem Abschnitt die Modifikation von Alginaten durch kovalente Kopplung von z. B.
ECM-Proteine und deren Einsatzmdglichkeit in verschiedenen Kultivierungssystemen untersucht.
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Abbildung 48: UNTERSUCHUNG DER ADHASION VON HMSCS IM VERLAUF DER INOKULATIONSPHASE.

Die Mikroskopiebilder zeigen die Adhdsion der Zellen 1 h nach Inokulation auf unterschiedlichen Kollagen I-Dichte:
a0ug/ml, b75ug/ml c37,5ug/mlundd?75 ug/ml. Die Zelladhdsion ist auf der Alginat-Oberfliche ohne Kollagen nicht zu
beobachten, wohingegen sie bei 37,5 ug Kollagen I sehr schnell ablduft. Auf 7,5 ug/ml ist eine voranschreitende Adhdsion zu
diesem Zeitpunkt zu beobachten, ebenso bei 75 ug/ml. e Quantifizierung der Adhdsionsrate nach 1 h. Bei 37,5 ug/ml und

75 ug/ml konnten reproduzierbar Adhdsionsraten von etwa 90% erreicht werden. Bei einer Konzentration von 7,5 ug/ml
waren in zwei von drei Versuchen Adhdsionsraten von iiber 70% zu beobachten, wohingegen bei einer Durchfiihrung keine
Adhdsion der Zellen beobachtet wurde. Bei einer Konzentration von 0 ug/ml war keine Adhdsion zu beobachten. Gezeigt sind
die Mittelwerte der Einzelexperimente + SD, die aus jeweils 5 Bildausschnitten ermittelt wurden. Mafistabsbalken: 200 um.
(Abbildung nach [316], abgedindert).

Untersuchung zur kovalenten Kopplung von Kollagen | auf zweidimensionalen
Alginat-Geruststrukturen

Der Einfluss des zelluldren Verhaltens bei unterschiedlich verfiigbarer Kollagen I-Dichte auf Alginat-
membranen wurde anhand von vier verschiedenen Konzentrationen untersucht. Mit der Carbodiimid-
Methode wurde auf die vorbereiteten Alginatmembranen in einer Kulturschale jeweils 0, 7,5, 37,5 und
75 ng/ml Kollagen I immobilisiert. Die zelluldre Reaktion von hMSCs wurde tiber 8 h mittels automati-
sierter Lebendzell-Mikroskopie beobachtet und anhand der Adhédsionsrate analysiert (Abbildung 48 e). Der
Fokus lag bei dieser Untersuchung hauptséchlich auf den Vorgingen wéhrend und unmittelbar nach der
Inokulationsphase, um diese Daten bei Erfolg weiter zu optimieren und auf sphérische GS {ibertragen zu
konnen.

Die Ergebnisse der unmittelbaren Adhésionsereignisse nach Aussaat der Zellen zeigten eine sehr schnelle
Reaktion auf die modifizierten Hydrogele, die mit 37,5 ng/ml bzw. 75 pg/ml Kollagen I modifiziert wur-
den (Abbildung 48 c, d). Bei der nativen Alginat-Oberfliche war keine Adhdsion der Zellen beobachtet
worden (Abbildung 48 a). Die Konzentration von 7,5 pg/ml zeigte bei zwei Versuchen eine gute Adhési-
onsrate, jedoch war bei einem Versuchsdurchgang keine Adhédsion zu beobachten (Abbildung 48 b).
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Ausgehend von der zuvor evaluierten Kollagen I-Konzentration (vgl. Abbildung 48) fiir die Modifikation
von Alginatmembranen, wurde in weiteren Experimenten versucht, die Kopplungsreaktion zu verifizieren.
Hierfiir wurde zunichst ein Molekiil gesucht, das keine Artefakte z. B. durch elektrostatische Interaktion
oder eine Gelierung einfiihren kann. Tyramin, ein Molekiil mit einem Molekulargewicht von weniger als
200 g/ml, wurde fiir diese Versuche verwendet. In Vorversuchen mit L.929 Fibroblasten konnte bei einer
Konzentration von 50% anteilig am verwendeten Alginatvolumen eine Adhésion der Zellen beobachtet
werden. Auf Grundlage dieser Konzentration wurde die Kopplungsreaktion, als auch das zellulédre Veralten
von hMSCs untersucht.

Abbildung 49: ADHASIONSVERHALTEN
VON HMSCS AUF (MODIFIZIERTEN)
ALGINAT-OBERFLACHEN.
a Auf nativem Alginat,
b behandelter Polystyrenoberfliche,
¢ Alginat mit Kollagen I modifiziert
und d Alginat, mit Tyramin modifiziert,
: ;f;';i( 15 h nach Inokulation. e Quantifizie-
18 Nguamaeny J rung der Adhdsionsrate nach 6 h und
y 12 h nach Inokulation, dargestellt als
Mittelwerte = SD aus n=3 Experimen-
ten. f Verlauf der Ausbreitung der
hMSCs iiber die Zeit. Gezeigt sind die
normierten (auf den Anfangswert)
Mittelwerte = SEM aus n=3 Experi-
Alginat TCPS  Alginat Alginat menten. Der SEM wurde in dieser
Kl mgon Tivanii 0 5 10 15 Graphik zur besseren Ubersicht ver-
! Zeit [h] wendet. Maf3stab: 200um

&’ Alginat
Tyramin

Adhésionsrate [%

normierte Konfluenz [%)]

Nach einer Kultivierungszeit von 15 h von hMSCs konnte auf nativem Alginat keine zelluldre Reaktion in
Form der Adhésion festgestellt werden (Abbildung 49 a). Wie schon in vorangegangen Experimenten,
lagen die Zellen abgerundet vor und zeigen eher den Trend zur Agglomeration durch Zell-Zell-Kontakte.
Durch die kurze Kultivierungsdauer war dieses Verhalten nur selten zu beobachten. Im Gegensatz adhé-
rierten die Zellen auf den Oberfldchen TCPS (Abbildung 49 b), Alginat mit Kollagen (Abbildung 49 c)
und Alginat mit Tyramin (Abbildung 49 d). Die positive zelluldre Reaktion auf Tyramin war dabei beson-
ders interessant, da diese indirekt auch die kovalente Kopplung der Molekiile belegt. Die Molekiilgrofe
schlieBt Artefakte wie z. B. eine Gelbildung auf der Oberfléche aus. Zusétzlich konnte die Hypothese be-
legt werden, dass die chemische Imitierung von TCPS-Oberflédche durch Tyramin auf Alginat zu einer
Adhision der Zellen fiihren kann. Vergleicht man die Adhésionsraten nach 6 h bzw. 12 h auf den Oberflé-
chen, so lagen, mit Ausnahme von Alginat (0% Adhésionsrate, Abbildung 49 c), die Adhésionsraten bei
den restlichen Oberflachen bei mindestens 60%. Zellen auf TCPS zeigten dabei eine Adhédsionsrate von
89,0 £ 7,8% (nach 6 h) und 95,9 +£4,2% (12 h), auf Alginat mit Tyramin 61,9 £ 24.4 (nach 6 h) und
69,0 = 29,6% (nach 12 h) und auf Alginat mit Kollagen I 88,8 + 8,1% (6 h) und 87,4 + 7,6% (siche Abbil-
dung 49 d). Die Analyse der Gesamtzellflache iiber die Zeit (Abbildung 49 f) zeigte die hdchsten Werte bei
der der TCPS-Oberfléche, sowie die niedrigsten bei der nativen Alginat-Oberfldche. Die Zellen auf den
beiden modifizierten Alginat-Oberflichen hatten vergleichbar hohe Werte &hnlich der TCPS-Oberfléche.
Der Unterschied von bioaktiver und bioinerter wurde durch diese Analyse deutlich und korrelierte mit der
manuellen Begutachtung der Proben (Abbildung 49 a-d) und mit den Werten der Adhésionsanalyse
(Abbildung 49 e). Die Untersuchung des Zytoskeletts nach diesem Versuch zeigte, dass sowohl auf der
TCPS, als auch auf den mit Kollagen I und Tyramin modifizierten Alginat-Oberfldchen Aktinfilamente in
den Zellen ausgebildet wurden, wie Abbildung 50 a-c zeigt. Dies deutete trotz der elastischen Eigenschaf-
ten des Alginats auf eine starke Zell-Matrix Interaktion hin.
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Abbildung 50: AUSBILDUNG DES ZYTOSKELETTS AUF MODIFIZIERTEN ALGINAT-OBERFLACHEN.
a Zytoskelett von hMSCs auf TCPS, b Kollagen [ modifiziertem Alginat und ¢ Tyramin modifiziertem Alginat. Der griine
Fluoreszenzkanal zeigt F-Aktin, der rote Fluoreszenzkanal G-Aktin. Mafstab in c fiir alle Bilder: 200 um.

Untersuchung zur Proliferation auf Kollagen I-modifiziertem Alginat

Die Proliferation von hMSCs auf modifiziertem Alginat (Kollagen I) wurde im Vergleich zur TCPS Kul-
turoberfliche mit und ohne Kollagenbeschichtung weiter untersucht. Um mogliche Artefakte zu minimie-
ren, wurde auf eine enzymatische Ablosung der Zellen verzichtet und stattdessen eine Bestimmung der
Zellzahl durch Féarbung der Nuklei durchgefiihrt (Abbildung 51 a-c). Die Zellzahl pro cm? betrug nach
fiinf Tagen Kultivierung auf dem modifizierten Alginat 2,96x10* (£ 1,30x10%), auf TCPS 5,53x10*
(£ 1,37x10% und auf Kollagen beschichtetem TCPS 6,68x10* (+ 1,67x10") Zellen pro cm? (Abbildung 51
d). Ausgehend von einer inokulierten Zelldichte von 0,3x10* Zellen pro cm? wurde somit eine Expansion
von 9,9 (+4,3) auf modifiziertem Alginat, 22,3 (£ 5,6) auf Kollagen beschichtetem TCPS und 18,4 (+4,6)
auf TCPS erreicht. Die Proliferation der hMSCs auf modifiziertem Alginat unterschied sich signifikant
von der auf TCPS bzw. mit Kollagen beschichtetem TCPS. Trotz diesem geénderten zelluldren Verhalten
gilt festzuhalten, dass die Modifikation des Alginats mit Kollagen I fiir hMSCs zu einer Steigerung der
Biokompatibilitét fiihrt.

Abbildung 51: PROLIFERATION VON
HMSCS AUF KOLLAGEN I MODIFIZIER-
TEM ALGINAT IM VERGLEICH ZU ANDE-
REN STANDARDKULTUROBERFLACHEN.
a-c Segmentierung der Nuklei zur Be-
stimmung der Proliferation auf den
Oberflichen Alginat modifiziert mit
Kollagen I (Alginat + Kollagen 1), Kol-
Alginat + Kollagen | TCPS + Kollagen | TCPS lagen I beschichtetes TCPS (TCPS +

Kollagen 1) und Zellkultur behandeltes
Polystyren (TCPS).

d Quantifizierung der Zellzahl pro cm?
« 8l nach 5 d Kultivierung auf den verschie-
E denen Oberflichen. Gezeigt sind die
g_ 6 Mittelwerte £ SD aus 3 unabhdngigen
c Experimenten mit zwei technischen Rep-
% 4 likaten, n = 6. * =statistisch signifikant
:“ (p<0,05), Whitney-Mann-Test,
e 24 Mafistab: 50 um.

Alginat + TCPS +
Kollagen | Kollagen |

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die kovalente Modifikation des Alginats im Vergleich zu den zuvor
untersuchten Modifikationen als aussichtsreichste Methode bestimmt, die eine erfolgreiche Modifikation
von sphérischen Alginat-Geriiststrukturen erlauben konnte. Die Anforderungen an die Modifikation von
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Alginatkugeln zu Alginat-Mikrotrigern sind in bestimmten Punkten hoher angesetzt, da beispielsweise der
Einsatz in durchmischten Bioreaktoren eine schnelle Adhésion der Zellen und eine stabile Ankopplung der
Molekiile garantieren miissen. In den sich anschlieBenden Experimenten soll die Herstellung und Anwen-
dung von Alginaten als Mikrotrager etabliert und untersucht werden.

Herstellung und Charakterisierung von ECM-modifizierten Alginat-Mikrotragern

Die Modifikation der planaren Alginat-Oberfldchen wurde zunéchst auf die Alginat-Mikrotrager adaptiert
und die entstandenen Mikrotriger anhand ausgewdhlter Eigenschaften charakterisiert. Die Herstellung der
Mikrotriger erfolgte dabei zunéchst auf dem Hintergrund der Kultivierung und Expansion von humanen
mesenchymalen Stammezellen. Therapieansétze erfordern eine sehr hohe Zahl dieser Zellen, um sie letzt-
endlich effektiv in-vivo einsetzen zu koénnen. In der Folge werden die Ergebnisse eines Alginat-
Mikrotragers dargestellt, dessen Biofunktionalisierung durch die kovalente Kopplung von Kollagen iiber
die schon zuvor genutzte Carbodiimid-Chemie erfolgte.

Herstellung von bioaktiven Alginat-Mikrotragern

Die Herstellung erfolgte iiber eine wissrige Carbodiimid-Chemie, die zu den etablierten Methoden fiir die
Kopplung von Molekiilen mit Karboxylgruppe- bzw. primérer Aminogruppe gehort. Die Produktion der
Mikrotrager konnte nahezu vollstdndig mit Standard-Labormaterialien erfolgen. Lediglich die Vorrichtung
zur Herstellung der Alginatkugeln erforderte einen Autbau, mit dem reproduzierbar Alginatkugeln herge-
stellt werden konnen. Der zeitliche Aufwand war mit der hier beschriebenen Methode vertretbar und um-
fasste lediglich 48 h, sofern eine Anwendung im kleinen Mafistab erfolgte. Sowohl die Dimensionierung
(Durchmesser) der Mikrotrager als auch die Biofunktionalisierung waren individuell auf die zellbiologi-
schen Anforderungen adaptierbar.

Standard Protokoll COP Protokoll Standard Protokoll COP Protokoll

- EDC/NHS
-COL

- EDC/NHS
+ COL

+ COL

7
Z 2
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+

+ EDC/NHS

Abbildung 52: BESCHICHTUNG DER ALGINAT-MIKROTRAGER MIT KOLLAGEN 1.

a Native Alginat-Mikrotrédger (-EDC/NHS, -COL) ohne Kollagen I Nachweis. b Aktivierte Alginat-Mikrotrdger (+EDC/NHS;
-COL) ohne Kollagen I Nachweis. Ein direkter Kollagen I Nachweis konnte mit ¢ Kollagen I-Inkubation der Mikrotrdger
ohne Aktivierung (-EDC/NHS; +COL) und d Kollagen I-Kopplung auf Alginat-Mikrotrédger (+EDC/NHS; +COL) anhand
der Antikorperfirbung erbracht werden. Die Beladung in c fillt geringer aus, verglichen mit der in d. Bei der Kondition d ist
bei dem Standard Protokoll eine deutliche Texturierung (Rauigkeit) erkennbar. Wird dahingegen das COP Protokoll ange-
wendet, ist eine glatte homogene Schicht erkennbar. Mafstab: 500um.

Ebenso liel sich die beschriebene Modifikation von Alginatkugeln zu funktionalisierten Alginat-
Mikrotragern mit Kollagen mit Standard-Laborausstattung durchfiihren. Bei der Funktionalisierung selbst
konnte wihrend den einzelnen Prozessschritten eine Anderung der Eigenschaften der Alginatkugeln be-
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obachtet werden. Durch ihre physiko-chemischen Eigenschaften im nativen Zustand zeigten Alginatkugeln
keine Interaktion sowohl mit anderen Alginatkugeln als auch mit der Wand von Zentrifugenrohrchen. Eine
Anderung dieses Verhaltens konnte wihrend der Aktivierung mittels EDC/NHS beobachtet werden. Die
Alginatkugeln tendierten zur Agglomeration und interagierten mit der Gefawand aus Polypropylen (PP)
in Form einer Adhésion. Durch die Durchmischung wihrend der Aktivierung und Modifikation auf einem
Orbitalrotator wurde diesem Verhalten entgegengewirkt, um letztendlich eine gleichméBige Modifikation
zu erreichen. Die Zugabe der Proteinldsung nach dem Aktivierungsschritt verstdrkte diesen Effekt und es
kam am konisch zulaufenden Geféflboden teilweise zu ausgepragter Agglomeration der Mikrotréager, die
durch manuelles Schiitteln des Gefialles gelost werden konnte. Nach den finalen Waschschritten wurde
dieses Verhalten nicht mehr beobachtet. Nach der Herstellung erfolgte eine Charakterisierung der Mikro-
trager bzgl. der physikalischen als auch der chemischen Eigenschaften, die in der Folge dargestellt werden.

Charakterisierung der Alginat-Mikrotréger - biochemische Eigenschaften

Die mit Kollagen biofunktionalisierten Alginatkugeln (4lginat-Mikrotrdger) wurden mittels einer Antikor-
perfarbung gegen Kollagen bzgl. ihrer Beladung charakterisiert. Es wurden dabei zwei Modifikationspro-
tokolle miteinander verglichen, das Standard Protokoll, das bereits fiir die planaren Oberflidchen verwendet
wurde, sowie ein Protokoll, das einen moglichst konstanten osmotischen Druck realisieren soll. Die bei
der Modifikation verwendeten Reagenzien wurden in ihren moglichen Kombinationen mit den Alginat-
Mikrotragern gemall dem Protokoll inkubiert und die Beladung von Kollagen analysiert. Es zeigte sich
kein Signal bei den Kombinationen, die keine Inkubation mit Kollagen I beinhalteten (Abbildung 52 a und
b). Erfolgte eine Inkubation mit Kollagen I ohne vorherige Aktvierung mit EDC/NHS, so war bei beiden
untersuchten Modifikationsprotokollen Kollagen I nachweisbar (Abbildung 52 c). Ebenso konnte Kol-
lagen I nach vorheriger Aktivierung mit anschlieBender Kollagen I-Inkubation nachgewiesen werden
(Abbildung 52 d). Hier zeigten sich auch Unterschiede bei den verwendeten Modifikationsprotokollen. Bei
dem Standard Protokoll war eine starke Strukturierung des Kollagens auf der Alginat-Oberflache zu be-
obachten, wohingegen beim COP Protokoll eine sehr homogene Beladung mit Kollagen vorlag. Bei den
beiden Kombinationen (Abbildung 52 ¢ und d) war durch die Antikérperfarbung Kollagen nachweisbar,
eine Aussage liber die Stabilitit konnte hierdurch jedoch nicht erfolgen. Fiir die weiteren Experimente
wurde das Standard Protokoll verwendet, da die beobachtete Strukturierung (Rauigkeit) neben der Pro-
teinbeschichtung eine weitere Eigenschaft ist, die die Adhédsion der Zellen positiv beeinflussen kdnnte.

Charakterisierung der Alginat-Mikrotrager - biologische Interaktion

Die biologische Interaktion war bei der Untersuchung der Alginat-Mikrotrager von priméarem Interesse, da
diese letztendlich fiir die weiteren Anwendungen ausschlaggebend ist. Durch die Modifikation der Algi-
natkugeln mit EDC/NHS und Kollagen sowie den Waschschritten selbst, mussten mehrere Kombinationen
untersucht werden, um die Kopplungsreaktion selbst verifizieren zu konnen. Hierfiir wurden hMSCs fiir 4
Tage im hdngenden Tropfen in Anwesenheit von Alginat-Mikrotragern kultiviert. Die untersuchten Kondi-
tionen (Modifikationen des Alginats) waren native Alginatkugeln, also keine Aktivierung mit EDC/NHS
und keine Kopplung mit Kollagen I (-EDC/NHS, -COL), aktivierte Alginatkugeln ohne Kollagen I
(+EDC/NHS, -COL), keine Aktivierung, sondern nur Kollagen I-Inkubation (-EDC/NHS, +COL) und
Aktivierung und Kopplung (+EDC/NHS, +COL). Zusétzlich wurden alle Konditionen mit den in Ab-
schnitt 3.7.5 beschriebenen Protokollen hergestellt. Abbildung 53 zeigt die zellulére Reaktion von hMSCs
im hangenden Tropfen nach 4 Tagen auf die verschiedenen Kombinationen der chemischen Behandlung.
Die Experimente belegten eindeutig, dass nur eine Kombination von Aktivierung und Kopplung zu einer
positiven Zellreaktion in Form der Adhésion fiihrt. Die {librigen Konditionen zeigten keine signifikante
Verbesserung der Zelladhésion - die Zellen praferierten die Zell-Zell-Interaktion und formierten sich zu
multizelluldren Sphéiroiden. Diese Beobachtung konnte fiir beide Protokolle verifiziert werden. Speziell
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die Inkubation der Alginat-Mikrotrager mit Kollagen ohne Kopplung war hier von Interesse, da durch den
Waschschritt ein Ubergang von einem niedrigem pH-Wert zu einem neutralen pH-Wert erfolgte, was unter
bestimmten Bedingungen eine Ummantelung der Alginat-Mikrotrager mit einem Kollagen-Netzwerk zur
Folge haben kann.

Standard [of0] Standard COP
Protokoll Protokoll Protokoll Protokoll

2
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- EDC/NHS
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+ EDC/NHS
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+ EDC/NHS
+ COL

Abbildung 53: HMSCS AUF ALGINAT-MIKROTRAGERN IN STATISCHER ,,HANGENDEN TROPFEN“-KULTUR.

Die zelluldire Interaktion hMSCs nach 4 Tagen mit unterschiedlich behandelten Alginatkugeln ist in den beiden entwickelten
Protokollen jeweils vergleichbar. Die Art der Modifikation, in diesem Fall Kombinationen aus Aktivierung und Kopplung (d1
und d2) bzw. reiner Inkubation mit Kollagen I (c1 und c2) zeigt, dass die Alginatkugeln ihre inerten Eigenschaften beibehal-
ten (al, a2, bl und b2), auf3er wenn eine Aktivierung und Kopplung in Kombination durchgefiihrt wird (+EDC/NHS, +COL).
Die eingekreisten Objekte markieren aggregierte hMSCs, die keine Interaktion mit den Alginat-Oberfldchen austiben. Maf3-
stab (schwarz): 500 um.

Die weitere Untersuchung der bewachsenen Alginat-Mikrotrager mittels konfokaler Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM) zeigt mehrere interessante Aspekte des zelluldren Verhaltens auf den Mikrotragern.
Durch die konfokalen Schnitte war die Adhésion der Zellen auf der konkaven Oberfliche erkennbar
(Abbildung 54 a). In den Bereichen, in denen die Mikrotréger kontaktieren und somit makroskopisch eine
V-formige Furche bildeten, war eine Akkumulation der Zellen zu erkennen (Abbildung 54 a). In diesem
Bereich wuchsen die Zellen in mehreren Schichten und fiillten die Furche aus. In den Bereichen, in denen
die Mikrotrager direkten flichigen Kontakt hatten, waren ebenso Zellen nachweisbar (Abbildung 54 b, c).
Im Unterschied zu den Cytodex 3-Mikrotragern (Abbildung 54 d) wurde durch die Aufnahmen deutlich,
dass die Zellen die Alginat-Mikrotrager sehr stark deformierten und die ausgeiibte Kraft der Zellen auf
molekularer Ebene auf das Material der Mikrotréger iibertragen werden konnte. Dies ist eine interessante
Eigenschaft, da hier davon ausgegangen werden kann, dass die Zellen, dhnlich wie im nativen Gewebe,
ihre unmittelbare Umgebung modulieren kénnen.
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Abbildung 54: ANALYSE DER MIKROTRAGER MIT CLSM. a, b,
¢ Konfokaler Schnitt durch eine Ebene eines MSC-Mikrotrdger
Agglomerats.

Alginat-Mikrotréger (schwarze Sterne) sind mit Zellen bedeckt.
Eine Deformation der Mikrotrdger sowohl bei dufieren, als
auch inneren Mikrotrdgern kann beobachtet werden. Adjazente
Mikrotriger werden durch adhdrente Zellen voneinander
getrennt (schwarzer Pfeil)

d Agglomerate von hMSCs mit Cytodex 3 weisen ebenso diinne
Zellbriicken zwischen adjazenten Mikrotrdgern auf, eine De-
formation der Mikrotrdger liegt nicht vor. Die Bilder wurden
mit ImageJ (Fiji) erstellt. Die Originalbilder wurden zur bes-
seren Kontrastierung invertiert Mafstabsbalken: 100 pum.

Charakterisierung der Alginat-Mikrotrager — zytotoxische Charakterisierung

Die verwendeten Chemikalien wurden hinsichtlich ihrer Zytotoxizitét untersucht. Es erfolgte von den mo-
difizierten Alginat-Mikrotragern die Herstellung eines Extrakts durch Inkubation in Kulturmedium, um die
tatsdchlichen Gegebenheiten nach der Mikrotragerherstellung bestmoglich abzubilden. Die Ergebnisse in
Abbildung 55 zeigen, dass die Zellen mit 50% DMSO die geringste metabolische Aktivitdt aufwiesen,
vergleichbar mit der Kontrolle ohne Zellen. Die Zellen in Standardkulturmedium wiesen die hdchste me-
tabolische Aktivitit auf. Die Zellen, die mit den Extrakten kultiviert wurden, wiesen eine nur minimal
reduzierte metabolische Aktivitit auf (sowohl die Extrakte nach Aktivierung, als auch die Extrakte ohne
Aktivierung) und waren insgesamt auf vergleichbarem Niveau mit dieser Kontrolle. Hieraus konnte ge-
schlussfolgert werden, dass das Protokoll zur Aktivierung der Mikrotrager die Zellen nicht negativ beein-
flusste und die Reaktanden, die die Zellen schiddigen konnen, mit den Waschschritten ausreichend entfernt
wurden.

Abbildung 55: ZYTOTOX1ZITAT DER EDC/NHS-

AKTIVIERUNG.

Alginat-Mikrotrager Alginat-Kugeln Zytotoxizitdt des Extrakts bei hMSCs nach Akti-
vierung und Waschschritten in verschiedenen
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Charakterisierung der Alginat-Mikrotrager - physikalische Eigenschaften

Fiir die Kultivierung in Suspensions-Bioreaktoren, statisch oder durchmischt, ist die Dichte der Mikrotra-
ger ein wichtiger Parameter fiir z. B. die Sedimentation. Anhand der experimentell bestimmten Sedimenta-
tionsgeschwindigkeiten wurden die Dichten der verschiedenen Mikrotrdger bestimmt. Fiir die Alginat-
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Mikrotriger wurden Dichten in der GroBenordnung 1,01 g'ml, fiir Cytodex 3 in der GréBenordnung
1,07 g/ml und fiir Cytodex 1 in der GréBenordnung 1,05 g/ml anhand der Stockes‘schen Gleichung be-
stimmt.

Tabelle 9: Physikalische Eigenschaften von Mikrotrdgern: Dichte von verschiedenen Mikrotrigern, experimentell bestimmt.
*=theoretisch berechnet aus Literaturwerten [318].

Sedimentationsgeschwindigkeit

Mikrotriger (Q) Durchschnittliche Dichte [g/ml]

[cm/min]
Alginat-Mikrotriger (740 pm) 13,44 (+1,59) 1,0122 (£0,0012)
Alginat-Mikrotriger (620 pm) 11,85 (£1,73) 1,0138 (+0,0013)
Alginat-Mikrotriger (500 pm) 7,25 (£ 0,96) 1,0135 (£0,0012)
Cytodex 1 (180 um) 5,08 (+0,83) 1,052 (£0,079)
Cytodex 1* NA 1,03
Cytodex 3 (160 um) 4,80 (+0,64) 1,070 (£ 0,088)
Cytodex 3* NA 1,04
Zelle (5 pm)* 0,66 1,085
Zelle (10 pm)* 2,64 1,085

Die Ergebnisse zeigten, dass aufgrund der unterschiedlichen Dichten und Durchmesser, Algi-
nat-Mikrotrager mit einem Durchmesser, der groer als 500 pm war, wesentlich schneller sedimentierten
als Cytodex-Mikrotriager (siche Tabelle 9). Die Sedimentationsgeschwindigkeiten kleinerer Alginat-
Mikrotriager konnten experimentell nicht bestimmt werden, da die Transparenz und Grd3e eine visuelle
Verfolgung nicht erméglichte. Zog man die Dichte der Zellen in diesem Vergleich hinzu, so war deren
Sedimentationsgeschwindigkeit, je nach Durchmesser, wiederum geringer als die der Mikrotrager. Die
Sedimentationsgeschwindigkeit der Alginat-Mikrotrdger nahm mit steigendem Durchmesser zu und war
auch in der Stokes'schen Formel mit dem quadrierten Durchmesser beriicksichtigt.

Charakterisierung der Mikrotrager — Oberflacheneigenschaften

Die Oberflache der Alginat-Mikrotrédger wurde nach erfolgter Modifikation im Vergleich zur nativen Algi-
nat-Oberflache mittels der Rasterelektronenmikroskopie untersucht. Insbesondere die schon in Abbildung
53 gezeigte gesteigerte Interaktion der hMSCs miisste auf eine Anderung der Oberflicheneigenschaften
zuriickzufiihren sein, die entweder biochemisch durch die Kopplung von Kollagen oder durch topographi-
sche Modifikationen, wie z. B. der Rauigkeit, hervorgerufen wird. Abbildung 56 a zeigt die REM-
Aufnahme eines nativen, d. h. nicht modifizierten Alginat-Mikrotragers. Die verschiedenen Vergréferun-
gen zeigten interessante Charakteristika der Oberfléche. Die Oberfldche war nicht wie etwa durch die Pha-
senkontrastaufnahmen in Abbildung 53 glatt, sondern durch eine Mikrotopographie gekennzeichnet. Die
Oberfldche war durch wulstartige Strukturen sehr markant, die Wiilste selbst jedoch sehr glatt und nicht
durch eine Mikrorauigkeit gekennzeichnet. Im Vergleich hierzu ist in Abbildung 56 b ein Alginat-
Mikrotrager mit Kollagen I, d. h. nach Modifikation, dargestellt. Die schon zuvor beschriebenen Wiilste
waren auch hier deutlich erkennbar und zogen sich tiber den gesamten Mikrotriger. Im Gegensatz zur
nativen Alginat-Oberflache war bei den modifizierten Alginat-Mikrotridgern auf den Wiilsten eine deutli-
che Mikrorauigkeit erkennbar, die auch schon durch die Immunfluoreszenzanalyse (Abbildung 52 d) beo-
bachtet wurde. Die Rauigkeit war somit eine weitere Eigenschaft, die neben der biochemischen Modifika-
tion eingefiihrt wurde. Die direkte Interaktion der hMSCs auf den modifizierten Mikrotragern ist in Abbil-
dung 56 c und d illustriert.



ERGEBNISSE 107

Abbildung 56: ANALYSE DER OBERFLA-
CHE DER ALGINAT-MIKROTRAGER MIT-
TELS RASTERELEKTRONENMIKROSKO-
PIE.

a Native Alginat-Oberfliche ohne Modifi-
kation. b Modifizierte Alginat-Oberfliche mit
Kollagen I. ¢ und d Zell-Matrix-Interaktion
von hMSCs auf modifizierten Alginat-
Mikrotrégern mit Kollagen 1. Mafistab:
100um bei 1000x, 50pum bei 3000x und 20um
bei 5000x

Alginatkugeln (nativ)

Alginat-Mikrotréger
(Kollagen 1)
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Die Interaktion der Zellen auf den Mikrotrégern war deutlich zu erkennen, jedoch war die Morphologie
der Zellen sehr ungewohnlich, da diese nicht flach und ausgebreitet, sondern ,,wurmartig™ war. Hierbei
muss man jedoch die Praparation der Proben beriicksichtigen, bei der insbesondere die Trocknung der
Alginat-Mikrotrager auch die Zell-Matrix-Interaktion beeinflussen und durch Schrumpfen die Morpholo-
gie der Zellen beeinflusst werden kann. Die Analyse der Zell-Matrix-Interaktion war demnach nicht zu-
friedenstellend mittels REM analysierbar, im Gegensatz zur reinen Texturanalyse der Oberflache.

Zellulare Ereignisse auf der Mikrotréger — Oberflache

Die Adhision wurde anhand der Lebendzell-Mikroskopie in statischer Kultur zeitlich hochaufgeldst unter-
sucht. Die Form der Mikrotrager ermoglichte es, die Adhésion seitlich zu beobachten. Hierflir musste eine
initiale Zell-Matrix-Interaktion bereits erfolgt sein, da die Zellen sonst nicht stabil in der Fokusebene ver-
blieben. Abbildung 57 a und b zeigen Adhédsionssequenzen von hMSCs auf Kollagen I modifizierten Algi-
nat-Mikrotragern. Nach erfolgter initialer Adhdsion konnte iiber einen ldngeren Zeitraum die morphologi-
sche Veranderung beobachtet werden, die mit flachen, ausgebreiteten Zellen endete. Durch die hohe zeitli-
che Auflosung waren vereinzelt Deformationen der Membran der Zellen in den Zeitrafferaufnahmen zu
erkennen. Es folgte hierauf eine laterale Ausbreitung der Zellen. Da hMSCs generell sehr flach auf dem
Substrat adhérierten, war, auch durch die seitliche Betrachtung die Zellen, nach abgeschlossener Adhéision
die Ausbreitung nur unzureichend erkennbar. Eine Interaktion der Zellen mit der Matrix, die tiber die Zell-
Matrix-Interaktion auf molekularer Ebene hinausging, konnte ebenso beobachtet werden (Abbildung
57 a). Wiahrend der Adhésion waren leichte Verformungen der Oberflidche des Alginat-Mikrotrégers er-
kennbar, die auf die Krifte schliefen lieBen, die von den Zellen auf das Substrat ausgeiibt wurden
(Abbildung 57 ¢). Eine wichtige Erkenntnis dieser Daten war die sehr kurze Zeitspanne, die die Zellen
nach Kontaktierung mit dem Mikrotréger bendtigten. Bereits nach 10 min war eine deutliche Adhésion
erkennbar, die letztendlich die Grundlage fiir die Nutzung der Mikrotrager in z. B. durchmischten Bioreak-
toren darstellte.
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Abbildung 57: ADHASION UND AUS-

h h ﬁ “ "~ BREITUNG VON HMSCS AUF K?L-
04 A' LAGEN I ALGINAT-MIKTROTRAGERN.
5 min 10 min 15 min 20 min § 25 :"' EREIGNISSE VON ALGINAT-
! = M MIKROTRAGERN IN STATISCHER KUL-
. - i ) %’ 2.0 TUR MIT MESENCHYMALEN STAMM-
- b w, #’t ZELLEN.
‘D D b b Y ) "y R al und b Detaillierte Aufnahme der
i W Adhdsion von hMSCs auf Kollagen I
omn B smin Biomin BEzomin Baomin K 5omin' B 90 min Zeit [min] modifizierten Alginat-Mikrotrigern in
seitlicher Ansicht.

a2 Verlauf der Adhdsion der Zelle in al
quantifiziert anhand der Elongation.

¢ Adhdrente Zellen auf adjazenten
Alginat-Mikrotrdger (weiffe Sterne)
migrieren entlang der Oberfliche und
akkumulieren an der Kontaktstelle der
Mikrotrdger (schwarze Pfeile). An der
Kontaktstelle der Mikrotrdiger bildet
sich ein Bereich mit hoher Zelldichte,
der die Mikrotrdger miteinander ver-
bindet (schwarzer Pfeil). Die Agglome-
ration erfolgt somit tiber Matrix-Zell-
Zell-Matrix oder Matrix-Zell-Matrix-
Interaktionen. Die Zellen verteilen sich
langsam iiber die Mikrotriger ohne
jedoch den Komplex wieder zu losen.
Die Zellen wurden 30 min zuvor mit
den Mikrotrdgern inokuliert. Maf3-
stabsbalken: 200 um. (Abbildung b
nach [316], abgedndert).

Untersuchung des Verhaltens von hMSCs auf bioaktiven Alginat-Mikrotréagern in durch-
mischten Mini-Bioreaktoren

Die positive Zellreaktion auf die Alginat-Mikrotrager in der statischen Kultivierung im Adngenden Tropfen
fiihrte zu der Fragestellung, ob diese Mikrotriager auch fiir durchmischte Suspensionskulturen geeignet
sind. In diesem Abschnitt wird in einem durchmischten Bioreaktorsystem die zelluldre Reaktion auf die
entwickelten Alginat-Mikrotréger vergleichend untersucht.

Untersuchung des Adhéasionsverhaltens von hMSCs auf bioaktiven Alginat-Mikrotragern
wahrend der Inokulationsphase

Eine entscheidende Phase stellte bei einer Mikrotriger-basierten Kultivierung die Inokulationsphase dar.
Bei Durchmischung der Kultur, durch ein Rithrwerk o.4., ist die Kontaktzeit von Kulturoberfliache (Mikro-
trager) und den inokulierten Zellsystemen zeitlich begrenzt. Die Eigenschaften der Mikrotrager (und die
Einstellungen zur Durchmischung) mussten dahingehend eine optimale Zellinteraktion in Form einer Ad-
hésion garantieren, damit beispielsweise eine bestimmte Zellzahl pro Mikrotrager wihrend dieser Phase
adhirieren kann. Die Kultivierung der hMSCs auf Cytodex 1, Cytodex 3 und den beiden Alginat-
Mikrotragern (~200 pm und ~600 pm Durchmesser) wurden wihrend der Inokulationsphase im Biolevita-
tor (vgl. Tabelle 4) bzgl. der Zelladhision untersucht.

Abbildung 58 a zeigt die durchschnittliche Zellzahl pro Mikrotrager zu den untersuchten Zeitpunkten. Bei
den untersuchten Zeitpunkten zeigte sich, dass bei den Mikrotragern Cytodex 1 und Cytodex 3 nach einer
Stunde eine vergleichbare Anzahl an Zellen adhérierte (3,3 £ 1,5 bzw. 2,7 £+ 1,4 Zellen pro Mikrotrager).
Nach 2 h bzw. 3 h hat sich dieser Wert kaum geéndert - nach 2 h adhérierten 3,6 + 1,4 bzw. 3,6 = 1,9 Zel-
len und nach 3 h waren es 4,2 + 1,7 bzw. 3,6 + 2,0 Zellen pro Mikrotrager.
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Abbildung 58: ADHASIONSVERHAL-
TEN WAHREND DER INOKULATIONS-
Cytodex 1 PHASE.

f:é:,,g‘.éﬁaﬁ a Die Adhdsion der hMSCs auf den

verschiedenen Mikrotrdgern wurde

nach 1, 2, und 3 h lichtmikroskopisch

bestimmt und ist als Zellen pro Mikro-

triger dargestellt. Gezeigt ist der

\ Mittelwert = SD. (n=3, je 20 analy-

\ sierte Mikrotrdger).

T T - T r r b Zellen pro Mikrotrédiger nach 3 h

Cytodex 1 Cytodex 3 (;(')%':::) (Q.;g':‘:) 0 Zesllen p“rg Mik::trég:f[-] 25 Ingkulatton, dqrgestellt als. chht?ver-
teilung (n=3, je 20 analysierte Mikro-

triger).(Abbildung a nach [316],

abgedndert).

Im Gegensatz hierzu war bei den Alginat-Mikrotragern eine hohere Zellzahl pro Mikrotrager zu verzeich-
nen. Nach 1 h lag die Zellzahl pro Mikrotréger bei den kleineren Alginat-Mikrotriagern bei 4,0 + 2,6 und
bei den groflen Alginat-Mikrotrégern bei 7,8 + 3,8. Eine steigende Zellzahl pro Mikrotrager konnte nach
2 h (6,0 +4,0bzw. 9,0 + 4,6) und ebenso nach 3 h (7,7 £ 5,3 bzw. 10,5 £ 4,5) beobachtet werden. Die Ad-
hision auf den Cytodex-Mikrotragern war mit Hinblick auf die Standardabweichung gleichmafBiger, wo-
hingegen groBere Unterschiede der Adhésionsrate bei den Alginat-Mikrotrédgern zu verzeichnen waren.
Die Dichteverteilung der Adhidsionsrate nach 3 Tagen ist in Abbildung 58 b dargestellt. Die schon be-
schriebene gleichmiBigere Adhésionsrate der Zellen auf den Mikrotrdgern wurde hierdurch nochmals
durch die enge Verteilung verdeutlicht. Im Gegensatz hierzu war die Verteilung der Adhésionsrate auf den
Alginat-Mikrotrigern wesentlich breiter. Eine Uberpriifung auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk zeig-
te, dass die Hypothese einer Normalverteilung bei der Adhédsionsrate bei von Cytodex 1, Cytodex 3 und
den kleinen Alginat-Mikrotrigern abgelehnt werden muss, wohingegen die Adhdsionsrate bei den groflen
Alginat-Mikrotragern normalverteilt war.
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Die Ergebnisse belegten insgesamt, dass eine Kultivierung von hMSCs auf Alginat-basierten Mikrotrigern
auch in durchmischten Kultivierungssystemen durchgefiihrt werden kann, da die Zellen in sehr kurzer Zeit
mit der funktionalisierten Alginat-Oberflache interagieren konnen.

Untersuchung des Adhésionsverhaltens von hMSCs auf bioaktiven Alginat-Mikrotragern
wahrend der Kultivierungsphase

Das Verhalten der Zellen wurde nach der Inokulationsphase an verschiedenen Tagen mittels Konfokal-
Mikroskopie untersucht. Die Ergebnisse der Zelladhidsion wihrend der Inokulationsphase zeigten, dass
eine addquate Zellzahl auf den Mikrotrégern fiir eine Kultivierung vorhanden war. Es galt nun zu untersu-
chen, ob die Funktionalisierung der Oberflédche mit Kollagen I stabil genug war, um einer Kultivierung im
geriihrten Suspensionssystem standzuhalten. Diese betraf sowohl die Alginat-Oberflédche selbst, als auch
die Integrin-vermittelte Interaktion der Zellen mit der funktionalisierten Oberflache. Abbildung 59 a zeigt
FDA-geférbte hMSCs auf den verschiedenen Mikrotrégern nach 1, 3, 6 und 7 Tagen. Insgesamt war bei
allen Mikrotragern eine stetige Adhésion, sowie Proliferation der Zellen zu beobachten. Auch bei einem
konfluenten Bewuchs der Mikrotrager, wie es z. B. bei den groflen Alginat-Mikrotridgern zu beobachten
war, blieb der Zellrasen intakt. Ein Abldsen der htMSCs war bis zu diesem Zeitpunkt nicht zu beobachten,
trotz der Durchmischung der Kultur und dem damit verbundenen mechanischen Stress. Auftéllig war die
Agglomeration der kleiner dimensionierten Mikrotrager (Cytodex 1, Cytodex 3 und Alginat 200um).
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Abbildung 59: VERLAUF DER MIKROTRAGER-KULTUR. AUSBREITUNG DER HMSCS AUF VERSCHIEDENEN MIKROTRAGER-
SYSTEMEN (ALGINAT-KOLLAGEN I, 600 nM, ALGINAT-KOLLAGEN I, 200 uM, CYTODEX 1UND CYTODEX 3).

a Nach 1, 3, 6 und 7 Tagen. Die hMSCs wurden zur besseren Dokumentation mit FDA geférbt und mittels konfokaler Mikro-
skopie analysiert. Auf allen Mikrotriigersystemen adhdrieren die Zellen und wachsen bis zur Konfluenz. Skala: 500 um. b
Relativer Bewuchs der Mikrotrdger mit h(MSCs nach 7 Tagen Kultivierung im durchmischten Bioreaktor durch 4 Klassen.
Gezeigt sind Mittelwert = SD aus n=3 Versuchen zu je 30 bewerteten Mikrotrigern. ¢ Agglomerationsverhalten der Mikro-
tréiger mit hMSCs nach 7 Tagen Kultivierung im durchmischen Bioreaktor. Gezeigt sind die Mittelwert + SD aus n=3 Versu-
chen mit je 20 Objekten. Der Kontrast der Bilder in a wurde zur besseren Darstellung adaptiert. (Abbildung b nach [316],
abgedindert).

Abbildung 59 b zeigt die Agglomeration der verschiedenen Mikrotragersysteme nach 7 Tagen Kultivie-
rung im Bioreaktor. Die Daten belegten die schon gemachten Beobachtungen der geringen Agglomeration
der groflen Alginat-Mikrotriager. Diese lagen iiberwiegend als einzelne Mikrotréger vor, wohingegen die
iibrigen Mikrotriager (kleine Alginat-Mikrotrager, Cytodex lund Cytodex 3) sowohl aus einzelnen
Mikrotrégern, als auch aus mehr als vier Mikrotragern ein Agglomerat bildeten (Abbildung 59 b). Aus den
Daten konnte die Tendenz abgeleitet werden, dass kleinere Mikrotriager, unabhéngig vom Material stiarker

dazu tendierten Agglomerate zu bilden, als groBere Mikrotréger.

Neben der Agglomeration wurde des Weiteren der relative Bewuchs der Zellen auf den Mikrotrégern un-
tersucht. Anhand der Fluoreszenzbilder in Abbildung 59 a war bereits erkennbar, dass die Zellfliche auf
den Mikrotrdgern unabhingig von dem Mikrotrigersystem mit steigender Kultivierungszeit zunahm, die
Zellen also folglich proliferierten und die Mikrotrager immer mehr bedeckten. Die manuelle Bestimmung
der bewachsenen Flachen zeigte (Abbildung 59 c), dass bei allen Mikrotragersystemen die bewachsene
Fléche zwischen 75-100% lag und somit ein konfluentes Wachstum auf der Oberflache moglich war. Ge-
ringer bewachsene Mikrotrager waren vorhanden, die Verteilung unter den Mikrotrégern jedoch vergleich-
bar und nicht hdher als 20%.

Somit konnte in den Experimenten gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit entwickelten Alginat-
Mikrotriger fiir eine biotechnologische Anwendung in geriihrten Bioreaktoren genutzt werden konnten.
Ferner zeigte sich, dass die Art der Zellinteraktion der kleinen Alginat-Mikrotrager mit kommerziell er-
héltlichen Mikrotrigern vergleichbar war, aber auch, dass beispielsweise durch die Grée der Mikrotrager
die Agglomeration unterschiedlich ausfiel.
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Untersuchung des Phanotyps mittels Durchflusszytometrie

Der Phanotyp der hMSCs nach erfolgter Expansion im durchmischten Bioreaktor wurde anhand von sie-
ben Oberflichenmarkern mittels Durchflusszytometrie (FACS) untersucht. Die Analyse erfolgte nach sie-
ben Tagen Kultivierung mit den positiven Markern CD44, CD90 und CD105, sowie den negativen Mar-
kern CD34, CD45, CD 73 und HLA-DR (siche Abbildung 60). Untersucht wurden insgesamt 5 Kultivie-
rungssysteme (2D, Alginat-Mikrotrager 600 pm/200um, Cytodex 1/3), bei denen die Expression der Mar-
ker fiir die Antigene vergleichbar ist. Die Haufigkeit der CD105 positiven Zellen zeigte dabei die gerings-
ten Unterschiede zwischen den fiinf Systemen. Auf gleichem Niveau war auch die Zahl der CD90-
positiven Zellen, mit der Ausnahme, dass auf Cytodex 1 weniger positive Zellen gemessen wurden. Die
hochste Variabilitidt wurde in den Versuchen bei den CD44-positiven Zellen gemessen, wobei hier eine
deutlich geringere Zahl an positiven Zellen bei den Cytodex 3-Mikrotragern gemessen wurde. Generell lag
die Anzahl mit weniger als 80% unter der von CD90 und CD105. Bei den negativen Markern zeigte sich
eine vergleichbare Zellzahl von 10-20%, die diese Marker exprimierten. Im Mittel lag die Anzahl der posi-
tiven Zellen unterhalb von 10%, mit Ausnahme der 200 um Alginat-Mikrotréager, bei denen die Anzahl der
CDA45- und CD73-positiven Zellen zwischen 10-20% lag. Bei den CD73-positiven Zellen lag die Anzahl
der 2D-Kontrollen ebenso iiber 10% und war damit bei den negativ-Markern am hochsten. Insgesamt kon-
nen mit den gewéhlten Markern die Figenschaften der hMSCs sehr gut abgebildet werden. Die Eigen-
schaften waren sowohl fiir die 2D-Kultur, als auch fiir die adhédrente Mikrotrager-Kultur anwendbar. Bis
auf die CD44-Marker zeigten die Ergebnisse sehr gute Reproduzierbarkeiten.

Abbildung 60: UNTERSUCHUNG DES

E i'l:;iﬁ::‘{ﬁ:('fmréger (600um) PHANOTYPS MITTELS FACS.
E Alginat-Mikrotréger (200um) Der Phdnotyp der hMSCs wurde nach
120 - Cytodex 3 der Kultivierung mittels Durchflusszy-
| B Coden 1 tometrie bestimmt. Die Expression der
1004 Oberfldchenantigene CD34, CD44,
CD45, CD73, CD90, CD105 und HLA-
804 DR wurde mittels monoklonaler Anti-

korper untersucht, die typischerweise
fiir die Identitdiit von hMSCs verwendet
werden. Die untersuchten Antigene
beinhalten 3 negative Marker und 4
positive Marker. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SD aus n=2-3 Experi-
menten.
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Untersuchungen zur kovalenten Kopplung mit Tyramin

Die Kopplungsreaktion von Molekiilen an die Alginatkugeln zur Herstellung von Alginat-Mikrotridgern
wurde durch die Kopplung von einem sehr kleinen Molekiil evaluiert und bereits im Zusammenhang
planarer Alginat GS untersucht (Abbildung 49). Dies diente zum Ausschluss von Artefakten, die durch die
Inkubation mit Kollagen I entstehen konnen, wie z. B. der Ummantelung durch Kollagen I-Fasern durch
einen pH-Anstieg bei den Waschschritten. An dieser Stelle soll weiter untersucht werden, ob diese Modifi-
kation auch auf sphérische Alginat-Geriiststrukturen anwendbar ist. Durch eine Kopplung von Tyramin
konnte eine universelle Beschichtung von Alginat-Mikrotrigern moglich sein, die eine hohe Flexibilitét
bei experimentellen Untersuchungen mit sich bringen wiirde. Ahnlich wie bei der Kopplung von Kol-
lagen I (Abbildung 53) wird auch hier die statische Kultur des Adngenden Tropfens zur Untersuchung an-
gewendet.
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Abbildung 61: ZELLULARE REAKTION VON HMSCS AUF MODIFIZIERTE ALGINATKUGELN MIT TYRAMIN.

a Gezeigt sind die unterschiedlichen Kombinationen der verwendeten Losungen zur Herstellung der Mikrotrdger: EDC/NHS:
Losung zur Aktivierung der Karboxylgruppen, TYR: Tyramin als zu koppelnde Funktionale Gruppe, “-,,: nicht verwendet,

., +“: verwendet. Es ist zu beobachten, dass die Konditionen —-EDC/NHS —TYR, +EDC/NHS —TYR und -EDC/NHS +TYR
keine Adhdsion auf den Mikrotrdgern hervorrufen, wohingegen die Kondition +EDC/NHS +TYR ein Adhdrieren der hMSCs
auf den Alginat-Mikrotrdgern hervorruft. Die unterschiedlichen Durchmesser der Mikrotrdger resultieren aus den verwende-
ten Losungen. Skala: 250 um. b Quantifizierung des Durchmessers der Alginatkugeln nach Inkubation in verschiedenen
Losungen zur Herstellung der Mikrotrdger nach Tag 1 und Tag 8. Die Inkubation mit EDC/NHS bzw. EDC/NHS mit Tyramin
fiihrt zu einer Reduzierung der Kugelgrofse, wohingegen der Durchmesser bei Inkubation nur in Tyramin vergleichbar mit
dem der nativen Alginatkugeln ist. Die Unterschiede bleiben iiber die Zeit gesehen vergleichbar. Gezeigt ist der Durchmesser
als Mittelwert = SD aus n=3 unabhdngigen Experimenten.

Auch hier zeigten die Resultate, dass nur durch die kovalente Kopplung von Tyramin (+ EDC/NHS,
+TYR) an das Alginat eine Zelladhésion erfolgen konnte (Abbildung 61 a). Wie auch bei der Kopplung
von Kollagen I zeigten die iibrigen Behandlungen der Mikrotriager keine Reaktion der Zellen in Form ei-
ner Adhésion auf den Alginat-Oberfldchen. Neben dem Adhisionsverhalten der Zellen konnte bei den vier
Konditionen auch eine unterschiedliche Dimensionierung der Mikrotrager beobachtet werden (siche Ab-
bildung 61 b). Nach der Inkubation der Alginatkugeln mit Tyramin (ohne Aktivierung) war der Durchmes-
ser vergleichbar (-EDC/NHS +TYR: 430 + 99 pm) mit dem der nativen Alginatkugeln (-EDC/NHS -TYR:
412 £ 70 pm). Anders verhilt es sich bei den Konditionen +EDC/NHS —TYR und +EDC/NHS +TYR.
Hier war in beiden Fillen eine Reduzierung des Durchmessers zu beobachten, was letztendlich in kleine-
ren Mikrotriagern resultierte. Der Durchmesser bei +EDC/NHS —TYR betrug demnach noch 301 + 74 um
und 231 £ 40 um bei +EDC/NHS +TYR. Die Daten zeigten somit einen starken Einfluss der EDC/NHS
Inkubation auf die Dimension der Alginatkugeln, der durch TYR verstidrkt wurde. Fiir die Aktivitéit der
Mikrotrager spielte diese Beobachtung eine untergeordnete Rolle. Urséchlich fiir die Reduzierung der
Mikrotriager waren entweder der pH-Wert oder die Osmolaritéit wihrend der Inkubation. Bei der Modifika-
tion der Alginat-Mikrotrager mit Kollagen I trat dieser Effekt nicht auf, da die EDC/NHS Aktivierungslo-
sung nach 30 min entfernt wurde. In diesen Experimenten wurde das Tyramin zu dieser Losung hinzuge-
geben, da aufgrund der vorhandenen funktionellen Gruppen keine Kopplung zwischen zwei Tyramin-
Molekiilen erfolgen konnte. Die unterschiedlichen Durchmesser blieben, im Verhiltnis gesehen, iiber ei-
nen Inkubationszeitraum von 8 Tagen konstant. Es war lediglich eine leichte Zunahme des Durchmessers
bei allen Konditionen zu beobachten (siche Abbildung 61 b).
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Abbildung 62: HIPSC AUF VERSCHIEDENEN OBERFLACHEN IM ZEITLICHEN VERLAUF.

a hiPSC auf modifiziertem Alginat (Alginat + Tyramin + Matrigel). b hiPSC auf der Standardkulturoberfliche (TCPS +
Matrigel) und ¢ hiPSC auf modifiziertem Alginat (Alginat + Matrigel). Es sind jeweils die Zeitpunkte O h, 6 h, 12 h, 24 h und
48 h gezeigt. Eine Adhdsion erfolgt ausschlieflich auf der Standardkulturoberfliche und dem modifizierten Alginat mit Tyra-
min, wohingegen auf dem modifizierten Alginat mit lediglich Matrigel keine Adhdsion festzustellen ist. d Quantifizierung der
Konfluenz von hiPSC auf verschiedenen Oberflichen, gezeigt als Mittelwert + SEM aus drei unabhdngigen Experimenten mit
Jjeweils N>=9 ausgewerteten FOVs. Zur besseren Ubersicht, wird in dieser Abbildung der Standardfehler des Mittelwerts,
statt der Standardabweichung angezeigt. Mafstab fiir alle Bilder: 200 um.

Untersuchungen zur Adhasivitat von hiPSC auf Alginat-Hydrogelen

In Anlehnung an die Experimente aus Abschnitt 4.2.4 wurden hiPSC nach erfolgter Dissoziation (Verein-
zelung) auf drei verschiedenen Oberfldchen inokuliert und das Verhalten mittels Lebendzell-Mikroskopie
iiber zwei Tage beobachtet. Auf den Alginat-Oberflachen, die auf herkdmmlichem Weg mit Matrigel modi-
fiziert wurden, erfolgte keine signifikante Zelladhdsion. Zwar konnten vereinzelt adhirente Zellen beo-
bachtet werden, der Grof3teil der Zellen verblieb im Verlauf des Experiments abgerundet. Im Gegensatz
hierzu zeigte sich auf den Alginaten, an die zunichst das Molekiil Tyramin gekoppelt wurde und anschlie-
end eine Inkubation mit Matrigel zur Proteinadsorption auf der Oberfléache durchgefiihrt wurde, eine
vergleichbare Adhésion der Zellen im Vergleich zur Standardkulturoberflache (TCPS mit Matrigel). Die
Zellen adhérierten in beiden Fillen auf der Kulturoberflache, breiteten sich aus und bildeten innerhalb
weniger Stunden Zellverbiinde (Abbildung 62 a und b). Uber die Zeit kam es zum Zusammenschluss meh-
rerer dieser Zellverbiinde. Die zunéchst entstandenen Zellverbiinde wanderten dabei nahezu geschlossen
iiber die Kulturoberfldche bis sie auf einen weiteren Zellverbund stieBen und sich mit diesem zusammen-
schlossen. Auf der Oberflache, bei der Matrigel direkt mit dem Alginat gekoppelt wurde, waren die Ergeb-
nisse nicht eindeutig. Zum einen konnte eine Zelladhésion beobachtet werden, bei weiteren Ansétzen je-
doch nicht (Abbildung 62 c). Diese reduzierte Reproduzierbarkeit kann beispielsweise durch das Verhalten
des Matrigels erklart werden, seinerseits ein Gel zu bilden. Dieses Gel ist dadurch wiederum anfallig ge-
geniiber Waschschritten und kann wéhrend der Préparation, auch aufgrund der Planaritét der Oberfléche,
abgetragen werden. Dies liel den Schluss zu, dass eine Modifikation iiber Tyramin mit nachtraglicher
Matrigelbeschichtung zu wesentlich reproduzierbareren, d. h. stabileren Beschichtungen fiihrte. Dies du-
Berte sich ebenso in der gemessenen Konfluenz der hiPSC iiber die Zeit (Abbildung 62 d). Wahrend die
Zellen auf TCPS mit Matrigel bzw. Alginat mit Tyramin und Matrigel eine hohe Konfluenz erreichten,
stagnierten die Werte bei der Oberfldche Alginat mit Matrigel. Die wesentlich geringeren Werte zu Beginn
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des Experiments lieen auch auf eine geringere Effizienz wihrend der Adhédsion auf dieser Oberflache
schlieBen.

Immunfluoreszenzanalyse

Die Zellidentitdt von der AXAi-hiPSC wurde nach 7 Tagen Kultivierung auf den Alginat-Gertiststrukturen
im Vergleich zu Matrigel-beschichtetem TCPS analysiert. Bei allen Oberfldchen konnten sowohl
HESCA-2 (Abbildung 63 a), als auch Tral-81 (Abbildung 63 b) positive Zellen detektiert werden. Auf-
grund der hohen Zelldichte und der langen Kulturzeit lagen ebenfalls differenzierte Bereiche vor, die ein
geringeres Fluoreszenzsignal aufwiesen. Diese korrelierten mit der Morphologie der Zellen. Insbesondere
Zellverbiinde, die Kolonie-dhnliche Morphologien besal3en, zeigten grofle Bereiche an positiven Zellen.
Die Resultate zeigten, dass bei den Parametern der Kultivierung, insbesondere der Zelldichte und Kultivie-
rungsdauer, Optimierungsbedarf besteht, jedoch auf den modifizierten Alginat-Oberfldchen nach 7 Tagen
eine hohe Zahl an Tral-81 und HESCA-2 positiven Zellen vorlagen.
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Abbildung 63: ANALYSE DER ZELLIDENTITAT MITTELS PLURIPOTENZMARKER.

a HESCA-2-Féirbung von hiPSC auf verschiedenen Alginat-Oberflichen. b TRA1-81-Fdrbung von hiPSC auf verschiedenen

Oberfldchen. Mafistabsbalken fiir alle Bilder: 200 um. Abkiirzungen: TCPS+MG: zellkulturbehandelte Polystyrenoberfliche
mit Matrigelbeschichtung, Alg+MG: Alginat mit Matrigelkopplung, Alg+Tyr+MG: Alginat mit Tyraminkopplung und Matri-
gelbeschichtung.

RT-gPCR Analyse

Weitere Analysen der Zellidentitit wurden mit der RT-qPCR und Markern fiir NANOG, SOX2, und
SOX17 durchgefiihrt (Abbildung 64). Die Expressionsprofile dieser Marker wurden fiir AXAi-hiPSCs
erstellt, die iiber 6 Tage auf Matrigel-beschichtetem TCPS, nativem Alginat ohne Beschichtung und Algi-
nat mit Tyramin-Kopplung und Matrigelbeschichtung kultiviert wurden. Die Profile wurden nach 3 bzw. 6
Tagen erstellt und auf das Expressionsprofil der Zellen zu Beginn des Experiments normiert. Bei SOX2
(Pluripotenzmarker) und SOX17 (Differenzierungsmarker) zeigten sich bei allen drei Oberfldchen sowohl
nach 3 Tagen, als auch nach 6 Tagen vergleichbare Werte zu den Ausgangszellen. Eine startende Differen-
zierung der Zellen kann aus diesen Werten nicht abgeleitet werden. Bei NANOG, einem weiteren Pluripo-
tenzmarker, zeigten sich Unterschiede in der Expression. Nach 3 Tagen sind die Werte auf einem ver-
gleichbaren Niveau, wohingegen sie nach 6 Tagen bei nativem Alginat auf gleichem Niveau blieben, bei
Matrigel-beschichtetem TCPS und Alginat mit Tyramin und Matrigelbeschichtung héher waren.
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Abbildung 64: ANALYSE DER EXPRES-
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beschichtet (Alg+Tyr+MG) kultiviert.
Die Werte wurden auf das Expressions-
profil der Zellen vor Inokulation nor-
miert. Als endogene Kontrolle wurde
GAPDH verwendet. Dargestellt ist der
Mittelwert des Fold Increase + SD,
n=3.

Bestimmung der Proliferation auf modifizierten Alginaten

Da die Art der Oberfliche Einfluss auf Morphologie und Zellfldche haben kann und somit die Konfluenz-
werte beeinflusst werden, wurde zusétzlich die Proliferation der Zellen iiber die Zellzahl bestimmt. Ebenso
wurde die Anzahl der Zellen bestimmt, die nach 24 h nicht adhéirierten, um die Effizienz der Adhésion auf
den untersuchten Oberfldchen zu quantifizieren. Auf der Oberfliche TCPS mit Matrigel waren nach 24 h
18,3% ( 13,9), auf Alginat mit Tyramin und Matrigel 22,9% (= 15,0) und auf Alginat mit Matrigel 42,0%
(£ 15,6) der Zellen nicht adhirent (Abbildung 65 a). Hieraus konnte geschlussfolgert werden, dass bei den
ersten beiden Oberfliachen eine vergleichbare Zellzahl zu Beginn der Experimente vorhanden war, wohin-
gegen bei Alginat mit Matrigel eine wesentlich geringere Zahl adhérenter Zellen fiir die Proliferationsstu-
die vorlag. Ferner lieB sich hierdurch feststellen, dass bei TCPS mit Matrigel und Alginat mit Tyramin und
Matrigel eine sehr hohe, vergleichbare Adhésionseffizienz bestand. Nach einer Kultivierungszeit von 6

Tagen wurden die Zellen abgeldst und die Zellzahl bestimmt. Hierbei zeigte sich neben der geringen
Proliferation auf Alginat mit Matrigel (0,9 £ 0,7-fach) eine sehr hohe Proliferation bei der Oberfldche

TCPS mit Matrigel (38,3 £ 5,8-fach). Die Zellen auf dem Alginat mit Tyramin und Matrigel proliferierten,
jedoch lag die Proliferationsrate wesentlich unter dem Wert der Proliferation auf TCPS mit Matrigel

(11,2 £ 8,9-fach). Die gemessenen Werte (Abbildung 65 b) stimmten auch mit der optischen Begutachtung
der Zellen iiberein, bei der auf TCPS mit Matrigel ein dichter Zellrasen (Abbildung 65 c1), auf Alginat mit
Matrigel nur vereinzelt adhirente Zellen bzw. Aggregate (Abbildung 65 c2) und auf Alginat mit Tyramin

und Matrigel adhérente Zellen (kein dichter Zellrasen, Abbildung 65 ¢3) beobachtet wurde. Nach diesen

Daten konnte geschlussfolgert werden, dass die Modifikation mit Tyramin und anschlieBender Beschich-

tung mit Matrigel geeignet war, um eine Expansion von hiPSC zu erreichen, die Proliferationsrate jedoch

wesentlich geringer war, verglichen mit der Oberfldche TCPS mit Matrigel. Die Griinde hierfiir werden

spater eingehend diskutiert. An dieser Stelle soll aber erwidhnt werden, dass die unterschiedlichen mecha-

nischen Eigenschaften der Oberfldche ein Grund hierfiir sein kdnnen.
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Abbildung 65: INOKULATION UND
PROLIFERATION VON HIPSCS AUF
ALGINAT-OBERFLACHEN.

a Zellverlust nach 24 h Inokulation auf
den Oberflichen TCPS + Matrigel,
Alginat+Matrigel und Algi-
nat+Tyramin+Matrigel.

b Proliferation der hiPSC auf den Ober-
fldchen dargestellt als Fold increase in
Bezug auf die Ausgangszellkonzentration.
¢ Reprdsentative Bilder der Kulturen
nach 6 Tagen Kultivierung. Bild 1:
TCPS+Matrigel, 2: Alginat+Matrigel, 3:
Alginat+Tyramin+Matrigel. Hinweis:
Zur besseren Darstellung wurde der
Kontrast verdndert. Mafsstabsbalken in
c: 200 um. Gezeigt sind die Mittelwer-

te £ SD aus 3 Experimenten. (Abbildung
nach [316], abgedndert).
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Nachdem die Ergebnisse auf den planaren Oberflachen gezeigt haben, dass hiPSC auf Alginaten mit Ty-
ramin und Matrigel adhérieren und proliferieren konnen, wurde weiter untersucht, ob dieses System auch
auf sphérischen Alginat-Geriiststrukturen funktional ist. Hierfiir wurden Alginat-Mikrotréger mit Tyramin
modifiziert und mit unterschiedlichen Matrigelkonzentrationen (0%, 25%, 50%, 75% und 100% ausge-
hend von der Standardbeschichtung von planaren Oberflichen) beschichtet. Dissoziierte hiPSC-Kolonien
wurden mit diesen Gerliststrukturen inokuliert und iiber sieben Tage kultiviert. Abbildung 66 zeigt die
Adhision der Zellen nach 3 bzw. 7 Tagen. Es wurde deutlich, dass die Modifikation auch eine Adhésion
der Zellen auf Alginat-Mikrotrdgern erlaubte und dass schon bei einer Konzentration von 25% Matrigel
die Zellen auf den Mikrotrigern adhirent wachsen konnten. Auf unbeschichteten Alginat-Mikrotrigern
(d. h. nur Tyramin-Funktionalisierung) erfolgte keine Zell-Matrix Interaktion, sondern eine Zell-Zell Inter-
aktion, die sich in der Bildung von Zellaggregaten widerspiegelte. Ein dhnliches Verhalten wurde auch in
den Proben beobachtet, in denen keine Mikrotrager vorhanden waren (&). Es wurde ferner deutlich, dass

die Zellen bei vollstindiger Besiedelung der Oberfliche der Mikrotréger begonnen haben in mehreren
Schichten zu wachsen.

Abbildung 66: ADHASION VON HIPSC AUF MODIFIZIERTEN ALGINAT-MIKROTRAGER NACH 3 BZW. 7 TAGEN KULTIVIERUNG
IN “ULTRA LOW ATTACHMENT” MIKROTITERPLATTEN.

Bei den Alginatkugeln wurde die Menge ausgehend von der Standardkonzentration (100%) verdiinnt (0%, 25%, 50%, 75%),
sowie einer Kontrolle ohne Alginatkugeln mitgefiihrt. Die Zelladhdsion kann auch bei der geringsten Matrigel-Konzentration
beobachtet werden, lediglich auf den Alginatkugeln ohne Matrigel (0%, nur Tyramin-Funktionalisierung) findet keine Zella-
dhéision statt. Ahnlich wie bei den Proben ohne Alginatkugeln erfolgt eine Aggregatbildung der Zellen zwischen den Alginat-
kugeln. Reprdsentative Bilder aus zwei unabhdngigen Experimenten. Mafstabsbalken fiir alle Bilder: 400 um.
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Untersuchungen zur Funktionalitat von hiPSC abgeleiteter Kardiomyozyten auf Alginat-
Geruststrukturen

Durch die vorangegangenen Versuche konnte gezeigt werden, dass durch die Modifikation der Alginate
mit ECM eine Adhédsion der Zellen auf Alginat hervorgerufen werden kann. Ferner zeigte sich durch die
Versuche mit hMSCs, dass diese elastische Kulturoberfliche einen Einfluss auf das zelluldre Verhalten
hatte. Auf Alginat-Mikrotragern waren hMSCs in der Lage das Hydrogel zu komprimieren, so dass ausge-
iibte Krifte durch die Adhésion auf das Hydrogel iibertragen werden konnten. Dieser Effekt ist bei Zellen,
wie hMSCs oder hiPSC, bei der Kultivierung und Expansion zunéchst von geringerem Interesse. Bei dy-
namischen Zellsystemen, wie beispielsweise (Herz-)Muskelzellen kann diese Elastizitdt sehr interessant
sein, da die Zellen durch die Moglichkeit der Kontraktion nicht nur biochemisch, sondern auch mecha-
nisch mit ihrem Substrat in Wechselwirkung treten konnten. In diesem Teil der Arbeit wird daher mit
hiPSC-abgeleiteter Kardiomyozyten die Interaktion auf modifizierten Alginat GS untersucht.

hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten auf 2D-Alginaten

Die Zellen wurden nach erfolgter Modifikation der Alginatmembranen bzw. Beschichtung von TCPS-
Oberfliachen in die Petrischalen inokuliert und die Kontraktion in bestimmten Absténden (24 h, 7 Tage, 14
Tage) dokumentiert. Abbildung 67 zeigt adhirente Kardiomyozyten auf TCPS direkt nach Inokulation
(Abbildung 67 al), nach 24 h (Abbildung 67 a2), sowie auf mit Matrigel funktionalisiertem Alginat
(Abbildung 67 b1 bzw. Abbildung 67 b2). Anhand der Adhésion konnten hierbei zunéchst keine Unter-
schiede festgestellt werden. Bereits nach 24 h konnte beobachtet werden, dass die Kardiomyozyten auf
beiden Oberfldchen adhdrent und ausgebreitet vorlagen. Ebenso zeigte sich eine Kontraktion der Zellen in
beiden Ansétzen, die sich jedoch qualitativ stark voneinander unterschieden. Auf den (harten) TCPS-
Oberflachen kontrahierten die Zellen tendenziell lokal abgegrenzt und nicht als vollstdndiger Zellrasen,
wohingegen bei dem (weichen) Alginat eine héhere Dynamik beobachtet werden konnte.
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Abbildung 67: FUNKTIONALITAT VON HIPSC ABGELEITETER KARDIOMYOZYTEN (COR.4U) AUF MODIFIZIERTER ALGINAT-
OBERFLACHE.

Kardiomyozyten auf a TCPS mit Matrigel und b Alginat mit Matrigel nach Oh und 24h. c1 Dynamische Bereiche der CM auf
TCPS mit Matrigel. ¢2 Dynamische Bereiche CM auf Alginat mit Matrigel. d ,, Kardiogramm * aus nicht-invasiver Messung
mittels Lebendzell-Mikroskopie. e Quantifizierung der Schlagfrequenz von CM nach 24h bzw. 7d auf den Oberflichen TCPS
bzw. Alginat mit Matrigel. n >3 unabhdngige Experimente mit jeweils 5 untersuchten FOV. a, b Skala: 200 pum.
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Abbildung 67 cl zeigt eine aus einer Bildsequenz abgeleitete Gewichtung dynamischer Bereiche auf
TCPS im Vergleich zu dem funktionalisierten Alginat (Abbildung 67 c2). Die Farbintensitit spiegelt dabei
den Grad der Dynamik wider: Blaue Bereiche waren {iber den analysierten Zeitraum eher statisch, wohin-
gegen gelbe Bereiche eine hohe Dynamik aufwiesen. Durch die Etablierung eines nicht-invasiven Verfah-
rens wurde ferner untersucht, ob sich die Schlagfrequenz auf diesen Substraten unterscheidet. Die aufge-
nommenen Bildsequenzen wurden hierflir mittels automatisierter Bildanalyse (Abbildung 67 d) prozessiert
und die Schlagfrequenz anhand der mittleren Intensitit des Gesamtbildes abgeleitet (Abbildung 67 e). Die
Schlagfrequenz zeigte bei einigen Messungen zwar Ausreif3er, jedoch waren die Schlagfrequenzen generell
vergleichbar. Die Kontraktion selbst war bei diesen beiden Oberflichen sehr unterschiedlich. Bei den har-
ten Plastikoberflachen war die Kontraktion eher ,,flach®, so dass die Zellen keine lateralen Positionsidnde-
rungen wéhrend der Kontraktion zeigten Abbildung 67 c1. Im Gegensatz zeigten die hiPSC-CM auf den
Alginat GS eine ,,plastische*, sowie eine starke Positionsdnderung wahrend der Kontraktion (Abbildung
67 c2). Das beobachtete Verhalten lie3 darauf schlieBen, dass die Zellen mit dem weichen (elastischen)
Alginat in eine Interaktion treten, die {iber die Adhésion hinausgehen. Durch die elastischen Eigenschaften
erfolgte zusétzlich eine mechanische Interaktion der Zellen mit ihrer Umgebung. Bei einer ndheren Be-

trachtung des Strukturproteins a-Aktinin konnten auf beiden Oberfldchen die typischen Banden verifiziert
werden. Unterschiede waren hierbei nicht zu erkennen. In beiden Féllen lag eine isotrope Anordnung des
a-Aktinins vor (Abbildung 68).

Abbildung 68: IMMUNZYTOCHEMI-
SCHER NACHWEIS VON o-AKTININ IN
KARDIOMYOZYTEN.

a Alginat mit Matrigel und b TCPS mit
Matrigel. Die zusdtzlichen Bildaus-
schnitte im Hauptbild zeigen vergro-
Berte Detailaufnahmen. Uberlagerung
Fluoreszenzbilder aufgenommen mit
Filter FITC (griin, a-Aktinin) und
DAPI (blau, Nukleus). Maf3stabsbal-
ken: 20 um. Hinweis: Der Kontrast der
Bildausschnitte wurde zur besseren
Darstellung erhéht.

hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten auf spharischen Alginat-Mikrotragern

Nachdem gezeigt werden konnte, dass hiPSC-CM auf modifizierten Alginaten kultiviert werden konnen
und ferner eine erweiterte Interaktion der Zellen mit dieser elastischen Oberflache vorlag, wurde unter-
sucht, ob diese Zellen auch auf sphérischen Alginat-Mikrotrigern kultiviert werden konnen. Fiir zukiinfti-
ge zellbasierte Tests, wie z. B. Zytotoxizititstests oder der Entwicklung neuer Wirkstoffe, konnte dieses
Konstrukt ein interessantes Modellsystem darstellen, da es durch die Mikrotrager elastische Eigenschaften
des nativen Gewebes besser abbilden kann. Zusitzlich wird durch das Alginat eine Moglichkeit geschaf-
fen, weitere Eigenschaften wie die mechanischen Eigenschaften von gesundem bzw. krankem Gewebe in
das Modell einflieBen zu lassen. In diesem Teil soll jedoch zunéchst untersucht werden, ob die entwickelte
Biofunktionalisierung des Alginats in Verbindung mit hiPSC-CM eine geeignete Adhésionsoberfliche (als
Gertiststruktur) fiir die Zellen abbilden kann. Um die Reproduzierbarkeit der Biofunktionalisierung weiter
zu verbessern wurde hierbei zunéchst die Modifikation durch Tyramin durchgefiihrt und diese Alginat-
Mikrotrdager dann mit unterschiedlichen Konzentrationen (0, 25, 50, 75 und 100% ausgehend von der iibli-
chen Beschichtungsmenge fiir 2D-Oberfldchen an Matrigel) beschichtet.

In Mikrotiterplatten erfolgten die Inokulation, sowie die Kultivierung der Zellen, um dhnliche Bedingun-
gen wie bei Screeningverfahren zu erhalten. Ferner wurde dabei darauf geachtet, moglichst wenige Mikro-
trager den Zellen zur Verfligung zu stellen, um einen groitmoglichen Zellbewuchs zu erreichen. Nach
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einer Kultivierungsdauer von 8 Tagen wiesen die Zellen auf den Mikrotrégern, die nicht mit Matrigel be-
schichtet wurden, d. h. bei denen die Oberflache nur mit Tyramin funktionalisiert wurde, keine Adhasion
der Zellen vor. In der Konsequenz formierten sich hier kleinere Aggregate die schwach kontrahierten
(Abbildung 69 a). Erfolgte eine Beschichtung mit Matrigel, zeigte sich bereits bei einer sehr geringen Be-
schichtung (25%) ein adhérentes Wachstum der Zellen. Auch die gewiinschte Funktionalitit in Form der
Kontraktion war vorhanden (Abbildung 69 b). Ebenso konnte dies bei den Mikrotridgern mit héheren Kon-
zentrationen beobachtet werden (Abbildung 69 c, d, e). Bei den Proben, bei denen keine Mikrotrager vor-
handen waren wurde ein dhnliches Verhalten beobachtet wie bei den Mikrotrdgern ohne Matrigel. Die
Zellen aggregierten und kontrahierten nur sehr schwach (Abbildung 69 f). In den meisten Fillen waren
mehrere bewachsene Mikrotréger in den einzelnen Népfchen vorhanden, die eine unabhéngige Kontrak-
tion zeigten. Hier kann davon ausgegangen werden, dass die Mikrotréger, obwohl sie in Kontakt mit den
anderen Mikrotragern standen, keine Zell-Zell-Interaktion iiber benachbarte Mikrotréger ausbildeten.
Durch die Untersuchungen konnte ebenso gezeigt werden, dass auch fiir dieses Zell-Mikrotriager System
eine nicht invasive Analyse der Kontraktion mittels bildbasierter Methoden méglich ist. Gerade im Hin-
blick auf neue Screeningverfahren ist dies hervorzuheben, da hiermit auch eine zerstérungsfreie Analyse
der Zellreaktion zu mehreren Zeitpunkten vorgenommen werden kann. Durch die Beschaffenheit der zu-
grundeliegenden Bilder war im Vergleich zu den iibrigen Analysen der Kontraktion ein negativer Aus-
schlag zu beobachten — die daraus gewonnenen Informationen (ja-nein Entscheidung Kontraktion, Schlag-
frequenz) wurden hierdurch jedoch nicht beeinflusst.
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Abbildung 69: ADHASION (LINKS) UND KONTRAKTION (RECHTS) VON HIPSC-CM AUF FUNKTIONALISIERTEN ALGINAT-
MIKROTRAGERN (ALGINAT-TYRAMIN-MATRIGEL).

Die Adhdsion der Kardiomyozyten auf Mikrotrdgern nach 8 Tagen Kultivierung a ohne Matrigel-Beschichtung, b 25%, ¢
50%, d 75%, e 100% und f ohne Mikrotriger. Bei allen Matrigel-beschichteten Mikrotrdgern ist eine Kontraktion messbar,
bei den Aggregaten ohne Mikrotriger ist die Kontraktion schwach, bei Mikrotrdgern ohne Matrigel-Beschichtung ist keine
Kontraktion messbar. Die griine Flédche zeigt den Bereich, in dem die Kontraktion gemessen wurde. Reprdsentative Daten aus
drei Experimenten. Normierte Intensitdt auf den Mittelwert.

4.3.6  Strukturierung und Funktionalisierung von Alginat-Oberflachen

In den vorangegangenen Abschnitten wurde die Biofunktionalisierung von Alginat-Hydrogelen, sowie die
Kultivierung von humanen Stammzellen eingehend untersucht. Die biofunktionalisierten Alginat-
Hydrogele waren hierbei entweder planar (Membran) oder sphérisch (Mikrotriager). Um die Komplexitét
dieser Gerliststrukturen zu erhhen, wire es auch in Hinblick auf die biologische Funktion interessant, die
Topographie der Oberfldchen zu modifizieren. Die bereits untersuchten Oberflichen wie z. B. die fibrilla-
ren Alginat-Oberflaichen (Abschnitt 4.3.1), die Nanopartikel-beladenen Alginat-Hydrogele (Abschnitt
4.3.2) oder auch die Alginat-ECM Mischungen (Abschnitt 4.3.4) werden hierbei nicht weiter behandelt, da
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der Fokus auf eine Strukturierung gelegt werden soll, die beispielsweise fiir die Entwicklung von kardialen
Zellmodellen interessant sind. Ebenso werden die Mikrotrager hier nicht untersucht, da eine Strukturie-
rung zwar interessant wére, die Funktionalisierung zur Adhésion fiir komplexere Zellsysteme, gemal3 den
Erfahrungen aus dieser Arbeit, nicht ausreichend ist. In Voruntersuchungen wurde das zelluldre Verhalten
von hMSCs auf lokal funktionalisierten Oberfldchen analysiert. Diese Untersuchungen sollten zunéchst
Aufschluss geben, inwieweit diese Zellen auf ihre Umgebung reagieren. Es wurden hierfiir Strukturen aus
Fluoreszenz-markierter Gelatine mittels p-Contact-Printing auf eine unbehandelte Polystyrenoberflache
gedruckt und das zelluldre Verhalten mittels Lebendzell-Mikroskopie verfolgt.

Die gewéhlten Muster waren zum einen parallele Linien (25 um Linienbreite, 58 pm Zwischenraum) und
zum anderen separierte Rechtecke (36x30 um Rechtecke, 60 pm bzw. 95 pm Zwischenraum). Das ge-
wihlte Protein hat den Vorteil, dass durch die Konjugation eines Fluorophors eine Korrelation von zellulé-
rem Verhalten und Struktur mit der Lebendzell-Mikroskopie moglich ist.

Abbildung 70: HMSC AUF STRUKTU-
RIERTEN BIOFUNKTIONALISIERTEN
OBERFLACHEN.

a MSC auf Linien aus fluoreszenz-
markierter Gelatine (25 um Linienbreite,
58 um Zwischenraum) zu den Zeitpunk-
ten O h, 24 h und 48 h.

b MSC auf Rechtecken aus fluoreszenz-
markierter Gelatine (36 x30 um Recht-
ecke, 60 um bzw. 95 um Zwischenraum)
zu den Zeitpunkten 0 h, 24 h und 48 h.
Mafsstab: 200 um.

Die Experimente zeigten, dass hMSCs sowohl morphologisch, als auch bei der Migration auf die linienar-
tigen Muster (Abbildung 70 a) reagierten. Zum einen erfolgte eine spindelférmige Ausrichtung der Zellen,
die mit der Richtung der Struktur korrelierten. Ferner konnte beobachtet werden, dass die Zellen tendenzi-
ell auf den Linien entlang migrierten. Bei den quadratischen Proteinmustern (Abbildung 70 b) konnte
ebenso eine morphologische Adaptation der adhdrenten Zellen festgestellt werden. GroBere hMSCs, die in
der Literatur auch mit Seneszenz in Verbindung gebracht werden [218], waren ferner in der Lage grof3ere
Distanzen ohne Proteinmuster zu iberwinden, was sich in einer Migration quer zum Linienmuster oder in
einer Adhésion {iber benachbarte Quadrate dullerte. Dieses Verhalten liel3 gleichzeitig die Schlussfolgerung
zu, dass die Modifikation einer Oberflidche, wie z. B. von nativen Alginaten, vollstindig sein muss, um
derartiges Zellverhalten zu unterbinden. Nach diesen Experimenten stellte sich vielmehr die Frage, wie
eine derartige Strukturierung auf nativen Alginaten realisiert werden kann.

Abbildung 71: UBERTRAGUNG VON
STRUKTUREN MITTELS p-CONTACT
[__]Stempel PRINTING.
a Mikroskopische Aufnahme der Struktur
des Stempels, mit der die Strukturierung
des Alginats vorgenommen wurde.
b Resultierende Alginat-Oberfliche nach
Strukturierung mit dem in a gezeigten
Stempel.
¢ Quantifizierung der Ubertragungsgiite
anhand der vorhandenen Texturmerkma-
le. Es wurde die Dimension der beiden
vorhandenen Linientypen (schmal bzw.
breit) ausgemessen. Im Vergleich zum
Stempel sind die Dimensionen der Tex-

Alginat

Breite [um]

schmale breite turmerkmale auf dem Alginat um etwa
Linien Linien 10% kleiner. Gezeigt sind die Mittelwer-
Textur te + SD vier Alginatstrukturen mit n=38

bzw. 40 (Stempel) und n=89 (Alginat).
Mafistabsbalken in a und b: 200 um..
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Ubertragung von Strukturen auf Alginat-Hydrogele

Der Transfer auf Alginat GS erfolgte mit dem sog. u-Contact Printing, bei dem eine Variante der Nano-
Imprint-Lithographie adaptiert wurde (siehe auch [93, 320]).

Nach erfolgter Strukturierung der Alginat-Hydrogele und anschlieBender Vernetzung, wurde untersucht,
inwieweit die Struktur ibertragen wurde. Hierfiir wurden die zugrundeliegende Matrize (Stempel, Abbil-
dung 71 a), sowie die jeweiligen topographischen Merkmale auf dem Hydrogel (Abbildung 71 b) vermes-
sen. Die Messergebnisse zeigten, dass die Topographie generell sehr gut iibertragen wurde. Abbildung 71 ¢
illustriert die Qualitét der Strukturierung anhand der lateralen Breite der Linienmuster. Die Breite der
schmalen Linien lagen bei dem Stempel im Bereich von 34,3 (+ 1,4) pm und die breiten Linien in einem
Bereich von 48,9 (£ 1,7) um. Bei den strukturierten Alginaten lag die Breite der schmalen Linien bei
32,1 (£4,6) pmund die der breiteren Linien bei 43,2 (+4,6) pm. Dies zeigte, dass nach der Strukturierung
die Dimensionen der topographischen Merkmale im Vergleich zur genutzten Matrize minimal kleiner sind
(7% bei den schmalen Linien, 13% bei den breiten Linien). Die schmalen Linien waren topographisch
gesehen tieferliegend als die breiten Linien, sodass auf der Oberflache des Alginat-Hydrogels kanal-artige

Strukturen mit einer Tiefe von etwa 10 um und einer Breite von etwa 30 um vorhanden waren. Breite und
Hohe waren so ausgelegt, dass die Strukturen einen Effekt auf die Zellen ausiiben konnten.

(ISR

%f

Abbildung 72: HMSC AUF STRUKTURIERTEM, BIOFUNKTIONALISIERTEM ALGINAT.

a Alginat mit Kanal-artiger Struktur, b hMSC nach 24 h, ¢ hMSC nach 72 h, d hMSC nach 24 h auf glatter Alginat-
Oberfldche. e Alginat mit Quadraten, f hMSC nach 24 h, g hMSC nach 72 h. h h(MSC nach 72 h auf glatter Alginat-
Oberfliche. Mapstabsbalken: 200 um, Piktogramme: Orientierung der Struktur im jeweiligen Bild.

Kultivierung von hMSCs auf strukturierten Alginat-Hydrogelen

Die hergestellten strukturierten Geriiststrukturen wurden zunéchst bzgl. des zelluldren Verhaltens von
hMSCs untersucht. Als Gertiiststrukturen wurden Alginat-Hydrogele verwendet, die entweder glatt
(Abbildung 72 d, h), mit Kandlen (Abbildung 72 a-c) oder mit eingelassenen Quadraten (Abbildung 72 e-
g) strukturiert waren. Nach Inokulation der Zellen konnte mittels der Lebendzell-Mikroskopie beobachtet
werden, dass wiahrend des Beobachtungszeitraums von 5 h die Zellen auf den Alginaten mit Quadraten
keine spezifische Reaktion bzgl. der Struktur zeigten. Die Ausrichtung der Zellen war hier unregelméaBig
und ungerichtet. Ebenso war diese morphologische Reaktion bei den glatten Alginat-Oberflédchen zu be-
obachten. Erfolgte die Kultivierung auf den Alginaten mit Kanal-artigen Strukturen, so konnte man in der
Adhésionsphase eine Korrelation von Morphologie und Struktur beobachten. Zellen, die in den Kanilen
positioniert waren, nahmen teilweise eine rechteckige Morphologie an, da sie beidseitig von dem Alginat
eingegrenzt wurden. Im weiteren Verlauf konnte eine Ausrichtung an der Kanalstruktur beobachtet wer-
den, ebenso eine Migration entlang der Kanten. Es gilt zu erwéhnen, dass es den Zellen auch moglich war,
quer iiber die Strukturen sowohl zu adhérieren, als auch zu migrieren. Teilweise 16sten sich die Zellen auf
den Kanal-artigen Strukturen ab und aggregierten, was mdglicherweise durch die extreme Streckung ver-
ursacht wurde.
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Abbildung 73: INTERAKTION VON HMSC MIT STRUKTURIERTEN BIOFUNKTIONALISIERTEN ALGINAT-OBERFLACHEN.

a Zeigt die Ausgangssituation von Struktur und Zellen zu Beginn der Bildsequenz. Die schwarze gestrichelte Linie markiert
den Bereich eines Kanals im Ursprungszustand. b Die Zelle (*) migriert tiber die erhabene Kanalwand und kontaktiert in ¢
erstmals die benachbarte Kanalwand mit ihrer Zellmembran. (schwarze Pfeilspitze). Im weiteren Verlauf erkennt man, dass
die Wand eindeutig von der Zelle herangezogen wird (weifSe gestrichelte Linie, schwarze Pfeilspitze) und d das Hydrogel sich
entsprechend verformt (weifle gestrichelte Linie, schwarze Pfeilspitze). Mafistabsbalken fiir alle Bilder: 50 um

Ein interessanter Effekt konnte durch die Aufnahmen beobachtet werden: die Zellen, die mit den Kanal-
winden durch Zell-Matrix-Kontakte interagierten, waren in die Lage, die Alginat-Oberfléche zu verfor-
men, sei es durch Kompression aber auch durch Heranziehen (Abbildung 73 a-d).

Nach der Lebendzell-Mikroskopie wurden die Proben im Brutschrank weiter kultiviert und in bestimmten
Abstidnden dokumentiert. Die Morphologie war nach 24 h und 72 h vergleichbar zu den Beobachtungen
wihrend der Lebendzell-Mikroskopie. Auf den glatten und mit Quadraten strukturierten Alginaten war die
Morphologie nicht orientiert, wohingegen die proliferierenden Zellen auf den Kanal-artigen Strukturen
weiterhin die Richtung der Strukturierung einnahmen. Hierbei sei erwéhnt, dass mit steigender Zelldichte
generell eine spindelformige Ausrichtung beobachtet werden konnte und die Analyse erschwerte. Rich-
tungsédnderungen dieser Anordnung waren in den unstrukturierten Hydrogelen zu erkennen, wohingegen
bei den strukturierten Hydrogelen diese nicht zu beobachten waren.

Die durchgefiihrten Experimente zeigten eine Reaktion von hMSCs auf Alginat-Strukturen, die in ihrer
Dimension grofer waren, als die Zellen selbst. Auf die kleiner dimensionierten Quadrate erfolgte keine
Zellreaktion, wohingegen die Kanile eine Manipulation der Zelladhésion in Form der Ausrichtung im
strukturierten Bereich erlaubten. Bei den glatten und mit Quadraten strukturierten Oberflachen war die
Zellausrichtung eher isotrop, wohingegen bei den mit Kanélen strukturierten Oberflidchen die Ausrichtung
anisotrop war.

Diese Beobachtung konnte durch die Immunzytochemische Farbung des Zytoskelett (F-Aktin) weiter un-
termauert werden. Auf der glatten Alginat-Oberflache, als auch auf der Alginat-Oberflache mit Quadraten
lag eine isotrope Anordnung des F-Aktins vor, wohingegen bei der Alginat-Oberfliche mit Kanélen eine
anisotrope Ausrichtung dieses Strukturproteins zu beobachten war. Analysen der Zelladhésion mittels
REM lieferten, neben den schon durch die lichtmikroskopischen Aufnahmen beobachteten Zellverhalten,
weitere Details liber die Zell-Matrix-Interaktion (Abbildung 74). Die hMSCs interagierten sowohl auf der
glatten, als auch auf der strukturierten Alginat-Oberfldche tiber Filopodien direkt mit der funktionalisierten
Alginat-Oberfléche (Abbildung 74 a und c). Eine Ausrichtung der Zellen entlang der Kanalstruktur erfolg-
te insbesondere an den Kanten, wobei diese durch die Praparation fiir die REM-Aufnahmen nur noch sehr
flach vorhanden waren (Abbildung 74 b und d). Ebenso lagen Zellspuren, d. h. nano-skalige Membranres-
te, auf der Oberflache vor (Abbildung 74 d3).

Die Untersuchungen mit den hMSCs haben letztendlich gezeigt, dass eine Strukturierung, sowie Funktio-
nalisierung von Alginat-Hydrogelen mit den in dieser Arbeit entwickelten Methoden moglich war und eine
zellulare Reaktion auf die Strukturen erfolgte. Fiir eine Anwendung dieser Geriiststruktur im Kontext des
Tissue Engineering sollte, aufbauend auf diesen Ergebnissen, das Verhalten eines komplexeren Zellsys-
tems untersucht werden, das durch eine derartige Gertiststruktur weitere funktionale Eigenschaften des in-
vivo-Gewebes erhalten soll.



ERGEBNISSE 123

hiPSC-abgeleiteter Kardiomyozyten auf strukturierten Geruststrukturen aus Alginat

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Kultivierung von hiPSC-abgeleiteter Kardiomyozyten (hiPSC-
CM) auf biofunktionalisierten Geriiststrukturen aus Alginat méglich war und eine plastischere Kontraktion
hervorgerufen hat. Die Adhision und Anordnung der Kardiomyozyten war hierbei nicht gerichtet. Die in-
vivo-Situation zeigt, dass die Zellen im Gewebeverbund linear orientiert angeordnet sind, um die biologi-
sche Funktion zu erfiillen. Hiervon ausgehend, wurde die schon bei den hMSCs beschriebene Kanal-artige
Struktur auf Alginate {ibertragen, um diese Eigenschaften abzubilden. Die hiPSC-CM adhérierten nach
Inokulation auf den Alginat-Oberflichen und zeigten nach 24 h Kontraktionen. In den Experimenten wur-
den strukturierte (Kanile, Abbildung 75 b) und unstrukturierte Alginat-Oberflachen (Abbildung 75 a), die
mit Matrigel funktionalisiert wurden, miteinander verglichen. Bzgl. Ausrichtung der hiPSC-CM konnte
beobachtet werden, dass Zellen sowohl spindelformig, als auch ausgebreitet entlang der Kanalstruktur
adhérierten (Abbildung 75 b, ab 72h).

al / /ﬁ/ a2 | Abbildung 74: HMSCS AUF ALGINAT-

72 . GERUSTSTRUKTUREN, MODIFIZIERT MIT
e L L TYRAMIN UND MATRIGEL NACH 24 H
AUFGENOMMEN MIT REM.
a hMSCs auf glatten Alginat-
Oberfldichen.
b hMSCs auf strukturierten Alginat-
Oberfldchen.
¢ Detailaufnahmen der Zell-Matrix In-
teraktion auf strukturierten Alginat-
Oberfldchen.
d Detail Aufnahme Zellspuren von
hMSCs auf Alginat-Oberflichen. Annota-
tionen: Pfeilspitzen: Zell-Matrix Interak-
tion iiber Filopodien, #: Alginat-Matrix,
*: Zelle, x: Zellspuren, gestrichelte
Quadrate markieren vergrofierte Aus-
schnitte im jeweils folgenden Bild. Ma/3-
stabsbalken: jeweils in den Bildern anno-
tiert.

Abbildung 75: HIPSC-ABGELEITETE KARDIOMYOZYTEN AUF STRUKTURIERTEN, BIOFUNKTIONALISIERTEN ALGINAT-
GERUSTSTRUKTUREN.

a Glatte Alginat-Oberfliche mit hiPSC-CM zu unterschiedlichen Zeitpunkten. b Glatte Alginat-Oberfliche mit hiPSC-CM zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. Mafistabsbalken: 200 um.
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Die Zellen waren insbesondere an den Kanten positioniert. Adhérierte eine Zelle iiber mehrere Struktu-
relemente, so war deutlich die Kante im Bereich der Zellmembran erkennbar. Ferner war auch bei hherer
Zelldichte keine perfekte Ausrichtung einzelner Zellen in Bezug auf die Struktur zu beobachten. Dennoch
war eine Strukturierung der Zellflache als Gesamtheit deutlich zu beobachten (Abbildung 75 b, ab 72h).
Eine vollkommen isotrope Ausrichtung der Zellen wurde auf den glatten Alginat-Oberfldchen beobachtet
(Abbildung 75 a).

Die Kontraktion der Zellen schien primédr von der Struktur nicht beeinflusst zu werden. Zwar existierten
Zellen auf der Oberflédche, die in einem Kanal mit dem Strukturverlauf kontrahierten, ein genereller Trend
konnte aufgrund der erhobenen Daten nach einer Kultivierungsdauer von 72 h jedoch nicht abgeleitet wer-
den. Nach 72 h wurde eine Schlagfrequenz von 32 + 12 min"' der hiPSC-CM auf den glatten Alginat-
Oberflichen, sowie eine Schlagfrequenz von 24 + 10 min™' gemessen. Somit war die Schlagfrequenz von
beiden Ansétzen vergleichbar.

Nach sieben Tagen Kultivierung auf den Oberflachen konnten keine wesentlichen Verdnderungen festge-
stellt werden. Die Kontraktion zeigte an einigen Stellen eine Korrelation mit der Orientierung der Struktur,
war jedoch fiir eine Verallgemeinerung nicht eindeutig genug. Die Kontraktion lag weiterhin in einem
Bereich, vergleichbar mit der Messung nach 72 h (Glattes Hydrogel: 34 £ 12 min™, strukturiertes Hydro-
gel: 27 + 13 min™"). Im Laufe der Kultivierungsdauer blieben diese Frequenzen in einem vergleichbaren
Bereich, wenn auch eine leichte Erhohung der Schlagfrequenz gemessen wurde. Nach 21 Tagen wurden
die Experimente beendet und es konnte dabei eine Schlagfrequenz von 37 + 15 min™ auf den glatten Algi-
nat-Oberflichen und von 33 = 16 min' gemessen werden. Die Strukturierung war bis zu diesem Zeitpunkt
stabil, trotz der mechanischen Beanspruchung, die durch die Kontraktion auf die GS wirkten.

Der Immunfluoreszenz-Nachweis von a-Aktinin in den Kardiomyozyten konnte nach 21 Tagen erbracht
werden. Es konnte dadurch die Arbeitshypothese bestétigt werden, dass sich die Art der Topographie ne-
ben der Kontraktion, auch auf die Strukturproteine der Zellen auswirkt. Bei den glatten Alginat-
Oberflachen lag a-Aktinin isotrop vor (Abbildung 76 a), wahrend auf den strukturierten Alginate mit Ka-
nilen die Anordnung tendenziell anisotrop war (Abbildung 76 b). Die Anisotropie &uf3erte sich in einem
orthogonal zu den Kanélen angeordneten Bandenmuster. Somit rief eine Strukturierung von Alginat-
Hydrogelen mit Kanélen eine Modifikation der Zelladhision hervor, die sich auf die Kontraktion auswirk-

te und letztendlich zu einer anisotropen Anordnung von intrazelluldren Strukturproteinen fiihrte. Isotrope
Bereiche des a-Aktinins wurden insbesondere dann beobachtet, wenn die Kardiomyozyten orthogonal zur
Kanalstruktur adhérierten.

Abbildung 76: IMMUNZYTOCHEMISCHE
FARBUNG VON KARDIOMYOZYTEN (CM)
AUF ALGINAT-GERUSTSTRUKTUREN.

a CM auf glatter Alginat-Oberfliche
nach 21 Tagen Kultivierung.

b CM auf strukturierte Alginat-
Oberfliche mit Kandlen nach 21Tagen
Kultivierung. #1 bis #4: Detailaufnahme
der in a und b markierten Bereiche mit
nachtrédglicher Kontrastierung zur Her-
vorhebung der Details.
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4.4 Untersuchungen zu Reversibilitat und Abbau von Geruststrukturen
Hinweis: Teile dieses Kapitels sind Bestandteil eines Manuskript in der Einreichungsphase [325].

In diesem Abschnitt werden Destruktionsmechanismen von Alginat-basierten Geriiststrukturen untersucht.
Fiir die Degradierung sollten zwei Ansétze untersucht werden, die destruktiv mit dem Alginat wechselwir-
ken: ein chemischer Ansatz, der die multivalenten Kationen wieder aus dem Alginat entfernt, sowie ein
enzymatischer Ansatz, bei dem eine Alginat-spezifische Lyase die Polymere spezifisch schneidet. Bei der
AlgL muss geklért werden, ob die Polymere des vorliegenden Alginats als Substrat fiir die Katalyse der
Reaktion geeignet sind, da sich Enzyme durch ihre hohe Substratspezifitét auszeichnen. Ferner soll geklért
werden, ob die Aktivitit auf das fliissige Alginat begrenzt ist, oder auch vernetzte Hydrogele damit degra-
diert werden kdnnen.

441 Chemische und enzymatische Destruktion von spharischen Geruststrukturen aus
UHV-Alginaten

Die Destruktion von Alginat-basierten Geriiststrukturen wurde zunichst mit Stoffen untersucht, die che-
misch auf vernetzte Alginate einwirken kdnnen. Alginatkugeln wurden zusammen mit Losungen von Nat-
riumchlorid unterschiedlicher Osmolaritit (300 mOsm und 1 Osm), deionisiertem Wasser, unterschiedli-
chen Konzentrationen an Natriumsulfat (Na,SO,), Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) und Wasserstoft-
peroxid (H,0,) inkubiert und das Degradierungsverhalten mikroskopisch dokumentiert. Bei den gewéhlten
Losungen zeigte sich dies insbesondere durch ein Anschwellen bzw. Schrumpfen der Alginatkugeln. Bei
der isotonen NaCl-Losung (300 mOsm) war nur ein geringfligiges Anschwellen der Alginatkugeln zu be-
obachten (etwa 5%), wohingegen bei der hypertonen NaCl-Losung (1 Osm) ein Schrumpfen um etwa 10%
erfolgte. Bei der Inkubation der Kugeln in einer hypotonen Losung (deionisiertes Wasser) schwollen die
Kugeln um etwa 15% an. Diese Werte bestétigten die Annahme, dass die Alginatkugeln osmotisch aktiv
sind und von einer semipermeablen Membran ausgegangen werden kann.

Abbildung 77: VERGLEICH DES EINFLUS-
SES VERSCHIEDENER CHEMISCHER SUB-

0,6 1
STANZEN AUF ALGINATKUGELN BZGL. DES
0,54 F. SCHWELLVERHALTENS.
04 E Gezeigt sind auf die AnfangsgrifSe normier-
al te Flichenwerte als Mittelwerte = SD von
0,3 n=10 Kugeln nach 33 min (vor Zugabe
= 300 mOsmol NaCl) und nach 60 min.
s_ 0,2 4 ¢ p L
=] A
< 01- 8 Lf
~ H o
= G
0,1+
I Messpunkt 33, Minute
-0,2 4 Il Messpunkt 60. Minute
T M r
Kontrollen NaoS0y4 EDTA Ha02
A: NaCl 300 mOsm D: 10 mM G: 10 mM J:0.1%
B: NaCl 1 Osm E: 50 mM H: 50 mM K: 0.4%
C: ddH,0 F: 100 mM 1100 mM L: 0,8%

Um die Stabilitdt der Alginatkugeln weiter zu untersuchen, wurden die Kugeln mit Substanzen inkubiert,
die mit dem Hydrogel destruktiv interagieren konnen. Bei den Alginatkugeln, die mit Na,SO,4, und H,O,
inkubiert wurden, konnte iiber die Beobachtungsdauer von 33 bzw. 60 min eine Veranderung der Kugel-
groBe beobachtet werden. Die Vermessung der (zweidimensionalen) GroB3e der Fliache abstrahierte hierbei
die (dreidimensionalen) Grofle des Volumens und implizierte dadurch ein Anschwellen der Alginatkugeln
durch die zugegebenen Losungen. In EDTA schwollen die Kugeln minimal an. Die Kugeln verédndern da-
bei unabhéngig von der applizierten EDTA-Konzentration ihre Fldche um weniger als 10%. Ein méBiges
Anschwellen konnte bei der Applikation von H,O, beobachtet werden. Die Flache der Kugeln vergroBerte
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sich bei dieser Substanz in Abhéngigkeit der Konzentration um bis zu 10% bevor die NaCl Lésung hinzu-
gegeben wurde. Die hochste Anderung des Volumens konnte bei der Zugabe von Na,SO, beobachtet wer-
den. Die Flache der Kugeln vergroBerte sich um etwa 40% vor NaCl-Zugabe. Bei den untersuchten Kon-
troll-Losungen war ein Anschwellen der Kugeln in ddH,O (etwa 15%) und bei NaCl (etwa 5%) zu be-
obachten. Bei einer NaCl-Losung von 1 Osm schrumpften die Kugeln um etwa 10%. Bei allen untersuch-
ten Losungen waren die Kugeln nach der Inkubation intakt und makroskopisch nicht degradiert. Ebenso
zeigte der Vergleich der beiden Chelatbildner Na,SO, und EDTA, dass eine grofere Wirkung von Na,SO,4
auf vernetzte Alginat-Hydrogele ausging. Abbildung 77 zeigt das Schwellverhalten der Alginatkugeln
nach 33 min bzw. 60 min nach Inkubation mit den genannten Substanzen, jeweils normiert auf die Flache
zu Beginn des Experiments. Der Messpunkt bei 33 min zeigt dabei den Einfluss der Substanz vor der Zu-
gabe und der Messpunkt 60 min nach der Zugabe einer isotone NaCl-Losung. Die Ergebnisse zeigten, dass
eine Degradierung der Alginatkugeln mit diesen Substanzen bei den untersuchten Konditionen nicht mog-
lich war, da die Kugeln nach dem Schwellen weiterhin intakt waren.

Aus diesem Grund wurden die Kugeln zusdtzlich mit einem Alginat-spezifischen Enzym inkubiert, das die
Spaltung von Alginatpolysacchariden katalysiert, der Alginatlyase (AlgL). Abbildung 78 zeigt den Ein-
fluss einer kommerziell erhéltlichen AlgL, die in unterschiedlichen Konzentrationen zu den Alginatkugeln
gegeben wurde. Im Gegensatz zu den im vorherigen Abschnitt beschriebenen Substanzen, war bei der
AlgL eine Beobachtung der Alginatkugeln nicht {iber den angestrebten Zeitraum von einer Stunde mog-
lich, da die Degradierung auch bei geringer Enzymkonzentration weniger als 20 min benétigte (Abbildung
78 a). Aufgrund dieser Tatsache wurde bei der AlgL in Abhingigkeit der Konzentration der letzte Zeit-
punkt quantifiziert, bei dem eine intakte Alginatkugel vorlag. Bei einer Konzentration der AlgL von
0,005 mg/ml liegt dieser bei 12,7 min (+ 4,7 min), bei 0,05 mg/ml bei 4,9 min (+ 1,0 min) und bei
0,5 mg/ml bei 4,5 min (£ 0,7). Die Degradierung von Alginat-Hydrogelen konnte geméaf diesen Ergebnis-
sen zeitlich durch die Enzymkonzentration gesteuert werden, wobei das Limit bei etwa 5 min lag. Betrach-
tete man ferner die Flache der Alginatkugeln zu diesem Zeitpunkt, so gilt festzuhalten, dass ein Schwellen
bzw. Schrumpfen nicht zu verzeichnen war, und die Geriiststruktur somit sehr schnell und ohne osmoti-
sche Effekte degradiert werden konnte (Abbildung 78 b).

E E Abbildung 78: DEGRADIERUNG VON
» °] ALGINATKUGELN MIT ALGINATLYASE.

0,54
b 04] a Maximale Zeitpunkte, an denen die
,2 03] Alginatkugeln noch vollstindig intakt
o g o] sind.

E
8 < 01

: - b Normierte Fldchenwerte der Kugelfldi-
4 | [ chen zum letzten Zeitpunkt vor vollstéin-
2

Zeit [min]

0,14
02] diger Degradierung in Bezug zur An-

0‘045 mgiml o.ns. mg/ml 0‘5-mglm\ n.nlos mg/mi ;,ns; mgimi ;‘5 ;ng{ml fangsgréﬁe.

¢ Maximale Zeitspanne intakter Kugeln

. verschiedener Alginatchargen bei Inku-

144 :: bation mit 0,05 mg/ml Alginatlyase.

121 0'4_ d Normierte Fldchenwerte der Kugelfld-
' chen zum letzten Zeitpunkt vor vollstin-

diger Degradierung in Bezug zur An-

fangsgrdfie von den in a aufgefiihrten

10 0,3
0,2

0,1

8

°] o Zeitpunkten Gezeigt sind die Mittelwer-
o P S SN

2

0

Zeit [min]
1- (AO/AL)

te + SD von n=10 Kugeln.

0,14

0,2

GEO006 SE3 SE 32 SE33 SE 35 GEO006 SE3 SE 32 SE 33 SE35
+ + + +

+ + + + +
GEO008 sSg27 SE27 SE28  SE32 GEO08 sSE27 SE27 SE28  SE32

Bei detaillierter Analyse unterschiedlicher Alginatchargen zeigten sich Differenzen in der Widerstandsfa-
higkeit. Abbildung 78 ¢ zeigt die Widerstandsfahigkeit mehrerer Alginatmischungen nach Behandlung mit
0,05 mg/ml AlgL. Die Dauer bis zur Degradierung der Alginate aus den Mischungen betrug bei
GE006 + GE 008 4,9 (+ 1,0) min, bei SE31+SE27 5,4 (+ 1,1) min) und SE32+SE27 5,3 (+ 1,1) min). Im
Gegensatz hierzu zeigten Kugeln aus den Chargen SE33+SE28 (9,4 £ 3,9 min) und SE35 + SE32
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(6,8 £ 1,0 min) eine hohere Widerstandsfahigkeit gegeniiber der AlgL, was sich in einer verlédngerten Zeit-
spanne bis zur Destruktion widerspiegelte (Abbildung 78 c). Bei allen Mischungen konnte kein osmoti-
sches Anschwellen bzw. Schrumpfen kurz vor der Destruktion beobachtet werden (Abbildung 78 d). Die
Destruktion der Alginatkugeln lief somit unabhéngig von der verwendeten Alginatcharge dhnlich ab, ledig-
lich die zeitliche Verzégerung bis zur Destruktion fiel je nach Chargenmischung unterschiedlich aus.

Da bei zellbiologischen Experimenten in der Regel komplexe Medien mit gewissem Proteinanteil genutzt
werden, wurde die Widerstandsfahigkeit ebenso in solchen Medien gemessen. Die Kugeln wurden hierfiir
in den entsprechenden Medien iiber mehrere Wochen inkubiert. Abbildung 79 a zeigt die Widerstandsfa-
higkeit von Alginatkugeln in einem Medium, bestehend aus 100% fetalem Kélberserum (FKS), DMEM
mit 10% FKS (L929-Kulturmedium) und isotoner Kochsalzlosung. Bei Kugeln, die in 100% FKS inku-
biert wurden, dauerte die Zeit bis zu Destruktion 60,0 min (+ 0,0 min), in L929-Kulturmedium 37,7 min
(£ 3,9 min) und 4,0 min (+ 0,0 min), wenn die Kugeln in isotoner NaCl-Losung inkubiert wurden. Auf-
grund der zeitlichen Aufldsung ergaben sich bei den Kugeln in 100% FKS und isotoner NaCl-Losung
Standardabweichungen von + 0,0 min. Das Schwellverhalten der inkubierten Kugeln wéahrend der Behand-
lung mit Algl war bei der Vorinkubation in FKS (0,01 £ 0,02), L929-Kulturmedium (0,08 + 0,03) und
NaCl (0,00 + 0,01) zu vernachlassigen. Erst nach Austausch der AlgL-Losung durch isotone Kochsalzlo-
sung konnte ein geringes Anschwellen von 20% der Ausgangsgrofie beobachtet werden. Demnach schwol-
len die in 100% FKS vorinkubierten Kugeln um einen Faktor von 0,17 (+ 0,010) und die in 10% FKS in-
kubierten Kugeln um den Faktor 0,18 (& 0,08) an. Generell lieB3 sich hieraus schlieen, dass eine Vorinku-
bation in proteinhaltigem Medium Einfluss entweder auf die Aktivitat der AlgL, oder das Schwellverhalten
hatte. Abbildung 79 b illustriert das Schwellverhalten der Kugeln nach 33 min bzw. 60 min, sofern noch
intakte Kugeln zur Vermessung vorhanden waren.
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Die Inkubation der Kugeln mit 100% FKS zeigte bei den vorangegangenen Experimenten den grofiten
Einfluss. Die Inkubation wurde daher iiber vier Wochen mit Kugeln aus mehreren Alginatmischungen
durchgefiihrt und die Widerstandsfihigkeit ebenso getestet. Abbildung 79 c illustriert die Widerstandsfa-
higkeit der Kugeln nach einer Inkubation iiber diesen Zeitraum, im Vergleich zu Alginatkugeln, die ledig-
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lich in (proteinfreier) isotoner NaCl-Losung gelagert wurden, jeweils vor und nach der Lagerung. Die
zuvor gemachten Beobachtungen konnten sich durch diese Experimente bestétigten und zeigten die Unab-
hingigkeit von der jeweils genutzten Alginatkomposition. Die Degradierung der Alginatkugeln, die in
isotoner Kochsalzlosung inkubiert wurden, erfolgte sehr schnell und war mit der Zeit ohne Lagerung ver-
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gleichbar. Die Widerstandsféhigkeit stieg, wenn die Kugeln in proteinhaltiger Losung inkubiert wurden.
Die gemessenen Zeitpunkte (Abbildung 79 c¢) der beginnenden Destruktion der Alginatkugeln, als auch die
Veranderung der Flache bis zum Zeitpunkt der Destruktion (Abbildung 79 d) lieBen den Schluss zu, dass
die Destruktion der Alginatkugeln von der Alginatcharge unabhingig war und durch Verlangerung der
Inkubationszeit in AlgL auch nach der Inkubation in FKS erfolgen konnte.

Durch die AlgL war der strukturbildende Prozess der Hydrogelbildung reversibel, erfolgte jedoch ohne
FKS-Inkubation so schnell, dass eine Untersuchung mittels der Phasenkontrastmikroskopie zwar moglich,
dies jedoch die Nutzung von z. B. Hochgeschwindigkeitskameras erfordern wiirde und mit einer zeitinten-
siven Bildauswertung verbunden war. Durch Effekte wie z. B. Kontrastverlust wihrend der Destruktion
erscheint eine rein Bild-basierte Analyse schwierig. Weitere Analysen sollen daher mittels der UV/vis
Spektroskopie durchgefiihrt werden, die mit einer hoheren Rate Messwerte aufnehmen kann.

4.4.2 Enzymatische Destruktion von UHV Na-Alginaten

Mittels der UV/vis Spektroskopie wurde die Aktivitdt der AlgL weiter untersucht. Es wurde hierbei die
Produktbildungsrate (PBR) unter der Verwendung von Alginaten aus Lessonia trabeculata und Lessonia
nigrescens quantifiziert. Die enzymatische Reaktion fiihrt durch die sog. B-Elimination eine Doppelbin-
dung bei einem Alginatfragment ein, dass bei einer Wellenldnge von 235 nm detektiert werden kann. Die
PBR wird in diesen Experimenten als Zunahme der Absorbanz (bei 235 nm) iiber die Zeit definiert.

Alginatmischungen von Na-Alginaten

Die Na-Alginate wurden zunéchst in verschiedenen Mischungen vorbereitet und die PBR in An- und Ab-
wesenheit von Mg®“ und Ca®" untersucht. Die Arbeitshypothese bestand darin, dass eine unterschiedliche
chemische Zusammensetzung der Na-Alginatlosung durch die Enzymspezifitit abgebildet werden kann.
Abbildung 80 a zeigt die PBR von Na-Alginaten aus LN 100, LT/LN 50/50, 25/75, 75/25 und LT 100
(Angaben jeweils Volumenprozent) in Anwesenheit Mg** und Ca®".

Zusitzlich wurden fiir die Mischungen LN, LNT (50%:50%) und LT die PBR ohne Mg*" und Ca®" be-
stimmt. Die PBR von LT war hierbei am grofiten (0,78 A/min + 0.03) und bei LN am niedrigsten
(0,43 A/min + 0.01). Die PBR von LNT (1:1 Mischung) lag mit 0,6 A/min + 0.01 zwischen diesen Werten.

Vergleichbare PBRs konnten bei den untersuchten Alginatmischungen in Anwesenheit von Mg* und Ca*"
gemessen werden. Die PBR sank bei Erhohung des volumenmaiBigen LN-Anteils der Alginatmischung:
LT 100 > LT/LN 75/25 > LT/LN 50/50 > LT/LN 25/75 > LN 100. Die Werte stiegen in Abhéngigkeit mit
der LT-Konzentration linear an (R*= 0,9976, y=0,67+0,00545*x). Im Vergleich zu den Ansitzen ohne
Mg** und Ca®" war eine Zunahme der PBR von 58% (LN), 53% (LT) und 60% (LNT) zu verzeichnen.

Hieraus konnte gefolgert werden, dass die genutzte Lyase Alginate aus LT schneller degradiert als Alginate
aus LN. Ebenso konnte die Degradierung durch Zugabe von Mg*" und Ca*" beschleunigt werden. Abbil-
dung 80 b zeigt sowohl die PBR, als auch die absolute Absorbanz nach 3 min der Reaktion bei 235 nm bei
unterschiedlichen Na-Alginatchargen. Na-Alginate aus LN wurden demnach weniger bzw. langsamer de-
gradiert als Na-Alginate aus LT. Die mittlere PBR lagt bei 0,8 +0,2 A/min und bei LT bei
1,38 = 0,18 A/min. Vergleichbare Unterschiede konnten auch bei der absoluten Absorbanz nach 3 min
festgestellt werden. Demnach konnten die zwei unterschiedlichen Alginate Spezies-spezifisch in zwei
Klassen bzgl. der Degradierbarkeit eingeteilt werden.
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Abhéngigkeit von der Temperatur

Ein weiteres Kriterium fiir die Destruktion von Alginat-Geriiststrukturen war die Durchfiihrung bei zell-
vertrdglichen Temperaturen. Diese liegen im optimalen Fall bei 37°C. Die Aktivitdt nahm mit steigender
Temperatur zu, wobei ein Zusammenhang geméal der Arrhenius-Gleichung (Abhingigkeit der Reaktions-
geschwindigkeitskonstanten von der Temperatur) nicht bestitigt werden konnte. Ein Aktivititsmaximum
war bei 40°C zu beobachten, was jedoch fiir zellbiologische Anwendungen im Allgemeinen eine zu hohe
Temperatur darstellt. Bei hoheren Temperaturen nahm die Aktivitit wieder ab, was wahrscheinlich mit der
Denaturierung des Enzyms zusammenhéngt. Bei 37°C war die Enzymaktivitit dennoch in ausreichendem
Mal vorhanden und somit fiir zellbiologische Anwendungen unter physiologischen Bedingungen nutzbar.

Einfluss interagierender Substanzen

Die Anderung der AlgL-Aktivitiit in Anwesenheit interagierender Substanzen ist in Abbildung 80 ¢ darge-
stellt. Die zu dem Reaktionsansatz hinzugefiigte Substanz war poly-L-Lysin, von dem bekannt ist, dass es
elektrostatisch mit Alginaten interagieren kann. Die Daten zeigten, dass mit steigender pLL-Konzentration
die Enzymaktivitit sank. Bei einem Reaktionsansatz ohne Zugabe von pLL konnte eine PBR von
0,47+ 0,04 A/min gemessen werden, wohingegen bei einem Anteil von 40% pLL die PBR auf
0,23 = 0,06 A/min sank. Bei einem Anteil von 70% pLL ist noch eine PBR von 0,007 £+ 0,05 A/min fest-
stellbar. Diese Ergebnisse gingen mit Beobachtungen einher, die bei Alginatkugeln gemacht wurden, die
entweder mit pLL auf der Kulturschale fixiert, bzw. die mit Alzian-Blau, einem polykationischen Farbstoff
fiir Polysaccharide, angefarbt wurden. Unter diesen Bedingungen blieb nach Inkubation eine diinne Hiille
der dufleren Alginatkugel bestehen, die letztendlich nur durch mechanische Behandlung vollstindig zer-
stort werden konnte. Aufgrund der elektrostatischen Interaktion war hier anzunehmen, dass das pLL eine
zusétzliche Polymerschicht um das Alginat bildete und in der Folge das Enzym an diesen Stellen keine
Wechselwirkung mit dem Substrat eingehen konnte.
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4.4.3 Enzymatische Destruktion von UHV Ba-Alginaten

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Degradierbarkeit von UHV Na-Alginaten durch die AlgL. mog-
lich ist, soll mittels der UV/vis Spektroskopie auch die Degradierbarkeit durch die Bestimmung der PBR
bei vernetzten Alginaten untersucht werden.

Vergleichende Untersuchung der Degradierung von Na-Alginat und Ba-Alginat

In einer vergleichenden Untersuchung wurden Na-Alginate, sowie die entsprechenden Ba-Alginate mit der
Algl behandelt und die PBR nach 30 min per UV/Vis-Spektroskopie bestimmt. Die Ergebnisse der zuvor
dargestellten Experimente wurden bei Na-Alginat bestétigt. Na-LT zeigte nach 30 min die hdchste Absor-
banz, gefolgt von Na-LNT und schlielich Na-LN. Die vergleichsweise geringen Unterschiede bei der
Absorbanz waren durch die Lange der Reaktionsdauer zu erklaren. Nach etwas weniger als 3 min befand
sich die Absorbanz und somit die Menge an gebildetem Produkt in einer stationéren Phase. Vergleicht man
Ba-Alginate und Na-Alginate bzgl. der Aktivitdt der AlgL, so stellte man fest, dass diese zum einen we-
sentlich geringer war und zum anderen bei Alginaten gleichen Typs inverse Aktivitdten besaflen (siche
Abbildung 80 d). Bei Ba-LN war die Absorbanz 0,46 + 0,07 A, bei Ba-LNT 0,29 + 0,01 A und
0,21 £ 0,04 A bei Ba-LT. Im Gegensatz hierzu zeigten die Na-Alginate Absorbanzen von 0,75 = 0,015 A
(Na-LN), 0,77 £ 0,008 A (Na-LNT) und 0,85 £ 0,01 A (Na-LT). Leitete man aus der Absorbanz die En-
zymaktivitét auf die Alginate ab, so galt fiir unvernetztes Na-Alginat: Na-LT > Na-LNT > Na-LN und fiir
vernetztes Alginat die umgekehrte Reihenfolge Ba-LN > Ba-LNT > Ba-LT. Generell konnte aus den Daten
gefolgert werden, dass die verwendete AlgL bei den Alginatspezies eine geeignete Aktivitiat sowohl im
vernetzten als auch im unvernetzten Zustand aufwies.

Destruktion von Geruststrukturen mit immobilisierten Fibroblasten

Anhand von adhérent immobilisierten Fibroblasten wurde die Anwendbarkeit in der Zellkultur der erziel-
ten Resultate des vorangegangenen Abschnitts untersucht. Die Fibroblasten wurden zunéchst bis zur Adha-
renz auf eine TCPS-Kulturschalen kultiviert und dann mit pLL beschichtet und mit Alginat immobilisiert.
Wihrend der Dauer des Experiments (vgl. auch Abbildung 81 a) wurden die Zellen mittels automatisierter
Lebendzell-Mikroskopie beobachtet. Kulturmedium mit 2 mg/ml AlgL genutzt. Kurz nach der Zugabe der
AlgL énderte sich die Morphologie der Fibroblasten und die Migration der Zellen auf der TCPS-
Oberfliche setzte wieder ein. Dieses Verhalten, sowohl die Anderung der Morphologie, als auch die Mig-
ration (Abbildung 81 b) deuteten eindeutig auf die Destruktion der Geriiststruktur hin. Zur weiteren Uber-
priifung wurden die Zellen in ein neues KulturgefaB iiberfiihrt und die Adhdsion bzw. Proliferation weiter
beobachtet. In den Proben, die zuvor mit AlgL behandelt wurden, zeigten sich zunéchst noch Fragmente
des Alginat-Hydrogels, die nicht vollstindig von dem Enzym degradiert wurden. Nach 24 h Rekultivie-
rung wurde daher ein Medienwechsel durchgefiihrt, um die Kultur weiter zu reinigen. Die Zellen wurden
von diesem Waschschritt nicht beeinflusst, da sie nach der Rekultivierung wieder adhérent auf der Kultur-
schale wachsen konnten. Vergleicht man den Verlauf der Konfluenz iiber die Zeit (Abbildung 81 c) so war
der Verlauf bis auf einen Versatz der Werte nahezu identisch. Die sprunghafte Verringerung der Konfluenz
bei den Proben nach Immobilisierung und Riickgewinnung kamen durch die Alginatfragmente bzw. deren
Entfernung durch den Mediumwechsel zustande, da diese durch die Bildanalyse als biologischer Vorder-
grund erkannt wurden. Dies zeigt demnach, dass die Adhésion der Zellen durch die Behandlung mit dem
Enzym nicht beeinflusst wurde und eine Zuriickgewinnung der Zellen aus dem immobilisierten Zustand
durch diese Vorgehensweise fiir eine weitere biotechnologische Nutzung moglich war. Die Analyse der
Proliferation der Zellen nach der Rekultivierung aus dem immobilisierten Zustand wurde anhand der me-
tabolischen Aktivitdt untersucht. Die Analyse mittels des Alamar-Blue Tests zeigte dabei vergleichbare
Werte (Abbildung 81 d) von nicht immobilisierten und immobilisierten Zellen, so dass auch auf ein ver-
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gleichbares Proliferationsverhalten der Zellen mit diesem Ansatz der Riickgewinnung aus dem immobili-
sierten Zustand geschlossen werden konnte.

Abbildung 81: DESTRUKTION VON
GERUSTSTRUKTUREN MIT ADHAREN-
TEN FIBROBLASTEN.

a Ablauf des Experiments.

b Zelluldires Verhalten im unmittelbaren
zeitlichen Bereich der Deimmobilisie-
rung und 5 h nach Degradierung der
Alginatmatrix.

¢ Rekultivierung der Fibroblasten nach
erfolgter Deimmobilisierung im Ver-
gleich zu nicht immobilisierten Zellen.
Analysiert wurde das Konfluenzverhal-
ten mittels automatisierter Lebendzell-
Mikroskopie.
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Destruktion von Alginat-Mikrotragern mit adhdrenten Zellen

Die enzymatische Degradierung von sphérischen Alginat-Geriiststrukturen, die mit hMSCs bewachsen
waren, wurde nach den erfolgreichen Versuchen mit den Fibroblasten untersucht. Die Zellen wurden zu-
nichst auf Mikrotridgern Cytodex 3, Alginat (LT), sowie Alginat (LNT) kultiviert (Abbildung 82). Eine
Herstellung von Alginat-Mikrotridgern, die nur aus LN-Alginat bestehen, war nicht moglich, da diese sich
wihrend der Modifikation auflosten. Nachdem die Mikrotréger (im hdngenden Tropfen) mit der AlgL be-
handelt wurden, wurden die Proben mikroskopisch betrachtet. Die Cytodex 3-Mikrotrager lagen nach der
Behandlung unverédndert intakt vor, da kein Substrat fiir das Enzym in den Mikrotrigern verfiigbar war
(Abbildung 82 a). Bei den Alginat-Mikrotridgern wurden zwei unterschiedliche Reaktionen beobachtet. Bei
den LT-Alginat-basierten Mikrotragern entstanden nach der Inkubation zunéchst partiell degradierte Mik-
rotrager, von denen sich die Zellen ebenso partiell vom Mikrotriger geldst hatten (Abbildung 82 b). Bei
den LNT-basierten Mikrotragern war nach der Inkubation mit AlgL eine vollstindige Degradierung der
Gerdststruktur zu erkennen, bei der sich die Zellen in einem zentralen Zellaggregat anordneten (Abbildung
82 c¢). Das Fehlen von Einzelzellen sprach fiir eine definierte Degradierung der Geriiststruktur, bei der
Zell-Zell-Kontakte nicht beeinflusst wurden. Eine Aussaat der verschiedenen Mikrotrager nach der Be-
handlung auf eine TCPS-Oberflache zeigte eine steigende Zellzahl auf der Oberfliche, sowohl bei den
intakten Cytodex 3, als auch bei den degradierten Alginat-Mikrotridgern. Die Alginat-Mikrotréager, beste-
hend aus LT, 16sten sich im Laufe der Kultivierungsdauer weiter auf, so dass daraus geschlussfolgert wer-
den konnte, dass die enzymatische Degradierung aufgrund des Substrats und damit einhergehend der stir-
keren Vernetzung, zeitverzogert stattfand. Fasst man die Ergebnisse zusammen, so kommt man zu dem
Schluss, dass die enzymatische Degradierung des Alginats auch bei den chemisch modifizierten Mikrotra-
gersystemen moglich war und die Geriiststrukturen auch on-demand abgeschaltet werden konnten. Die
verzogerte Degradierung in Bezug auf die Alginatkomposition bestétigte ferner die Ergebnisse, die mittels
der UV/vis Photospektroskopie erzielt wurden. Die vollstindige Degradierung des Alginats konnte anhand
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der Datengrundlage nicht bestétigt werden. Die Besiedelung einer planaren Oberfliche nach Degradierung
war moglich, jedoch zeigten die Zellen auf den nicht degradierten Cytodex 3-Mikrotrdgern ein vergleich-
bares Verhalten, was somit zu der Schlussfolgerung fiihrte, dass eine Degradierung nicht zwingend fuir die
Rekultivierung notwendig war, aber z. B. fiir das gezielte Abschalten von Oberflachen biotechnologisch
genutzt werden kann. Beispielsweise konnten mit dieser Methode Zellen zunéchst adhdrent auf den
Mikrotriagern kultiviert werden und bei Bedarf diese degradiert werden um die Zellen als dreidimensionale
Aggregate ohne Wachstumsoberfldche zu kultivieren.

Vor Alginatlyase L ET] Alginatlyase Rekultivierung (d7) Abbildung 82: ANWENDUNG DER

al Bk a2 B a3’ ; ALGINATLYASE IM ,,HANGENDEN
' AN TROPFEN MIT HMSCS AUF

MIKROTRAGERN.
a Cytodex 3-Mikrotrdger vor (1) und
nach Alginatlyase Behandlung im
HD (2), sowie nach 7 Tagen Re-
Kultivierung (3).
b Alginat-Mikrotriger aus LT-
Alginat mit Kollagen I vor (1) und
nach Alginatlyase Behandlung im
HD (2), sowie nach 7 Tagen Re-
Kultivierung (3).
¢ Alginat-Mikrotriger aus LNT-
Alginat mit Kollagen I vor (1) und
nach Alginatlyase Behandlung im
HD (2), sowie nach 7 Tagen Re-
Kultivierung (3). In Bild 3 sind die
abgewanderten Zellen mit * und die
Mikrotrdger bzw. deren Reste mit #
annotiert. Gezeigt sind reprdsentative
Aufnahmen von zwei unabhdngigen
Versuchsansdtzen mit jeweils 8 Rep-
likaten. Maf3stab: 200um
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45  Untersuchungen zur Voraussetzung einer automatisierten Entwicklung von
Geruststrukturen

Der Abschnitt beinhaltet die Entwicklung von Prototopen fiir die Lebendzell-Mikroskopie, die zukiinftig
die Basis fiir eine automatisierte Entwicklung von Geriiststrukturen bilden konnte. Im ersten Teil wird ein
neuartiger experimenteller Aufbau untersucht, der es erlaubt, kryokonservierte biologische Proben der
automatisierten Lebendzell-Mikroskopie zuginglich zu machen. Im zweiten Teil werden ein neues Kon-
zept und ein Prototyp vorgestellt, der in laufenden Lebendzell-Experimenten dem Nutzer Informationen
iiber den Status der biologischen Probe libermitteln kann. Im dritten Teil wird die Entwicklung eines Beu-
telsystems untersucht, das fiir eine zukiinftige (alternative), automatisierte Herstellung von Zell-
Aggregaten, aber auch zur Untersuchung von Geriiststrukturen genutzt werden soll.

45.1 Entwicklung und Evaluation der ZellPatrone (CellCartridge) im Kontext der
automatisierten Lebendzell-Mikroskopie

Die Idee hinter der sog. Zellpatrone (CellCartridge) beruht auf der Integration eines Substrates mit der
Kryokonservierung und Anschluss an eine mikrofluidische Anlage. Basierend auf einem am IBMT entwi-
ckelten Kryosubstrat [327] wurden durch eine Modifkation des Schraubverschlusses die Anforderungen an
eine mikrofluidische Weiterprozessierung kryokonservierter Proben nach dem Auftauen realisiert. Dabei
wurde der Schraubverschluss des Kryogefiafies derart modifiziert, dass eine Art Septum fiir den Anschluss
an eine Fluidik, beispielsweise durch eine Kaniile, zur Verfiigung stand. Der abzubildende Workflow um-
fasste Kultivierung, Kryokonservierung, Auftauen, fluidischer Transfer, Kultivierung und Beobachtung
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mittels Lebendzell-Mikroskopie (Abbildung 83 a). Die Umsetzung eines solchen Systems und der damit
verbundenen Nutzung in Einrichtungen, die nur iiber eine limitierte zellbiologische Infrastruktur verfiigen
soll in diesem Teil untersucht werden.

Auftauen der Injektion der
Kultivierung Kryo- Plrl :u?n der Anschluss an Zellen in
Expansion konservierung c ﬁce rtri de Fluidik Mikroskop
Glssluifys uber Fluidik
4.} Manipulation | Automatisierter Herstellung
Analyse | Kultur- : Lebendzell- physiologischer
~i  bedingungen | Mikroskopie Kulturbedingungen
Fluidik Arretierung
CellCartridge
Fluidik Kulturschale
Verbrauchtes
Medium Anschliisse
Fluidik Fluidik
Kulturmedium Adapter
Fluidik Fluidik
Weiche
CellCartridge

Abbildung 83: ARBEITSABLAUF UND HARDWARE FUR DIE AUTOMATISIERTE UNTERSUCHUNG VON ZELLSYSTEMEN.

a Workflow. Nach Expansion der Zellen erfolgt die Kryokonservierung bis zur Nutzung in der CellCartridge. Anordnung der
Spritzenpumpe fiir Transport der Zellen und Medienwechsel. b Positionierung der CellCartridge in unmittelbarer Néhe der
automatisierten Mikroskope. ¢ Verbindung der Fluidik mit der Kulturschale in den automatisierten Mikroskopen.

Die biologischen Proben sollen nach Kryokonservierung und Auftauen iiber eine Fluidik in ein automati-
siertes Mikroskop geleitet werden, um das zelluldre Verhalten analysieren zu konnen. Fiir die Umsetzung
mussten zunéchst grundlegende Untersuchungen durchgefiihrt werden, die insbesondere den fluidischen
Transport bzw. den Austausch von Kryomedium durch Standardkulturmedium betrafen. Fiir die Realisie-
rung des Transports von Medien und Zellen wurden steuerbare Spritzenpumpen (Abbildung 83 b) mit
einem Adapter mit Verbindungsmdoglichkeiten (Abbildung 83 c) implementiert. Der fluidische Adapter
konnte auf eine Kulturschale mit einem Durchmesser von 35 mm gesetzt und in die Inkubationskammer
(Abbildung 83 ¢) der automatisierten Mikroskope (Abbildung 8) eingesetzt werden. An den fluidischen
Kreislauf wurde das entwickelte Kryosubstrat angeschlossen, mit dem die Zellen in das System einge-
bracht werden sollten.

Charakterisierung des Systems

Die Kryokonservierung von Zellen impliziert die Nutzung von Kryoprotektiva, die bei langerer Kontaktie-
rung der Zellen toxische Effekte hervorrufen konnen. Die Untersuchungen von Fibroblasten zu Beginn
dieser Arbeit (Absatz 4.2.1) zeigten beispielsweise, dass bereits eine Konzentration von 3% DMSO im
Kulturmedium die Adhésion, Migration und Proliferation beeinflusste (siche Abschnitt 4.2.1, Abbildung
16). Die Bestimmung der DMSO-Konzentration wurde zunéchst anhand der Osmolaritét bestimmt und ein
linearer Zusammenhang festgestellt (Abbildung 84 a). Je hoher die DMSO-Konzentration, desto hdher war
die Osmolaritiat des Kulturmediums. Die Osmolaritdt des Kulturmediums lag demnach bei etwa
0,3 osmol/kg, welcher nach dem Auswaschen des Kryoprotektivs wieder erreicht werden musste. Die Si-
mulation der geplanten fluidischen Prozessschritte ohne Zellen zeigte, dass durch das implementierte Pro-
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gramm zum einen die theoretisch berechneten Osmolarititen mit den realen Osmolaritdten korrelierten
und zum anderen, dass nach der Injektion der Zellen zwei bis drei weitere Medienwechsel notwendig wa-
ren, um die gewiinschte Osmolaritét einzustellen (Abbildung 84 b). An dieser Stelle sei erwéhnt, dass die
Medienwechsel jeweils nur zu 50% erfolgten, um die Gefahr der Aufsaugung der Zellen aus der Kultur-
schale zu minimieren. Ferner wurde bei der Injektion aus der CellCartridge die Zellsuspension direkt mit
dem gleichen Volumen an Standardkulturmedium gemischt.
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Abbildung 84: CHARAKTERISIERUNG DES CELLCARTRIDGE-SYSTEMS.

a Verdiinnungsreihe von DMSO in Standardkulturmedium fiir L929 Fibroblasten. b Osmolaritit des Kulturmediums nach
mehreren Waschschritten durch mikrofluidische Prozessierung. c Vitalitit und Zellzahl der Fibroblasten, die mit unter-
schiedlichen Flussraten mit der Fluidik prozessiert wurden. d Vitalitit der Fibroblasten vor und nach Kryokonservierung in
der CellCartridge. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte + SD aus n=3 Experimenten.

Kryokonservierung und Vitalitat

Da durch die mikrofluidische Prozessierung der Zellen Scherstress auf die Zellen ausgetiibt wird, wurde
die Vitalitdt als Funktion der Membranintegritdt von Fibroblasten untersucht. Die Ergebnisse zeigten da-
bei, dass sowohl bei einer eingestellten Flussrate von 1 ml/min, als auch 2 ml/min eine hohe Vitalitit der
Zellen vorlag, die vergleichbar mit den nicht mikrofluidischen Kontrollzellen war (Abbildung 84 ¢). Die
Kryokonservierung der Zellen in der CellCartridge selbst fiihrte nur zu einer minimalen Reduzierung der
Vitalitit von etwa 10% im Vergleich zur Kontrolle vor der Kryokonservierung (Abbildung 84 d).

Evaluation des Systems

Nachdem die Grundvoraussetzungen fiir das System der CellCartridge untersucht wurden und insgesamt
gezeigt werden konnte, dass alle Voraussetzungen fiir eine mikrofluidische Verbindung und Prozessierung
von kryokonservierten Proben in ein automatisiertes Mikroskop erfiillt sind, wurde der vollstandige Work-
flow evaluiert. Fibroblasten wurden zunéchst kryokonserviert, dann in einem Wasserbad aufgetaut, an die
Fluidik angeschlossen und letztendlich in die Kulturschale im automatisierten Mikroskop transportiert.
Dort erfolgten der Medienwechsel und eine anschlieBende Kultivierung der Zellen iiber 24 h. Parallel
wurden die Zellen vor Kryokonservierung und Prozessierung in der CellCartridge mit der Lebendzell-
Mikroskopie beobachtet (Abbildung 85 a). Die Zeitrafferaufnahmen der Zellen, die iiber die CellCartridge
in das Mikroskop transportiert wurden, sind in Abbildung 85 b illustriert. Deutlich zu erkennen sind die
Injektion der Zellen sowie die Medienwechsel, die mit einer kurzfristigen Kondensation an der Kultur-
schale einhergehen.
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Abbildung 85: ZEITRAFFERAUFNAHMEN VON L929-FIBROBLASTEN MIT DIREKTER INJEKTION AUS DER CELLCARTRIDGE.
a Adhdsions- und Proliferationsverhalten von Fibroblasten, die nicht kryokonserviert und manuell in die automatisierten
Mikroskope gegeben wurden. b Zeitrafferaufnahmen von L929-Fibroblasten, die mikrofluidisch direkt aus der (aufgetau-
ten) CellCartridge in die automatisierten Mikroskope transportiert wurden und bei denen wihrend der ersten Minuten der
Kultivierung ein Medienwechsel mikrofluidisch durchgefiihrt wurde. Mafistab: 200 um fiir alle Bilder. ¢ Verlauf der Zella-
dhdsion mit CellCartridge (+ CellCartridge) und ohne CellCartridge (- CellCartridge) quantifiziert durch die konfluente
Zellfliche. Zur Ubersichtlichkeit wurde in den beiden Graphen jeweils nur jede zweite Standardabweichung aufgetragen.
Gezeigt sind die Mittelwerte £ SD aus n = 3x12 Bildausschnitte. *: Die konfluenten Zellflichen der beiden Konditionen
zum Zeitpunkt 24 h unterscheiden sich signifikant (Mann-Whitney Test, p<0,05).

Das Verhalten der Zellen war bei beiden Bedingungen vergleichbar, eine Adhision der Zellen erfolgte
nach weniger als einer Stunde nach Inokulation, wobei die Proben aus der CellCartridge eine verzogerte
Adhision zeigten. Bei beiden Bedingungen waren morphologisch vergleichbare Zellen vorhanden. Eine
extreme Ausbildung von spindelférmigen Membranfortsitzen, wie sie in den Experimenten in Abschnitt
4.2.1 beobachtet wurden, war hier nicht festzustellen und die Entfernung des Kryoprotektivs implizierte.
Die Zahl der Zellen aus der CellCartridge, die die Petrischale erreichten, waren geringer im Vergleich zu
den manuell inokulierten Zellen in der Kontrolle, was sich letztendlich auch in dem Verlauf der Konfluenz
widerspiegelte (Abbildung 85 c¢). Der Verlauf der Kurven ist zwar vergleichbar, unterschied sich jedoch
durch einen Offset, der aus der unterschiedlichen Zellzahl der beobachteten Zellen resultierte. Dies wurde
ebenso durch die Steigung des Konfluenzverlaufs im linear ansteigenden Bereich deutlich, bei dem die
Steigung bei den Kontrollen 1,39 und bei der CellCartridge 0,48 betrug.
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Abbildung 86: IMPLEMENTIERUNG UND EVALUATION EINES PROTOTYPS ZUR AUGMENTIERTEN MIKROSKOPIE.

a Aufbau fiir die augmentierte Mikroskopie. An ein Standard-Mikroskop ist eine USB-Kamera angeschlossen, die mit der
Skriptsprache Python angesprochen werden kann. Die Informationen der biologischen Probe werden iiber die Kamera an
einen PC weitergeleitet, dort verarbeitet und auf dem Bildschirm die augmentierten Mikroskopbilder ausgegeben. b Prinzip
der Bildanalyse. Von dem Originalbild werden die Kanten detektiert, die eine Erhéhung des Kontrasts von biologischen
Vorder- und Hintergrund erlauben. Diese Information wird zur Rekonstruktion des Biologischen Vordergrunds genutzt, aus
dem die Konfluenz berechnet werden kann. ¢ und d Beispielaufnahmen von hiPSC-Kolonien mit Augmentierung. Bild 1:
Echtzeitanalyse mit dem Prototypen, Bild 2: Vergleich der Offline-Analyse mit CellProfiler. e Konfluenzwerte der untersuch-
ten Bilder von Augmented Microscope und Cellprofiler Analyse. Die horizontale Linie markiert den Mittelwert (n=111). Die
Werte der beiden Analysemethoden unterscheiden sich nicht signifikant (Mann-Whitney-Test, p<0,05). f Korrelation der
Konfluenz berechnet mit dem Augmented Microscope (AM) und Cellprofiler (CP). Die Konfluenzwerte wurden gegeneinan-
der aufgetragen. Je niher die Datenpunkte an der Trendlinie (R*=0,997) liegen, desto geringer ist die Differenz der Werte
aus den beiden Methoden (n=111).

45.2 Entwicklung eines Prototyps fur die erweiterte Mikroskopie

Die Charakterisierung von biologischen Proben anhand von Mikroskopiebildern erfolgt in der Regel ma-
nuell und im Anschluss an das Experiment. Damit verbunden ist ein hoher Zeitaufwand, Expertenwissen
und auch die Tatsache, dass man nicht mehr in das Experiment manipulativ eingreifen kann. In diesem
Abschnitt wird ein Ansatz evaluiert, der eine Analyse der biologischen Probe in-situ, d. h. wéihrend des
laufenden Experiments, erlaubt. Durch die implementierten Regeln, die aus den vorherigen Experimenten
abgeleitet werden konnten, werden dem Anwender nahezu in Echtzeit Informationen in dem analysierten
Bild angezeigt, auf die er reagieren kann bzw. Expertenrat einholen kann.

Dieser Prototyp eines augmented microscope (abgeleitet von augmented reality, erweiterter Realitét)
konnte beispielsweise in interdisziplindren Forschungsprojekten seinen Einsatz finden, wo Ingenieure
bildbasierte Systeme fiir zellbiologische Anwendungen entwickeln. Ferner konnte in einer zukiinftigen
weiteren Entwicklungsstufe Automatisierungshardware in das System integriert werden, dass mit Hilfe
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einer Art kiinstlicher Intelligenz auf die Ergebnisse der Analyse Aktionen, wie z. B. Medienwechsel, Injek-
tion von Faktoren oder auch Aufforderungen zu einem Passagieren der Kultur einleitet bzw. empfiehlt.

Prototyp 1 — Echtzeit-Analyse hiPSCs

Bei der Kultivierung von hiPSCs hat sich im Laufe der Zeit die Beurteilung der Konfluenz als addquater
Parameter zur Passage bzw. Differenzierung dieser Zellen etabliert (siche z. B. [328]). Die Konfluenz
selbst ist dabei die prozentual mit Zellen bewachsene Flache. Die Beurteilung der Konfluenz erfolgt je-
weils vom Experten iiber ein Mikroskopiebild und ist somit ein subjektiver Parameter. Die Konfluenz
wurde in dieser Arbeit bereits zur Analyse des zelluldren Verhaltens auf z. B. modifizierten Alginaten her-
angezogen, dabei jedoch immer eine retrospektive Analyse mit Cellprofiler durchgefiihrt. Die Routinen in
der Zellbiologie erfordern jedoch oftmals eine direkte Analyse, die also in Echtzeit erfolgen sollte. Dem
Experten soll dabei die Konfluenzwerte direkt angezeigt werden, damit diese zur Dokumentation (und
Qualititskontrolle) genutzt werden konnen. Eine Implementierung dieses Prototyps mittels Cellprofiler ist
zwar moglich, jedoch hat sich gezeigt, dass ein derartiges Konzept Wartezeiten erforderte, die den Doku-
mentationsprozess storen wiirden. Aus diesem Grund wurde die Implementierung mittels der Skriptspra-
che Python und der Library openCV realisiert. Der Pseudocode der Applikation ist im Anhang zu finden
(ab Seite 196). Die Implementierung des Prototyps erfolgte auf Basis eines Standard-Mikroskops mit Pha-
senkontrast (Nikon TS-100, Nikon Instruments GmbH, Diisseldorf, Deutschland), sowie einer USB-
Kamera, die mit der Skriptsprache angesteuert werden konnte (The Imaging Source, DFK 72AUCO02).

Abbildung 86 a zeigt den Autbau des Mikroskops mit biologischer Probe und Benutzerausgabe am Moni-
tor. Die Programmierung erfolgte unter der Verwendung der Bibliotheken OpenCV, Python Image Library
(PIL), numpy, scipy und VideoCapture. Die Bestimmung der konfluenten Flidchen ist in Abbildung 86 b
dargestellt. Vom Originalbild wurden zunichst die Kanten mittels der Canny-Edge-Detection herausgear-
beitet. Anhand des dadurch entstandenen binaren Bildes wurde mittels morphologischer Operationen (dila-
teund erode) der biologische Vordergrund rekonstruiert. Im folgenden Schritt wurde der biologische Vor-
dergrund ins Verhéltnis zum Gesamtbild gesetzt und dadurch der prozentuale Bewuchs (Konfluenz) be-
rechnet. Abbildung 86 c¢1 und d1 zeigen jeweils die Ausgabe eines Ausschnitts der biologischen Probe, die
mit Hilfe des Prototyps in Echtzeit annotiert wurde. Der Benutzer bekam direkt fiir den jeweiligen Bild-
ausschnitt die Konfluenz (in %) angezeigt und konnte (optional) durch Driicken der ,,s*-Taste die Daten
als Bilder zur Dokumentation abspeichern. Die berechneten binédren Bilder (Rekonstruktion, Abbildung 86
b) wurden zusétzlich mittel der offline-Analyse mit CellProfiler quantifiziert. Abbildung 86 c2 und d2
zeigen Resultate der entsprechenden Bilder aus Abbildung 86 c¢1 und d1. Die Unterschiede fielen hier ge-
ring aus, lediglich kleinere detektierte Flichen wurden in der Cellprofiler-Analyse nicht detektiert. Der
Vergleich des gesamten Datensatzes ist in Abbildung 86 e dargestellt. Die Ergebnisse der beiden Methoden
zeigten keinen signifikanten Unterschied (n=111, Mann-Whitney-Test, p<0,05). Die hohe Korrelation wird
durch den Graphen Abbildung 86 f deutlich. Die berechneten Werte beider Methoden wurden gegeneinan-
der aufgetragen. Die Lage der Datenpunkte in Bezug zur schwarzen Trendlinie verdeutlicht die hohe Kor-
relation der beiden Analyse-Methoden: je niher die Datenpunkte auf der Trendlinie liegen, desto hoher ist
die Korrelation. Es waren nur wenige Ausreifler vorhanden und insgesamt konnten sehr vergleichbare
Werte berechnet werden.

Abbildung 87 zeigt die Ergebnisse einer Studie von hiPSCs auf TCPS-Oberflache (Abbildung 87 a) und
Alginat-basierten Geriiststrukturen (Abbildung 87 b) jeweils mit Matrigelbeschichtung. Mithilfe des Pro-
totyps konnte die Konfluenz-Flache der adhérenten Zellen auf beiden Oberfldchen bestimmt werden, was
das hohe Potenzial flir eine automatisierte Entwicklung von Gerliststrukturen belegte. Die schon in Abbil-
dung 87 aund b gezeigte hohe Korrelation von biologischem Vordergrund und detektierter Fliche spiegel-
te sich auch in der zum Vergleich durchgefiihrten Analyse mit CellProfiler wider. Die Konfluenzwerte, die
von dem Prototyp bestimmt wurden, sowie die Werte aus der Berechnung von CellProfiler unterschieden
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Abbildung 87: ANWENDUNG DES PROTOTYPS FUR DIE AUGMENTIERTE MIKROSKOPIE BEI DER UNTERSUCHUNG DER ZELL-
MATRIX-INTERAKTION.

a hiPSCs auf TCPS mit Matrigelbeschichtung. b hiPSC auf Alginat/Tyramin mit Matrigelbeschichtung. Die Bilder 1-3 zeigen
unterschiedliche FOVs. ¢ Konfluenzwerte der untersuchten Bilder von Augmented Microscope und Cellprofiler Analyse. Die
horizontale Linie markiert den Mittelwert (n=18). Die Werte der beiden Analysemethoden unterscheiden sich nicht signifi-
kant (t-test, p<0,05). AM=Augmented Microscope, CP = Cellprofiler, MG = Matrigel.

sich nicht signifikant voneinander (Abbildung 87 c). Ebenso wurde deutlich, dass das System {iber den
gesamten Wertebereich stabile und reproduzierbare Konfluenzwerte berechnete.

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnte geschlussfolgert werden, dass der vorliegende Prototyp
fiir die augmentierte Mikroskopie mdglicherweise ein niitzliches Werkzeug fiir die Qualititskontrolle bei
der Expansion von hiPSCs ist. Die Konfluenz konnte in Echtzeit ermittelt werden und dem Anwender
direkt den Status der Konfluenz objektiv im Mikroskopbild tibermitteln. In zukiinftigen Versionen kdnnten
dem Anwender auch Empfehlungen angezeigt werden, wie mit der Kultur weiterverfahren werden soll.
Erreicht die Konfluenz beispielsweise einen Wert von tiber 80%, konnte der Hinweis bzw. die Aufforde-
rung einer Passage angezeigt werden, da sonst mit einer Differenzierung und somit einer Verschlechterung
der Qualitdt der hiPSC-Kultur zu rechnen ist. Ferner ist durch eine weitere Adaptation eine Charakterisie-
rung von hiPSC-Kolonien moglich. Kolonien kénnen durch die Implementierung weiterer Funktionen
morphologisch charakterisiert werden und beispielsweise die Beschaffenheit des Randes klassifiziert wer-
den. Parameter wie der formfactor oder shapefactor konnen dazu genutzt werden, den Zustand einzelner
Kolonien vorherzusagen. Bei einem niedrigen shapefactor ist der Rand der Kolonie eher unregelmafig
(sternformig), was auf eine (beginnende) Differenzierung der Kolonie schlieSen lasst.

Prototyp 2 — Echtzeit-Analyse hiPSC-CM

Bei den vorangegangenen Untersuchungen von hiPSC-CM auf verschiedenen Oberflachen (vgl. Abbil-
dung 67) konnte bereits gezeigt werden, dass die Kontraktion anhand der mittleren Intensitét des Gesamt-
bildes abgeleitet werden konnte. Es konnten bildbasierte EKGs erstellt werden, aus denen dann die
Schlagfrequenz bestimmt wurde. Dieser Ansatz ist auch fiir eine Echtzeit-Analyse interessant, da sie unter
sehr geringem Rechenaufwand, und somit sehr schnell, erfolgen kann. Diese wurde als Hypothese fiir die
Echtzeitanalyse iibernommen und ein Prototyp fiir diese Untersuchungen implementiert. An den automati-
sierten Mikroskopen (Nikon Biostation IM) wurden einige Modifikationen (z. B. Austausch der Kamera)
durchgefiihrt, um einen Zugriff auf die Kamerabilder iiber eine Skriptsprache zu realisieren. Ebenso wurde
ein Objektiv fiir Kulturschalen mit Plastikboden statt des Objektivs fiir Glasbdden verwendet, da hierdurch
ein grofBeres Feld abgebildet werden kann.
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Abbildung 88: PROTOTYP FUR DIE AUG-
MENTED MICROSCOPY VON HIPSC-CM.
a kontrahierende hiPSC-CM, b statische Kon-
trollprobe. Bilder: 1. Originalbild im Phasen-
konstrast. 2. Modifiziertes Originalbild nach
Kantendetektion zur Verstirkung des Kontras-
tes. 3. Echtzeitanalyse der Kontraktion von
hiPSC-CM iiber einen Zeitraum von 10 s. Ein
Peak entspricht einer Kontraktion, ermittelt
Mean : 12.0 durch die Anderung der mittleren Intensitit des
= ! 10'46900070" modifizierten Originalbilds aus 2. iiber die
2 $ e B Ie I Zeit. Graue Infobox in 3.: Information fiir den
Benutzer nach Ausfiihrung der Echt-
Zeitanalyse. Erste Zeile: Klartext, tiber den
Status der Kontraktion. Zweite Zeile: mittlere
Intensitdt des Originalbilds. Dritte Zeile:

M bendtigte Aufnahmezeit.

84Ty Not Beotin%
Mean : 12,

846 11.047000169

845 10 12

2 4 6 8
Time [s]

Mean intensity (-]
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Die installierte Kamera (The Imaging Source, DFK 72AUC02) kann mit der Skriptsprache Python und
deren entsprechenden Libraries angesprochen und die Bilder gleichzeitig weiterverarbeitet werden. Fiir die
Implementierung wurden die Libraries OpenCV, Python Image Library (PIL), scipy, numpy Videocapture,
os, time, pyplot, ImageFilter und math verwendet. Nach dem Start des Python-Skripts wird das Original-
bild (Abbildung 88 a), das Originalbild nach Detektion der Kanten, sowie ein Informationsfenster ange-
zeigt. In dem Prototyp muss die Detektion der Kontraktion durch die Betétigung der Leerzeichen-Taste
initiiert werden. Nach diesem Nutzereingriff wird im Hintergrund die mittlere Bildintensitét {iber 400 Bil-
der gespeichert und die dafiir benétigte Zeit berechnet. Um die Kontraktion zu verifizieren, wird von die-
sen Werten Minimum und Maximum, sowie deren Differenz berechnet. Anhand von Voruntersuchungen
wurde herausgefunden, dass eine Kontraktion bei einer bestimmten Differenz vorliegt. Bei einer Differenz
zwischen 0 und 0,1 liegt keine Kontraktion vor, eine Differenz gréfer 0,11 wird als Kontraktion klassifi-
ziert. Anhand von kontrahierenden hiPSCs wurde diese Klassifizierung evaluiert bei der keine falsch-
negativen Klassifizierungen ausgegeben wurden. Die Uberpriifung von statischen Proben erfolgte mit
Kulturschalen ohne Zellen, um das Grundrauschen des Systems einzugrenzen (Abbildung 88 b). Peaks
waren zwar auch hier vorhanden, jedoch unterschieden diese sich sehr stark in der Amplitude. Bei dieser
Evaluation wurden keine falsch-positiven Klassifizierungen ausgegeben. Die Ergebnisse zeigten, dass eine
Klassifizierung einer hiPSC-CM-Kultur bzgl. der Kontraktion mittels der implementierten Echtzeit-
Analyse erfolgen kann, ohne die Probe zu zerstoren. Die Bildanalyse erfolgte gleichzeitig unsupervised
und erhélt dadurch einen hohen Grad der Objektivitdt. Neben der Klassifizierung wurde dem Benutzer
direkt ein Bild-basiertes EKG angezeigt, das aber in dieser Version des Prototyps noch nicht iiber eine
Detektion einzelner Kontraktionen aus dem EGK verfiigte und dadurch keine automatische Ausgabe der
Schlagfrequenz erfolgte, sondern manuell vom Nutzer vorgenommen werden musste. Entsprechende
Libraries sind hierfiir verfligbar, es muss jedoch zunéchst evaluiert werden, ob die Funktionen zur Detekti-
on der Peaks auf die generierten Daten angewendet werden konnen.

Dieser Prototyp kann fiir eine schnelle Dokumentation von Kardiomyozyten-Kulturen verwendet werden,
ist aber auch in der Automatisierung von Workflows einsetzbar. Vorstellbar wire hier z. B. die Uberwa-
chung von Kardiomyozyten iiber die Kontraktion. Eine Anderung der Schlagfrequenz bis hin zum voll-
standigen Aussetzen der Kontraktion kann beispielsweise mit einem solchen Analysesystem iiberwacht,
und durch festgelegte Regeln entsprechende Aktionen eingeleitet werden. Denkbar z. B. bei einem Abfal-
len der Schlagfrequenz die Aufforderung bzw. automatische Durchfithrung eines Medienwechsels.
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass mit einer Echtzeit-Analyse dynamische Zellsysteme charakterisiert
werden kdnnen und dem Benutzer wahrend des Mikroskopierens und Betrachtens der Probe diese Infor-
mationen zur Verfiigung zu stellen. Die bisher erzielten Routinen zur Analyse der Schlagfrequenz konnten
iibertragen werden und bei hiPSCs-CM auf Alginat-Geriiststrukturen erfolgreich angewendet werden.

45.3 Untersuchungen und Evaluation eines Prototyps fur die Herstellung von

Zellaggregaten im ,,hiingenden Tropfen“ ohne Automatisierungshardware

Die durchgefiihrten Experimente in den vorherigen Abschnitten haben gezeigt, dass eine Untersuchung
von zelluldren System und deren Interaktion mit Alginat-basierten Mikrotragern sowohl in speziellen Zell-
kultursubstraten (vgl. Abbildung 41), in Multiwellsystemen mit spezieller Oberflachencharakteristik (vgl.
Abbildung 69), als auch in Standard Petrischalen (vgl. Abbildung 53) untersucht werden kann. Gerade die
Kultivierung im sog. ,.héngenden Tropfen® und die damit verbundene Formierung von dreidimensionalen
Zellaggregaten ist von hohem Interesse, da diese in Wissenschaftsbereichen wie die Entdeckung neuer
Wirkstoffe, Modellierung von Krankheitsbildern auf zelluldrer Ebene oder Zytotoxizitétstest vielseitige
Anwendung finden. Die Kultivierungstechnik des ,,hdngenden Tropfen* hat jedoch zwei gro3e Nachteile:
sie ist entweder sehr zeitintensiv, wenn man eine Vielzahl von Tropfen manuell setzen muss, oder sie ist
sehr kostenintensiv, da ein Automatisierungssystem (z. B. Pipettierroboter) mit hohen Investitionskosten
verbunden ist. Zur Losung dieses Problems wurde das Konzept des sog. Labors im Beutel entwickelt, wel-
ches die Kultivierung, Aggregatbildung und Kryokonservierung von humanen pluripotenten Stammzellen
abbilden soll. Das Konzept des Labors im Beutel wurde 2014 als internes Fraunhofer-Projekt gestartet, an
dem mehrere Institute beteiligt sind (Fraunhofer IST, IVV, IVV-DD und IBMT). Die Formation der
héingenden Tropfen soll dabei durch eine chemische Strukturierung erfolgen, die aus einer flichigen super-
hydrophoben Schicht besteht, auf die in bestimmten Abstidnden hydrophile Spots mit einem Durchmesser
von etwa 5 mm gesetzt wurden (Abbildung 89 c). Das Folienmaterial, sowie die Schale fiir den Prototyp
(Abbildung 89 b) wurde vom Fraunhofer IST, Freising, vorbereitet. Die Modifikation der Folien und Auf-
bringen auf die Schale mittels Heillsiegeln erfolgte am Fraunhofer IST, Braunschweig. Ein vorhandener
Verschluss zur Inokulation und Ernte der Zellen erfolgte durch das Fraunhofer IVV, Dresden.

H Abbildung 89: WORKFLOW UND PRINZIP DER BEU-
- o Inokulation TELSYSTEME.
Kulhl:\lglgrgng Dls;(l))zlsaélon »| hiPSC als HD im a Abgebildeter Workflow fiir Kultivierung von hiPSC
Beutelsystem in Beutelsystemen. Die hiPSCs werden nach Stan-
¥ I dardkultivierung in 2D zundchst vereinzelt und dann
B Kutivierung H Emte der 6 | in dem Beutelsystem inokuliert. Die Kultivierung
hiPSC i > M Igt iiber 72 h, in der sich in den gebild -
iPSC in »| Aggregate aus > Aot erfolgt iiber 72 h, in der sich in den gebildeten Trop
Beutelsystem Beutelsystem 953 fen Aggregate bilden sollen. Nach dieser Zeit erfol-
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gung von ,, hingenden Tropfen “ fiir die Aggregatbil-
dung.
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Beutelsysteme zur Aggregatbildung durch ,,hingende Tropfen*

In den Vorarbeiten wurde zunichst ein Material evaluiert, das zum einen die Durchfiihrung der Arbeits-
schritte biologischer Workflows erlaubt (optische Giite/Mikroskopierbarkeit, chemische Bestindigkeit,
Kryokompatibilitit), und zum anderen auch die Modifikation der Oberfldche mittels chemischer Struktu-
rierung, sowie die Anforderungen an eine Konstruktion eines Beutelsystems (Siegelbarkeit, Einbau von
Verschliissen). Fiir die Evaluation des konstruierten Prototyps (Abbildung 89 b) wurde der in Abbildung
89 a dargestellte Workflow auf die Beutelsysteme mit human induziert pluripotenten Stammzellen iiber-
tragen. Die Zellen wurden hierfiir vereinzelt und im Beutelsystem mit 5x10° Zellen/ml inokuliert. Als
Inokulationsvolumen wurden 10 ml Zellsuspension verwendet, da dieses in Voruntersuchungen die gro3-
ten Tropfenvolumina erzielte (Abbildung 90 a) und eine Tropfenausbeute von etwa 80% (Abbildung 90 b)
lieferte. Die Tropfen selbst konnten in flache und volumindse Tropfen klassifiziert werden. Ebenso konn-
ten partielle Tropfen beobachtet werden, die bei der Quantifizierung als voluminds eingeordnet wurden
(Abbildung 90 c). Die hierdurch gewonnen Werte wurden fiir die Zelldichte der Evaluation herangezogen.
Um eine ausreichende Zellzahl pro Tropfen zu erhalten, die in diesem Fall auf 5000 Zellen festgelegt wur-
de, musste eine Zellkonzentration von 5x10° Zellen pro ml eingestellt werden (vgl. Abbildung 90 d). Es
folgte die Kultivierung von zwei hiPSC-Linien in den Beuteln, die durch Schwenken der Zellsuspension
iiber die hydrophilen Spots und Herumdrehen des Beutels in die Kultivierungsform des ,,hangenden Trop-
fens* gebracht wurden. Die Beutel wurden 72 h kultiviert und die Aggregatbildung nach 24 hund 72 h
dokumentiert.

Abbildung 90: CHARAKTERISIE-
RUNG DER BEUTELSYSTEME.
a Durchschnittliches Volumen pro
Tropfen nach Applikation ver-
schiedener Volumen an Kulturme-
dium (ohne Zellen). Gezeigt sind
Mittelwerte = SD, (n=35).
b Durchschnittliche Ausbeute an
1oml Sl om 201 benetzten Spots mit Kulturmedium
Inokulationsvolumen Inokulationsvolumen (ohne Ze]]en) nach Applikation
E.Isoooo- 5 0% 10eS Zatni verschiedener Volumina. Gezeigt
o sind Mittelwerte = SD, (n=3). ¢
Exemplarische Darstellung der
Benetzung des Beutelsystems.
Mehrere Tropfentypen konnten auf
den Spots beobachtet werden:
voluminése Tropfen, flache Trop-
Partieller 1 ' . . ' . fen, fehlende Tropfen und partielle
Tropfen o 10 20 3 4 50 Tropfen. d Theoretische Berech-
Jopfenvolmen il nung der bendtigten Inokulations-
dichte ausgehend von einem Trop-
fenvolumen von 10-20 ul. Bei einer
Zellzahl von 5000 Zellen pro
Tropfen muss eine Zelldichte von
5%x10° Zellen pro ml eingesetzt
werden.

Ausbeute [%]

Volumindse
Tropfen

Flache
Tropfen

Fehlender
Tropfen

Abbildung 91 zeigt représentativ die Aggregatbildung der beiden Zelllinien nach 24 h bzw. 72 h. Es zeigte
sich eine heterogene Aggregatbildung in den Beutelsystemen, wohingegen in den 3D-Kontrollen eine Ag-
gregatbildung stattfand. Bei beiden Zellsystemen war zu beobachten, dass sich tendenziell zunidchst meh-
rere kleine Aggregate bildeten, die liber die Zeit miteinander fusionierten. Die Zelllinie ER19/18 bildete
dabei generell besser Aggregate, als die Zelllinie AXA..
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MEN.

Gebildete Aggregate im Beutelsystem
nach 24 h bzw. 72 h von AXAi bzw.
ER19/18 hiPSC. Die Aufnahmen spie-
geln die heterogene Griflenverteilung
der entstandenen Aggregate wider,
dokumentieren aber auch gleichzeitig,
dass die Bildung von Aggregaten in
diesem Beutelsystem méglich ist. Ten-
denziell entstehen in den Tropfen zu-
ndchst mehrere kleine Aggregate, die
dann iiber die Kultivierungsdauer zu
grofleren Aggregaten fusionieren.
Mafsstabsbalken: 250 um.

= h VON HIPSC-LINIEN IN BEUTELSYSTE-

ER19/18

Die Aggregatgrof3e ist in Abbildung 92 a dargestellt. Deutlich erkennbar war eine homogene Grof3envertei-
lung der Aggregate bei den 3D-Kontrollen im Bereich von etwa 500 pm im Durchmesser bei beiden Zell-
linien. Im Gegensatz hierzu war die Groenverteilung der Aggregate in den Beutelsystemen bei beiden
Zelllinien heterogener, insbesondere waren mehr kleinere Aggregate vorhanden. Die GroBenverteilung
verschob sich im Zeitraum von 24 h auf 72 h hin zu grofleren Aggregaten, was wiederum durch eine Fusi-
onierung von Aggregaten zu erkldren war. Durch die Vielzahl von kleinen Aggregaten in einem einzelnen
Tropfen wurde lediglich ein Aggregat pro Tropfen ausgewertet. Um den Grad der Aggregatbildung zu
quantifizieren wurde ein ,,Score* eingefiihrt (1 — 4, siehe Abbildung 92 b). Die hochste Bewertung (4)
erhielten die Tropfen, in denen ein Aggregat vorhanden war. Die schlechteste Bewertung erhielten die
Tropfen, in denen sehr viele kleine Aggregate und keine groleren (gréfer 100 um) vorhanden waren. Cha-
rakteristische Tropfen mit Aggregaten und ihr jeweiliger Score sind in Abbildung 92 c dargestellt.

Der mittlere Score aller Experimente zeigte die hochsten Werte bei den 3D-Kontrollen bei AXAi (24 h:
3,7+ 0,5und 72 h: 3,9 £ 0,4) sowie ER19/18 (24 h: 4,0 £ 0 und 72 h: 4,0 &+ 0). Der mittlere Score aller
Experimente bei den Beutelsystemen lag bei AXAi (24 h: 1,7+0,9 und 72 h: 3,0 £0,8), sowie bei
ER19/18 (24 h: 3,2 + 1,1 und 72 h: 3,5 &+ 0,9) unter denen der Kontrollen. Insgesamt belegte auch diese
Quantifizierung die bessere Aggregatbildung bei ER19/18.

Zusétzlich wurde nach 72 h auch die Vitalitit bestimmt (Abbildung 92 d). Die Vitalitit der 3D-Kontrollen
lag bei beiden Zelllinien bei iiber 80% (AXAi: 95,6 = 4,2 und ER19/18: 84,8 £ 11,6). Die Vitalitdtswerte
der Aggregate aus den Beutelsystemen waren dabei vergleichbar (AXAi: 92,0 = 3,3 und ER19/18:
89,6 + 4,2). Die Beutelsysteme konnten demnach fiir eine Herstellung von vitalen Zellaggregaten genutzt
werden, die zwar eine heterogene Grofenverteilung aufwiesen, jedoch in der Regel einen Durchmesser
von mehr als 100 um hatten.
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E m P - Abbildung 92: CHARAKTERISIERUNG
DER AGGREGATBILDUNG IN BEUTEL-

1000{ -3D:Kontrollen —___ Beutel o SYSTEMEN.
tos a Grofle der Aggregate von AXAi bzw.
o 34 ER19/18 nach 24 h und 72 h Kultur
g im “hdngenden Tropfen” in Standard-
@ Petrischalen (“3D-Kontrollen”) und
den Beutelsystemen (“Beutel”). Ge-
zeigt sind die Daten aus 3 unabhdn-
0- gigen Experimenten.

R R b Klassifizierung der Aggregatbil-
& v":;s}@"% & i@‘}")’& dung in den Tropfen dargestellt als
“Score” von AXAi bzw. ER19/18 nach
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Beutelsysteme zur adhdrenten Suspensionskultur auf Mikrotragern

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine Inokulation, Kultivierung und Aggregatbildung in einem ge-
schlossenen Beutelsystem moglich ist, stellte sich die Frage, ob dies auch mit komplexeren Kultivierungs-
formen, wie z. B der adhdrenten Suspensionskultur auf Mikrotragern, moglich ist. Neben den Zellen, die
in diesem Fall nicht als Einzelzellen, sondern als multizelluldre Aggregate vorbereitet wurden, befanden
sich auch Alginat-Mikrotriager (Matrigel-modifiziert) in der Suspension. Durch die Inokulationsmethode,
die bereits bei den Zellsuspensionen im vorherigen Abschnitt angewendet wurde, konnte diese Mikrotra-
ger/Aggregat-Suspension auf die hydrophilen Spots transferiert werden. Ferner zeigte sich nach einer Kul-
tivierungsdauer von 48 h eine Adhésion der hiPSC auf den Mikrotridgern (Abbildung 93 a, b). Diese fiel
im Vergleich zu den manuell gesetzten Kontrollen, qualitativ gesehen, geringer aus (Abbildung 93 c).
Durch die Aggregate sank die Wahrscheinlichkeit, eine homogene Verteilung von Zellen in den Tropfen
nach der Inokulation zu erhalten. Ausgehend von diesen Experimenten konnte geschlussfolgert werden,
dass neben der reinen Kultivierung von Zellsuspensionen auch die Kombination von Mikrotragern und
Zellen/Zellaggregaten in den Beutelsystemen moglich ist und insgesamt somit ein hochflexibles Kultivie-
rungssystem fiir die Herstellung von Modell-bzw. Testsystemen fiir Wirkstoffentwicklung und Zytotoxizi-
tétstests entwickelt werden konnte.
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Abbildung 93: ADHARENTE SUSPENSIONSKULTUR IM ,,HANGENDEN TROPFEN* IN BEUTELSYSTEMEN.

a und b Reprisentative Aufnahme eines ,, hingenden Tropfen “ mit Mikrotrdgern (rund) und hiPSC (Kontrastierung) der
Randbereiche der Mikrotrdger nach 48 h in zwei unterschiedlichen Beutelsystemen. ¢ Kontrollenaufnahme eines manuell
gesetzten héingenden Tropfen nach 48 h. Die Pfeilspitzen markieren Bereiche, in denen Zellen adhdrent auf den Mikrotrdgern

wachsen, die Sterne Mikrotréger, auf denen keine adhdrenten Zellen vorliegen. Mapstabsbalken: 500 um

Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse

Zusammenfassend sollen die erzielten Ergebnisse dieser Arbeit in dem Kontext von Abbildung 13 einge-
ordnet werden. In dieser Arbeit konnten Losungsansitze fiir die unterschiedlichen Kultivierungsformen
(Standard, mit Geriistrukturen und dynamisch) entwickelt werden, die heutzutage die fundamentalen bio-

technologischen Prozesse darstellen (siehe Abbildung 94).
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Abbildung 94: ANWENDUNGEN, ANFORDERUNGEN UND LOSUNGEN IM KONTEXT STRUKTURBILDENDER ZELLULARER
PROZESSE. Die zu Beginn dieser Arbeit definierten Anforderungen wurden untersucht und entsprechende Lésungsansdtze
fiir die jeweiligen Kultivierungsformen entwickelt. Insbesondere Ansdtze der Standard-Kultivierung konnten auf die kom-

plexeren Kultivierungsbedingungen erfolgreich iibertragen werden.
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Es wurde ein nicht-invasiver Lebendzell-Mikroskopieansatz implementiert (Abschnitt 4.1) und struktur-
bildende zellulire Prozesse anhand der Standard-Kultivierung (2D-Kulturen), auch von therapeutisch rele-
vanten Zellen, untersucht (Abschnitt 4.2). Das System erlaubt auch die Untersuchung dynamischer Pro-
zesse in Form von z.B. der Anbindung fluidischer Komponenten, was mit der CellCartidge gezeigt werden
konnte (Abschnitt 4.5.1). Die zusitzliche Entwicklung von Routinen zur automatisierten Bildanalyse er-
laubten ferner die Untersuchung groBer Bilddatensétze, die in der Konsequenz mit einer hohen Stichpro-
benzahl (Zellzahl) einhergingen (Abschnitt 4.2.1 - 4.2.4). Dieses System konnte in der Folge fiir die Ent-
wicklung von Alginat-basierten Geriiststrukturen genutzt werden, um strukturbildende zelluldre Prozesse
zu untersuchen. Es wurden hier mehrere Modifikationen in Form der Aufbringung von Fibrillen (Abschnitt
4.3.1), der Abscheidung von CaP-Nanopartikeln (Abschnitt 4.3.2), der Metallisierung der Alginat-
Oberflache (Abschnitt 4.3.3), der nicht-kovalenten Modifikation mit ECM-Proteinen (Abschnitt 4.3.4),
sowie der kovalenten Modifikation mit ECM-Proteinen (Abschnitt 4.3.5) untersucht. Die kovalente Modi-
fikation des Alginats zur Bereitstellung von Proteinen der ECM erlaubte sowohl bei planaren, als auch bei
sphérischen Alginat-GS eine adhédrente Kultivierung von anspruchsvollen Zellsystemen.

Durch die stabile Ankopplung von z. B. Kollagen I konnten hMSCs sowohl auf planaren Alginat-
Oberflichen (Abbildung 49), als auch in dynamischer adhédrenter Suspensionskultur auf Alginat-
Mikrotragern tiber eine Woche erfolgreich kultiviert und expandiert werden (Abbildung 59). Ebenso konn-
te in diesem Zusammenhang ein Vermittler (Tyramin) identifiziert werden, der nach Kopplung an das Al-
ginat eine Adsorption von Proteinen auf der Alginat-Oberfldche ermoglichte (vgl. Abbildung 61) und
dadurch reproduzierbar die Beschichtung von Proteinmischungen erlaubte (Abbildung 62). Insgesamt
konnte fiir die aktuell vielversprechendsten therapeutisch relevanten Zellen (hMSCs, hiPSCs und hiPSC-
CMs) eine Steigerung der Adhésion durch die in dieser Arbeit entwickelten Methoden festgestellt werden.

Die Alginat-GS konnten dariiber hinaus mit einem Ansatz des u-Contact Printings topographisch struktu-
riert werden, um mit hiPSC-CMs ein artifizielles Gewebe herzustellen, dass sich sowohl durch die mecha-
nischen Eigenschaften der Gerliststruktur, als auch durch die Kanal-artige Strukturierung, weitere Eigen-
schaften der nativen Umgebung von Kardiomyozyten abbildet (Abschnitt 4.3.6). Untersuchungen bzgl. der
Degradierbarkeit von Alginat-GS zeigten, dass sich die hergestellten Hydrogele enzymatisch degradieren
lassen und hierdurch z. B. fiir die Riickgewinnung von Zellsystemen in biotechnologischen Prozessen
genutzt werden konnen. Unterschiede zwischen den genutzten Alginat-Spezies konnten dabei festgestellt
werden (Abschnitt 4.4). Auf Basis einiger Ergebnisse dieser Arbeit konnte Entwicklung des ,,dugmented
Microscope* realisiert werden. Somit war und ist nicht nur eine retrospektive Analyse, sondern auch eine
Analyse in Echtzeit moglich (Abschnitt 4.5.2). Ein Beutel-basiertes Kultivierungssystem konnte erfolg-
reich entwickelt werden, welches eine effiziente Herstellung von Aggregaten im ,,Hingenden Tropfen*
durch ein chemisch modifiziertes Spot-Layout erlaubt. Auch eine adhérente Kultivierung von hiPSCs mit
modifizierten Alginat-Mikrotragern war dabei moglich (Abschnitt 4.5.3). Fiir alle drei Kultivierungsfor-
men konnten in dieser Arbeit Fortschritte in den Bereichen der Analyse, Herstellung und Qualitdt von
strukturbildenden zelluldren Prozessen erzielt werden.
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. Diskussion

Inwieweit lassen sich zellulire strukturbildende Prozesse mit der Lebendzell-Mikroskopie aufkli-
ren?

System zur parallelisierten Lebendzell-Mikroskopie

In dieser Arbeit konnte ein parallelisiertes automatisiertes Mikroskopiesystem implementiert werden. Das
System zeichnet sich insbesondere durch seine Modularitét aus. Jede Probe wird in einem separaten Mo-
dul (Mikroskop) prozessiert. Experimente konnen durch diese Eigenschaften individuell aufgesetzt wer-
den. Ebenso ist damit eine erhohte Ausfallsicherheit verbunden, da die Geréte unabhingig voneinander
sind. Ein vollstédndiges Versagen des Experiments ist nur durch einen Stromausfall bzw. Unterbrechung der
CO,-Versorgung moglich. Defekte an einem Mikroskop oder Steuerungs-PC fiihrten dahingegen nur zum
Verlust der Kondition in diesem einen Modul, die tibrigen Module werden dadurch nicht beeinflusst. Viele
kommerzielle Lebendzell-Mikroskopiesysteme besitzen eine zentrale Optik fiir die Prozessierung von
z. B. Mikrotiterplatten [272, 329]. Dies ermdglicht einerseits die simultane Untersuchung von sehr vielen
Proben, fiihrt aber andererseits bei Hardwareproblemen zu einem vollstindigen Verlust des Experiments.
Erfahrungsgemés ist die Aufnahmerate der Bilder bei diesem Aufbau begrenzt, da die verschiedenen Kon-
ditionen durch eine Mechanik angefahren werden miissen. Sehr schnelle Aufnahmeraten sind dadurch
oftmals nicht moglich. Fiir 48 Positionen werden insgesamt etwa 20 min bendtigt, wohingegen ein Modul
des in dieser Arbeit entwickelten Miktroskopiesystems fiir diese Anzahl lediglich 3,5 min benétigt.

Die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit haben ferner gezeigt, dass eine Integration von fluidischer
Hardware an die einzelnen Module erfolgen kann, um automatisiert Proben zu prozessieren bzw. eine An-
derung der Kultivierungsbedingungen vorzunehmen (vgl. Abschnitt 4.5.1). Kryokonservierte Proben
konnten dadurch direkt nach dem Auftauen in die Kulturschale injiziert und mit dem System untersucht
werden. Dies stellt insofern einen neuen Ansatz dar, da eine zellbiologische Infrastruktur nicht notwendig
ist. Der Prototyp ist ein geschlossenes System, bei dem nach dem Auftauen der Probe keine Sterilbank
oder Zentrifuge zur Prozessierung der Proben vorhanden sein miissen. Ein solcher Ansatz kann daher inte-
ressant fiir kleinere Unternehmen sein, die zellbasierte Assays, beispielsweise Zytotoxizititsassays, durch-
fiihren wollen, aber iiber keine zellbiologische Infrastruktur verfiigen.
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Offline-Analyse

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden strukturbildende zelluldre Prozesse mittels der Lebendzell-
Mikroskopie untersucht. Die erzeugten Bilddaten wurden mittels automatisierter Bildanalyse quantifiziert
und zellspezifisches Verhalten daraus abgeleitet. Durch die Verwendung der open source Softwarewerk-
zeuge ilastik, CellProfiler und R konnte ein vollstdndiger Workflow von der Bildsequenz bis zum quantifi-
zierten zelluldren Verhalten abgebildet werden. Durch die Parallelisierung der Versuche ist eine effiziente,
objektive Analyse moglich. Hervorzuheben ist, dass hiermit ein Arbeitsablauf vorliegt, bei dem keine Fér-
bung der Zellen durch Fluoreszenzfarbstoffe durchgefiihrt werden muss. Es hat sich gezeigt, dass auch
gerade im Zusammenhang mit der Optimierung von Geriiststrukturen das Konfluenzverhalten ein sehr
guter Parameter zur Ableitung des zelluldren Verhaltens darstellt. Erstmals vor etwa 10 Jahren in der Lite-
ratur von Curl ef al. erwéhnt [303, 304], hat sich die quantitative Phasenkontrast-Mikroskopie stetig wei-
terentwickelt. In den vorhandenen Publikationen zeigt sich jedoch, dass eine Vielzahl der Arbeiten auf die
Entwicklung der Algorithmen fokussierte [291, 305, 306, 330-335] und nicht die eigentliche Anwendung
in zellbiologischen Studien. Eine kiirzlich verdffentlichte Studie, die sich mit der neuronalen Differenzie-
rung befasst [336], nutzt das Konfluenzverhalten iiber die Zeit, um eine Aussage liber den Zustand der
Kultur treffen zu konnen. Eine Problematik ist, dass die Entwicklung der Algorithmen in vielen Féllen auf
spezielle Szenarien bzw. Zellkulturen ausgelegt ist, die einen Transfer schwierig gestaltet. Ferner ist die
Nutzung dieser Softwarewerkzeuge fiir Anwender ohne Programmierkenntnisse oftmals sehr schwierig.
Mittlerweile gibt es daher auch kommerzielle Anbieter, die vordefinierte Bildanalysen anbieten, hierfiir die
Daten jedoch auf deren Server geladen werden miissen [299]. Die Entwicklung der Arbeitsablédufe fiir die
Bildanalyse in dieser Arbeit stellt daher einen entscheidenden Vorteil dar, auch ohne die Entwicklung von
neuen Algorithmen. Bei den Untersuchungen in dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass die automatisierte Ana-
lyse der Zellmorphologie auf Einzelzellebene nur unter bestimmten Bedingungen méglich ist. Die grofite
Herausforderung ist dabei nicht die Detektion der Zellflache, sondern die Separation adjazenter Zellen.
Typische Algorithmen zur Separation (z. B. Watershed) sind hier nicht zielfiihrend, da diese fiir die Sepa-
ration runder Objekte ausgelegt sind und nicht auf Fibroblasten-&hnliche Zellen anwendbar sind. In den
zuvor aufgelisteten Studien wird dieser Schritt oftmals auch nicht behandelt und lediglich die Algorithmen
fiir die Segmentierung beschrieben, nicht aber die Separation der Objekte [330].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mittels der Konfluenz das zellulire Verhalten von Fibroblas-
ten in unterschiedlichen Kultivierungsmedien (Standard-Kulturmedium, toxisches Kulturmedium und
Mangel-Medium) sehr gut abgebildet werden kann (siche Abschnitt 4.2.1). Ferner zeigte sich, dass diese
Methode zur Abbildung des Verhaltens von humanen multipotenten Stammzellen hMSCs (Abschnitt
4.2.2), sowie von multizelluldren und dissoziierten hiPSC-Kolonien (Abschnitt 4.2.3 und 4.2.4) eingesetzt
werden kann. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass neben der Segmentierung des biologischen
Vordergrunds, auch der Texturparameter Entropie des Gesamtbilds zur Quantifizierung genutzt werden
kann. Der Vorteil hierbei ist die Mdglichkeit einer schnellen Analyse ohne Klassifikatoren. Die Bestim-
mung des Zustands der Kultur, z. B. adhdrent oder nicht adhédrent war mit diesem Parameter jedoch nicht
moglich. Shamir ef al. konnten im Gegensatz hierzu mit der Entropie das Alter eines biologischen Systems
bestimmen [311]. Die Ubertragung auf adhirente Zellkulturen ist wahrscheinlich nicht mdglich, da die
Ausgangslage immer wieder variiert (z. B. Zelldichte) und daher auch bei adhérenten Kulturen immer
unterschiedliche Entropiewerte vorliegen. Eine Nutzung des Parameters ist damit nur in Verbindung mit
der zeitlichen Information sinnvoll bzw. es wird mindestens ein Referenzwert des identischen Bildaus-
schnitts benotigt. Die Untersuchungen zeigten, dass die Adhision und Ausbreitung der Zellen mit einer
signifikanten Anderung der Entropie iiber die Zeit einhergeht, wohingegen nicht adhirente Kolonien iiber
die Zeit nur eine geringfiigige Anderung der Entropie aufzeigten.

Die Bestimmung des Adhésionsstatus der Kolonien wurde ferner mit der Klassifikation durch ilastik un-
tersucht. Die Idee war hier, durch gezieltes Training adhirente und nicht adhidrente Kolonien zu bestim-
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men. Obwohl in diesem Ansatz hohes Potential steckt, konnte bei den durchgefiihrten Experimenten keine
zufriedenstellende Vorhersage erreicht werden (siehe Abbildung 28). Hier sind moglicherweise Verfeine-
rungen der Algorithmen im Bereich der Textur-Klassifizierung notwendig. Da der Quellcode der genutzten
Software frei verfligbar ist (open source) ist dies auch umsetzbar. Nur wenige Studien zeigen, dass eine
detaillierte Klassifikation der Kolonie-Bereiche moglich ist (z: B. [334, 335]), mit denen sogar differen-
zierte Bereiche der Kolonien annotiert werden konnen.

Echtzeit-Analyse

In dieser Arbeit wurden Prototypen entwickelt, die eine bildbasierte, nicht-invasive Analyse von biologi-
schen Proben bzgl. der Konfluenz und der Kontraktion in Echtzeit ermdglichten. In der Literatur konnte,
nach derzeitigem Wissensstand, kein vergleichbares System gefunden werden, das eine solche Quantifizie-
rung zellbiologischer Proben ermoglicht. Mehrere Systeme erlauben eine Online-Analyse der Proben, d. h.
die Analyse nach erfolgter Bildaufnahme durch z. B. Makros, jedoch keine Echtzeit-Analyse, die dem
Nutzer die Annotation bzw. Quantifizierung im Live-Bild des Mikroskops ausgibt (z. B. [272, 292]). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein solches System in die Arbeitsabldufe der Kultivierung von
humanen induziert pluripotenten Stammzellen exzellent integriert werden kann. Der erste Prototyp (siche
Abbildung 86 und Abbildung 87) quantifiziert die konfluente Zellfldche von adhédrenten hiPSC Kolonien
bzw. —Rasen und zeigt sowohl die detektierte Zellfldche, als auch den Konfluenzwert an. Die Bestimmung
der Konfluenz ist Teil der Kultivierungsroutinen bei hiPSCs und kann Teil eines Qualititsmanagements
sein. Die bisherige Bestimmung der Konfluenz erfolgt in der Regel manuell durch den Wissenschaftler am
Mikroskop und ist dadurch subjektiv. Durch den implementierten Prototyp kann somit iiber die objektive
Bestimmung durch einen Algorithmus ein Fortschritt in diesem Bereich erfolgen und von hohem Nutzen
sein. Basis des Algorithmus ist die Kantendetektion und die Rekonstruktion des biologischen Vorder-
grunds. Fine texturbasierte Klassifizierung, wie sie in groBen Teilen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde,
wire hier zur weiteren Steigerung der Robustheit wiinschenswert. Vorarbeiten zu diesem Prototyp haben
gezeigt, dass die Integration moglich ist, dies jedoch zur Verlangsamung der Analyse und letztendlich nur
zu einer Online-Analyse fiihrt. Mit dem Prototyp in der aktuellen Version ist es momentan nicht mdglich,
den Adhisions-Zustand der Zellen zu bestimmen. Durch die durchgefiihrten Untersuchungen in dieser
Arbeit (vgl. Abbildung 25) wurde jedoch die hierfiir die Grundlage gelegt, um dies in Weiterentwicklun-
gen des Prototyps zu implementieren.

Neben der Analyse von hiPSC-Kolonien auf TCPS-Oberflache konnte in dieser Arbeit ebenso gezeigt
werden, dass dieser Prototyp es ermoglicht, eine Analyse der Zellen auf Geriiststrukturen durchzufiihren
(siche Abbildung 87). Die Analyse wird somit nicht durch die Geriiststruktur beeinflusst und kann dadurch
fiir eine automatisierte Entwicklung bzw. Optimierung von Gertiststrukturen genutzt werden. Durch die
geringen Investitionskosten und Anforderungen an die Hardware, kann der Prototyp an bestehende Pha-
senkontrast-Mikroskope installiert werden. Grundvoraussetzung ist eine angeschlossene Kamera, die mit
der open source Bibliothek openCV ausgelesen werden kann.

Zur Untersuchung von Kardiomyozyten wurde ein Prototyp entwickelt, um eine nicht-invasive Echtzeit-
Analyse vornehmen zu konnen. Basierend auf der Quantifizierung der Anderung des Intensititssignals
konnte die Kontraktion zum einen detektiert werden und zum anderen ein Kardiogramm zu Dokumentati-
onszwecken automatisiert gespeichert werden (siehe Abbildung 88). In dieser Arbeit wurden erstmalig
diese Zellsysteme in Echtzeit adhérent auf Alginat-GS untersucht, womit ein Fortschritt zu dem System
von Maddabh et al. erreicht wurde [337]. Durch das plattformiibergreifende Design und den minimalen
Anforderungen an die Hardware konnte es auch schnell in die Automatisierung der Zellkultur integriert
werden und z. B. bei der Differenzierung von hiPSCs zu hiPSC-CMs die Detektion von positiven Konditi-
onen erlauben.
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Im Gegensatz zum ersten Prototyp wurde dieser in ein automatisiertes Lebendzell-Mikroskop integriert,
um die Zellen bei physiologischen Bedingungen zu kultivieren. Basis der Analyse ist die Anderung der
Intensitét tiber die Zeit, die wihrend der Kontraktion stattfindet. Bereits bei der Offline-Analyse von Kar-
diomyozyten auf Alginat-Geriiststrukturen konnte gezeigt werden, dass diese Methodik fiir eine automati-
sierte Generierung von ,,Kardiogrammen* geeignet ist. Zur Verbesserung des Kontrasts wurde in diesem
Prototyp zusitzlich eine Kantendetektion durchgefiihrt und dann die Intensitdt bestimmt. Die Analyse
muss durch eine Interaktion (Tastendruck) des Experimentators eingeleitet werden und l&uft dann im Hin-
tergrund ab. Es wird dann das Ergebnis der Analyse (ja-nein Aussage, ob eine Kontraktion vorliegt), sowie
die Kontraktion in einem Diagramm dargestellt. Durch die Speicherung von ,,Kardiogramm*, Mikroskop-
bild und Analyseergebnis steht hierdurch ein Dokumentations- und Analysesystem zur Verfiigung, das
beispielsweise bei der kardialen Differenzierung von hiPSCs genutzt werden kann. Der Prototyp besitzt
hierdurch auch das Potenzial in Screeningverfahren integriert zu werden, um beispielsweise neue Diffe-
renzierungsprotokolle kombinatorisch zu evaluieren. Die Anwendbarkeit des Prototyps bei Zellen auf Ge-
rlststrukturen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden und stellt damit die Flexibilitdt des Systems heraus.
Aufgrund des Austauschs der Original-Kamera mit der USB-Kamera, liegt nur eine geringe Bildqualitét
vor. Eine Adaptation der Optik ist fiir eine Verbesserung notwendig, was jedoch zunichst nicht vorgesehen
ist. Eine Integration einer Funktion zur Peak-Detektion kann ferner zu einer direkten Angabe der Frequenz
genutzt werden und dadurch die Automatisierung weiter zu perfektionieren. Die Detektion des biologi-
schen Vordergrunds durch Kantendetektion (offline) wird in einer aktuellen Ver6ffentlichung von
Choudhry [338] u. a. fiir Stammzell-Kolonien angewendet und zeigt die Signifikanz der in dieser Arbeit
entwickelten Prototypen.

Inwieweit lassen sich Alginat-Hydrogele fiir biotechnologische Anwendungen im Kontext des Tissue
Engineerings modifizieren?

Topographische Modifikation von Alginat-Geriiststrukturen

Die topographische Strukturierung mittels eines bis dahin noch nicht fiir UHV-Alginate verdffentlichten
Protokolls wurde in Abschnitt 4.3.1 beschrieben. Das Verfahren selbst wurde von Hsu et al. fiir Polypropy-
len beschrieben [312]. Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich durch eine Adapta-
tion der Prozessschritte hiermit auch die topographischen Eigenschaften von Geriiststrukturen aus UHV-
Alginaten in Form von auf der Oberfléche befindlichen Alginat-Fasern dndern lassen. Der grof3e Vorteil
dieser Methode ist eine schnelle Ubertragung in experimentelle Untersuchungen, da im Wesentlichen
Standard-Labormaterialien verwendet werden kdnnen und keine Notwendigkeit von speziellen Geréten
(Automatisierungshardware) besteht. Es konnen durch die Auswahl von Filtermembranen ebenso Variatio-
nen der Strukturierung vorgenommen werden und die strukturierten Alginate individuell auf die Anforde-
rungen angepasst werden. Fiir die Untersuchungen wurden Fasern auf Alginatmembranen iibertragen, die
sich aufgrund der gewéhlten pordsen Filtermembranen im Durchmesser, aber auch in der resultierenden
Faserdichte auf der Oberflidche unterschieden. Bei einem Durchmesser von 2 um besitzen die Fasern eine
durchschnittliche Lange von 9 pm und sind somit bzgl. des Aspektverhéltnisses (Ladnge : Durchmesser) in
einem Bereich, der durch lithographische Verfahren erreicht werden kann [339].

Fiir die Untersuchung der strukturierten Oberflichen wurden murine Fibroblasten verwendet, da sie zum
einen keine Adhision auf nativen Alginat-Hydrogelen zeigen, jedoch auf topographische Anderungen auf
Alginat-Oberflichen reagieren konnen [82]. Die erzielten Resultate zeigten, dass durch die Strukturierung
mit Fasern durch Membranen mit einem Porendurchmesser von 0,6 um, 1,0umund 2,0 um die inerte Al-
ginat-Oberfléche bzgl. des Adhdsionsverhaltens modifiziert werden kann. Beispielsweise konnten Adhési-
onsraten von etwa 50% auf den Alginatstrukturen mit 0,6 um Faserdurchmesser gemessen werden. Mit
steigendem Faserdurchmesser nahm dahingegen die Adhésionsrate ab. Hieraus lésst sich schlieen, dass
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die Adhésionsrate und —fahigkeit der Fibroblasten von der Dimension, aber auch von der Dichte der topo-
graphischen Merkmale abhéngt. Betrachtet man die Dichte der Poren auf der Membran, so nimmt diese
mit steigendem Porendurchmesser ab [324]. Bei giinstiger Verteilung und Anordnung der Fasern konnen
die Zellen mit den Fasern interagieren. Liegen die Fasern jedoch zu weit auseinander, befindet sich die
Zelle, lokal betrachtet, auf einer nativen unstrukturierten Alginat-Oberflache, die keine Adhéision hervor-
ruft. Im Bereich der Fasern liegt makroskopisch betrachtet eine Erhdhung der Rauigkeit vor, was die Ad-
hision von Fibroblasten positiv beeinflussen kann, wie bereits von Schulte et al. gezeigt wurde [340]. Die
Autoren beobachteten in ihrer Studie ein dhnliches Verhalten dieser Zellen auf PEG-Oberflachen, die mit
Saulen strukturiert wurden. Sie verwendeten bei ihren Untersuchungen, bedingt durch die Strukturie-
rungsmethode, sehr regelmiBig angeordnete und groBere Strukturen. Sie beobachteten eine Agglomeration
der Zellen auf glatten PEG-Oberflichen und eine verbesserte Adhidsion auf strukturierten PEG-
Oberflachen, was sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit deckt. Fiir die Alginatfasern konnte
dieses Prinzip ebenso zutreffen. Im Bereich der Fasern konnte die Adsorption von Adhésionsproteinen, die
im Kulturmedium durch das FKS vorliegen, bevorzugt stattfinden, was in diesem Bereichen Signale zur
Integrin-vermittelten Adhésion bereitstellen wiirde. Die Kaskade der Zelladhésion (siehe hierzu auch Ab-
schnitt 2.2.3) konnte hierdurch ausgelost werden und zu einer Ausbreitung der Zellen fithren. Gertiststruk-
turen basierend auf Alginatfasern sind durch das sog. Elektro-Spinnen hinlénglich bekannt [341, 342]. In
den Studien von Nie et al. und Jeong et al. wird jedoch berichtet, dass sich reine Na-Alginate nicht dafiir
eignen, da die produzierten Fasern uneinheitlich in ihrer Dicke sind [342, 343]. Fiir eine Verbesserung der
Faserbildung werden in beiden Studien Substanzen wie Glyzerin [342] oder Polyethylenoxid [343] hinzu-
gemischt. Nach dem Spinnen und Vernetzen der Komponenten, miissen einige Komponenten jedoch aus-
gewaschen werden, um zytotoxische Effekte zu vermeiden [343]. Das in der vorliegenden Arbeit entwi-
ckelte Protokoll zur Strukturierung von Alginaten mit Fasern, bendtigt keine weiteren chemischen Zusétze
und kann mit nativen Na-Alginat erfolgen. Die Faserlangen sind durch die Dicke der Membranen auf etwa
10 pum festgelegt und bilden in der Konsequenz auch kein Netzwerk, was sie von den Fasern durch Elekt-
ro-Spinnen wesentlich unterscheidet (siehe z. B. [341]). Es konnte jedoch bereits in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass eine Adaptation des Verfahrens durch eine Anderung der Membran (Silizium-Chip), die Her-
stellung eines komplexen Fasergeflechts aus Alginat erlaubt (siehe hierzu Abbildung 37), was mit dem
Elektro-Spinnen vergleichbar ist. Durch die Immobilisierung der Fasern auf einer Alginatmembran eignen
sich diese Gertiststrukturen nach derzeitiger Einschitzung exzellent fiir die Entwicklung zellbasierter Mo-
delle. Die Herstellung dieser Netzwerke tiber einen Silizium-Chip hat signifikante Vorteile gegeniiber dem
Elektro-Spinnen, insbesondere bei Alginat. In der Arbeit von Jeong ef al. wird ein solches Netzwerk mit-
tels Elektro-Spinnen hergestellt [343]. Bei der Herstellung der Fasern wird hier ein elektrisches Feld mit
einer Stirke von 11 kV angelegt. Der Einfluss auf empfindliche Zellen, wie hiPSCs, muss hier ebenso
kritisch betrachtet werden wie das hinzugefiigte Polyethylenoxid (PEO). Der Chip-basierte Prozess, der in
dieser Arbeit entwickelt wurde, findet unter physiologischen Bedingungen statt und wurde in dieser Art
und Weise erstmals zur Herstellung von Alginat-Netzwerken angewendet.

Metallisierung von Alginat-Geriiststrukturen

In Abschnitt 4.3.3 wurde erstmalig die Modifikation von Alginaten durch eine diinne Metallschicht etab-
liert und deren Einfluss auf verschiedene Zellsysteme untersucht. Angewendet auf planare Alginat-
Oberflachen konnte gezeigt werden, dass eine Metallschicht aus abgeschiedenem Titan als Biofunktionali-
sierung verwendet werden kann. In einer vergleichenden Untersuchung wurden die Oberflichen mehrerer
Materialien nach der Funktionalisierung im zellbiologischen Experiment mit hMSCs untersucht. Eine
Zelladhésion auf den Oberfldchen mit nativem Ba-Alginat war nicht zu beobachten, ebenso auf nativen
Na-Alginat, das mit dem Metall funktionalisiert wurde. Bei der ersten Oberflédche kann dies auf die schon
beschriebenen Eigenschaften des Alginats zuriickgefiihrt werden, wohingegen bei der zweiten Oberfldche
aufgrund der nicht durchgefiihrten Vernetzung eine Desintegration des Alginats erfolgte. Bei der TCPS-
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Oberfldche war eine hohe Zelladhision zu beobachten. Sie stellte gleichzeitig die Referenz fiir die Expe-
rimente dar, da hMSCs als Charakteristik die Plastik-Adhérenz besitzen. Durch das Aufbringen der Me-
tallschicht auf TCPS und der beobachteten Zelladhésion auf dieser Kulturflache konnte ferner geschluss-
folgert werden, dass hMSCs generell auf den Metallschichten adhérieren konnen. Dieses Phanomen wird
auch in der Literatur beschrieben, jedoch nicht im Zusammenhang mit Alginaten [313, 344, 345], sondern
bei Implantaten um beispielsweise ein Zahnimplantat in das vorhandene Knochengewebe zu integrieren
(Osseointegration) [346]. Bei der Beschichtung des Ba-Alginats, die im Fokus der Untersuchungen stand,
konnte durch die Zellversuche ebenso gezeigt werden, dass diese Modifikation zum einen moglich ist,
zum anderen die Oberfléche derart modifiziert, dass hMSCs adhérieren konnen. Damit konnte erstmalig
gezeigt werden, dass eine Metallisierung von Alginat durch Titan eine adhésive Oberfliche fiir adhirente
Zellen generiert. Bei den Oberflachen TCPS, TCPS-Ti, sowie G-Alg-Ti konnten vergleichbare Adhésions-
raten von etwa 80% gemessen werden, wohingegen die Adhésionsrate auf G-Alg lediglich bei 5% lag.
Nimmt man die Oberflichen TCPS und TCPS-Ti als Referenz und vergleicht diese mit G-Alg-Ti, so kon-
nen die Unterschiede der in den Versuchen gemessenen Zellfliche mehrere Ursachen haben. Zum einen
liegt bei der TCPS-basierten Oberfldche eine geringere Elastizitit vor, wohingegen bei G-Alg-Ti eine ho-
here Elastizitdt vorliegt. Es ist mittlerweile bekannt, dass durch die mechanischen Eigenschaften des Kul-
tivierungssubstrats unterschiedliche Morphologien [347] und auch Genexpressionen [173] auftreten kon-
nen. Insbesondere Engler et al. konnten zeigen, dass sich die Zellflache mit sinkender Elastizitét des Sub-
strats vergroBert [347]. Die direkte Interaktion der Zellen erfolgt zwar auf der funktionalisierten Oberfla-
che, jedoch liegen Studien vor, die belegen, dass Zellen die physiko-chemischen Eigenschaften des Sub-
strats iiber mehrere Mikrometer erfassen konnen [170, 348] und dadurch auch die tieferliegende Polysty-
ren- bzw. Alginatschicht eine Einfluss auf die Zellen hat. Dieser Mechanismus ist als ,,Mechanosensing*
bzw. ,, Mechanotransduktion “ bekannt. Bei hMSCs auf titanisierter Alginat-Oberfldche konnte dies auch
iiber eine Modulation der eigenen ECM erfolgen, die Li et al. in einem anderen Zusammenhang fiir
hMSCs beschrieben haben [226]. Fibrilldres Fibronektin fungiert demnach als indirekter Sensor, da es je
nach E-Modul der Oberflache gestreckt oder kondensiert vorliegt. Bei gestreckter Konformation, die bei
hohem E-Modul vorliegt, sind Abschnitte des Proteins erreichbar, die mit einem bestimmten Transmemb-
ranprotein (in diesem Fall eine bestimmte Klasse an Integrinen) der Zellen interagieren konnen. Dies hétte
zur Folge, dass weniger Adhésionsstellen zur Verfiigung stehen und dadurch die Aktinfilamente keine
langen Stressfasern ausbilden. In diesem Zusammenhang kann man das gemessene Migrationsverhalten
der hMSCs auf den Oberflachen diskutieren. Die langsamsten Migrationsgeschwindigkeiten konnten bei
den TCPS-basierten Oberflédchen gemessen werden, gefolgt von G-Alg-Ti, auf denen sich die Zellen mi-
nimal schneller bewegten. Auf den G-Alg war die Migrationsgeschwindigkeit am groBten, wobei hier die
Migration als Schwimmen bezeichnet werden kann, da die Zellen aufgrund der ausbleibenden Zell-Matrix-
Interaktion frei iiber die Oberfldche schwimmen. Bei G-Alg-Ti ist unter Umsténden auch die negative
Ladung des Alginats und dadurch eine elektrostatische Wechselwirkung (Absto3ung) fiir die unterschiedli-
chen Migrationsgeschwindigkeiten verantwortlich. Eine negativ geladene Oberfléche eines hydratisierten
Materials kann eine schnellere Migrationsgeschwindigkeit der Zellen zur Folge haben, wie bereits
Han et al. in einer Studie zeigen konnten [349].

Der generelle Mechanismus der Adhdsion auf Alginat muss tiber die FEigenschaften der Ti-
tan-Funktionalisierung diskutiert werden. Die Funktionalisierung selbst bietet keine Molekiile, die direkt
mit den Zellen in Interaktion treten und die Integrin-vermittelte Adhésion auslosen konnen. Wie bereits
erldutert, beruht die Zelladhésion auf einer Kaskade von Ereignissen im Zusammenhang mit der Interakti-
on und Adsorption von Proteinen auf Oberflachen. Proteine aus dem Serum adsorbieren und liefern die
Signale fiir die Integrin-vermittelte Interaktion [145]. Durch REM-Aufnahmen konnte gezeigt werden,
dass die Metallschicht mit einer Erh6hung der Rauigkeit einhergeht (vgl. Abbildung 43). Diese Beobach-
tung basiert auf Messungen von sphérischen Alginat-Geriiststrukturen, es kann jedoch angenommen wer-
den, dass dies ebenso fiir planare Oberflichen giiltig ist. Fiir die Adhédsion der Zellen auf Alginat-
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Geriiststrukturen wird daher analog zur Aussage in [145] die Hypothese aufgestellt, dass zunichst Proteine
aus dem Medium auf der Metallschicht adsorbieren konnen. Proteine des Serums, wie Fibronektin oder
Vitronektin, sind dadurch auf der Oberflache vorhanden und kénnen die Adhésion tiber Integrine vermit-
teln [145]. Diese Hypothese wird durch eine Studie von Yang et al. untermauert, in der von einer hohen
Adsorption von Fibronektin auf Titanoberfldchen berichtet wird und in der Konsequenz eine Adhésion von
Osteoblasten ermoglicht [350].

Neben der Kultivierung von hMSCs auf planaren Oberflachen wurde diese Funktionalisierung auf sphéri-
sche Alginat-Geriiststrukturen {ibertragen. Die Herausforderung ist hierbei die Préparation der Alginatku-
geln fiir die Funktionalisierung, da diese im Vakuum stattfindet und die Proben daher im getrockneten
Zustand prozessiert werden miissen. Durch den hohen Wasseranteil der Alginat-Hydrogele verlieren die
Kugeln durch das Trocknen sehr viel an Volumen und besitzen eine entsprechend geringe Oberfldche im
Vergleich zum rehydratisierten Zustand. Hier liegt auch die Hauptproblematik, da das Titan auf die ge-
schrumpften, trockenen Alginatkugeln aufgebracht wird und diese danach fiir die Versuche wieder rehyd-
ratisiert werden miissen. Die Flache, die letztendlich beschichtet wird, ist durch die Dimensionen der ge-
trockneten Alginatkugeln festgelegt. Messungen haben ergeben, dass je nach Trocknungsmethode der
Durchmesser um bis zu 65% verkleinert wird. Anhand von Adhéisionsversuchen von hMSCs und murinen
Fibroblasten wurde diese Biofunktionalisierung weiter untersucht. Bei den Alginatkugeln, die entweder
luftgetrocknet oder per CPD getrocknet wurden, ist nur ein kleiner Teil der Funktionalisierung fiir die Zel-
len verfiigbar, aufgrund der Diskrepanz zwischen GroB3e vor und nach dem Trocknen und der folgenden
Funktionalisierung. Proteine kdnnen auf der Titanschicht weiterhin adsorbieren, jedoch sind entweder die
Abstédnde dieser funktionalen Stellen soweit voneinander entfernt, dass eine Adhésion nicht moglich ist
oder die durch das Schwellen entstandenen Alginatflichen beeinflussen durch die Hydrophilitét die Pro-
teinadsorption negativ. Aus einer Studie von Lehnert et al. resultiert ein Abstand benachbarter Protein-
Spots, der kleiner als 20 pm sein muss, um eine Zelladhésion zu gewéhrleisten [351]. Die Titan-Spots auf
den Alginatkugeln lagen nach Rehydratisierung etwa 10 um voneinander entfernt. Fiir murine Fibroblasten
scheinen diese Eigenschaften fiir eine Adhésion ausreichend, wohingegen fiir hMSCs die Oberfliche hier-
durch fiir eine Adhésion unzureichend ist. Durch das Aufquellen der Alginat-Geriiststruktur wahrend der
Rehydratisierung entstehen nicht beschichtete Bereiche, die das Adhisionsverhalten durch z. B. die nega-
tiven Ladungen des Alginats beeinflussen konnen. Dennoch bleibt die Hauptproblematik die Trocknung
und Beschichtung, die fiir planare oder sphérische Geriiststrukturen praktikabel sind, jedoch fiir diffizilere
Strukturen (wie z. B. die Faserstrukturen aus Abschnitt 4.3.1) an ihre Grenzen stoflen. Diese Funktionali-
sierung ist fiir Alginate interessant, da zwei Materialien miteinander kombiniert werden, die bereits in der
regenerativen Medizin und dem Tissue Engineering eingesetzt werden. Die Modifikation erfolgt dariiber
hinaus mit einer physikalischen Methode, die u.a. fiir weitere Medizinprodukte (z. B. Gazen oder Stents)
eingesetzt wird [352] und aufgrund der Methodik keine chemischen Zusétze benétigt, die zytotoxisch wir-
ken konnten.

Nicht-kovalente Modifikation von Alginat-Geriiststrukturen mit ECM-Proteinen

Die Mischung von Alginat-Hydrogelen mit Proteinen der extrazelluldren Matrix stellt einen weiteren An-
satz dar, um spezifische Signale mit dem Alginat zu kombinieren, die von den Zellen zur Adhésion erkannt
werden sollen. Damit die Proteine nicht durch das Alginat selbst umhiillt werden, war eine Aufkonzentrie-
rung an der Oberfldche notwendig, was durch Erhitzen erfolgte. Erst nach diesem Schritt wurde das Algi-
nat vernetzt. Bei diesem Schritt konnte man ein verdndertes Benetzungsverhalten beobachten: die Fliissig-
keit verteilte sich nicht direkt auf der Oberflache, sondern bildete zunichst erkennbare Tropfen. Dieses
Verhalten kann dadurch erklért werden, dass ein geringerer Anteil an hydrophilem Alginat an der Oberfla-
che vorhanden ist, und durch hydrophobe Proteine, die in der ECM-Mischung enthalten sind, an der Ober-
fliche aufkonzentriert wurden. Generell gilt jedoch, dass sich Proteine an der Wasser-Luft-Grenzflidche
anlagern und dabei Konformationsdnderungen (z. B. Auffaltung globuldrer Protein [353]) auftreten konnen
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[354]. Es kann hierbei angenommen werden, dass die Autkonzentrierung durch Erhitzen diesen Prozess
beschleunigt und zusétzlich Effekte, wie z. B. eine Phasentrennung, zwischen den negativ geladenen Po-
lymeren des Alginats und den Proteinen hervorruft. Es konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden,
dass eine solche Modifikation des Alginats fiir eine Steigerung der Adhésivitit ausreicht, um hiPSCs iiber
mehrere Tage adhérent zu kultivieren. Damit konnte im Gegensatz zu der Studie von [177] gezeigt wer-
den, dass zum einen komplexe Proteinmischungen eingesetzt werden kdnnen, und zum anderen auch
pluripotente Stammzellen auf diesem Substrat kultiviert werden konnen. Der Einfluss der Oberflache
konnte anhand der Morphologie (Flache und Zirkularitit) bestimmt werden (Abbildung 45). Die geringere
Flache und hohere Zirkularitit lassen auf tendenziell kompakte hiPSCs schlieen. Insbesondere die hohere
Zirkularitét ist ein Indiz fiir eine Tendenz zur Bildung (dreidimensionaler) Aggregate. Eine mogliche Er-
klarung kann hierfiir eine unregelméfige Verteilung der ECM-Proteine auf der Kulturoberfliche sein. In
der Folge konnten hiPSC-Kolonien nur partiell anhaften und dann in einer Aggregat-&hnlichen Konforma-
tion vorliegen. Ebenso kann die schon im vorherigen Abschnitt beschriebene Mechanotransduktion fiir
diese Morphologie verantwortlich sein. Es konnte bei hPSCs nachgewiesen werden, dass weiche Substrate
die Phosphorilierung von Smad 1/5/8 inhibieren und gleichzeitig ein Abbau der Aktin-Filamente erfolgt
[355, 356]. Durch die nicht vorhandenen Stressfasern ist einerseits die Morphologie erklarbar, andererseits
konnten in bestimmten Bereichen der Kolonie Suspensions-dhnlichen Zustinde vorliegen, die die Ge-
samtmorphologie der Kolonie erkliren.

Mit dieser modifizierten Alginat-Oberfliche konnte dariiber hinaus eine Destruktion durch eine Alginatly-
ase erreicht werden (Abbildung 46), was von biotechnologischem Nutzen sein kann. In dieser Arbeit konn-
ten zum ersten Mal pluripotente Stammzellen mittels einer Alginatlyase von einer Geriiststruktur abgelost
und wieder ausgesét werden. Die zusétzliche Schicht eines Hydrogels konnte dariiber hinaus von Interesse
fiir ein mechanisches Abldsen und Transferieren der Zellen sein. Mit Werkzeugen kdnnte ein Bereich um
die Kolonie ausgestanzt werden und die Gertiststruktur unterhalb der Kolonie mechanisch geldst werden.
Die mechanische Belastung fiir die Zellen wire hier sehr gering, da nur eine Bearbeitung der Geriiststruk-
tur erfolgt.

Es wird angenommen, dass eine Ubertragung auf sphérische Alginat-Mikrotriiger durch die Aufkonzentrie-
rung des Proteins durch hohe Temperaturen nicht trivial ist, da sie im fliissigen Zustand vorgenommen
werden miisste. Es miisste ein zusétzliches Modul an die Verkapselungsanlage integriert werden, das den
Alginat/Protein-Tropfen wihrend des Eintropfvorgangs autheizt. Durch das geringe Volumen des Tropfens
ist dies durchaus realistisch und kann Bestandteil zukiinftiger Untersuchungen sein.

Chemische Modifikation durch ECM-Proteine von Alginat-Geriiststrukturen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen den Schluss zu, dass die kovalente Kopplung von Proteinen
an Geriiststrukturen aus Alginat die vielversprechendste Methode zur Biofunktionalisierung ist. Nach
Etablierung eines Protokolls zur Kopplung von Kollagen I an UHV-Alginate konnte gezeigt werden, dass
hiermit sowohl planare Gertiststrukturen, als auch sphérische Gertiststrukturen derart modifiziert werden
konnen, dass eine Kultivierung von humanen (mesenchymalen) Stammzellen darauf moglich ist. Ferner
konnte gezeigt werden, dass die Gertiststrukturen sowohl in statischer Kultur (Standard 2D, sowie im
héingenden Tropfen), als auch in durchmischten Bioreaktoren einsetzbar sind, und eine Kultivierung und
Expansion adhérenter Zellen erlaubt. Die optischen Figenschaften des Alginats bleiben wihrend der Funk-
tionalisierung erhalten, so dass Phasenkontrast- als auch Fluoreszenzmikroskopie an diesen Proben mog-
lich ist.

Adhdsion von hMSCs auf Alginat-Geriiststrukturen

Das Adhésionsverhalten von hMSCs wurde dabei auf planaren Oberflichen untersucht und eine exzellente
Adhisionsrate auch bei geringer gekoppelter Proteinkonzentration gemessen (siche Abbildung 48 und
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Abbildung 49). Bei einer sehr geringen Proteinkonzentration wurde dabei eine verringerte Reproduzier-
barkeit festgestellt, was mit der Vorgehensweise der Kopplungsreaktion (keine Bewegung der Proben)
zusammenhéngt. Hierdurch sind besonders geringe Proteinkonzentrationen kritisch anzusehen. Die Adhé-
sionsrate war bei den {ibrigen Konzentrationen vergleichbar hoch (>80%), so dass mit einer Konzentration
von z. B. 37,5 bzw. 75 pg/ml pro 10 cm? eine Biofunktionalisierung erfolgen kann, die fiir die Adhdsion
der Zellen ausreicht. Die Herstellerangaben der verwendeten Kollagen I -Losung empfehlen eine Be-
schichtung von 5 pg/cm? (iiber Adsorption), die mit der Konzentration der Funktionalisierung vergleichbar
ist. Es konnte somit bereits in den ersten Versuchen gezeigt werden, dass eine Adhésion durch eine kova-
lente Kopplung von Kollagen I auf UHV-Alginaten erreicht werden kann. Weitere Untersuchungen zeig-
ten, dass die Adhésionsrate vergleichbar mit der von Standard TCPS-Oberfléchen ist (Abbildung 48).
Durch die Modifikation iiber das verwendete nasschemische Verfahren, war es moglich, einen direkten
Transfer des Protokolls auf sphérische Alginat-Geriiststrukturen durchzufiihren. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass tatsdchlich nur die Kombination von der Aktivierungslosung (EDC/NHS) und dem Protein
(Kollagen I) zu einer Zelladhision auf Alginat-Mikrotrdgern fithren kann (vgl. Abbildung 53). Auf den
vollstindig funktionalisierten Alginat-Mikrotrigern konnte nach 4 Tagen eine vollstindige Konfluenz be-
obachtet werden, die neben der Adhésion auch auf eine Proliferation der Zellen schlieBen ldsst. Die expe-
rimentellen Ergebnisse lassen somit den Schluss zu, dass durch die Verwendung eines Carbodiimids
(EDC), Proteine liber eine Amidbindung stabil an ultra-hoch viskose Ba-Alginate gekoppelt werden kon-
nen, die aus dem bioinerten Alginat eine attraktive Adhdsionsoberfliche generieren.

Eine direkte kovalente Kopplung von Kollagen I an ein vernetztes Alginathydrogel mit einer resultieren-
den Adhésivitét fiir adulte humane Stammzellen wurde, nach bestem Wissen, zum ersten Mal in dieser
Arbeit gezeigt. Dariiber hinaus konnte bisher noch keine Studie die Langzeit-Stabilitit eines derartig mo-
difizierten Alginats in durchmischten Bioreaktoren fiir eine adhirente Suspensionskultur von humanen
adulten Stammzellen nachweisen. In weiteren Studien erfolgte eine Kopplung lediglich an Alginate mit
geringerer Viskositdt und es wurden dabei nur Peptide verwendet [125, 357]. Eine Kopplung von Kol-
lagen-Hydrolysat, also Fragmente des Proteins, erfolgte in [129], jedoch wurde hier lediglich die Zytotoxi-
zitdt des Alginat-Derivats gemessen und die Zellen nicht direkt auf dem modifizierten Alginat kultiviert.
Eine Kombination von UHV-Alginaten mit Kollagen erfolgte ohne kovalente Kopplung in [358], wobei
hier sehr hohe Proteinkonzentrationen verwendet wurden und angenommen werden kann, dass die Modi-
fikation durch eine Selbstassemblierung des Kollagens um den Alginat-Mikrotréger erfolgt, wie sie auch
in [359] beschrieben wird. Das in der vorliegenden Arbeit beschriebene Verfahren zur Herstellung von
Alginat-Mikrotriagern nutzt eine sehr geringe Konzentration von Kollagen I fiir die Kopplung, so dass eine
Selbstassemblierung zwar prinzipiell moglich ist, diese jedoch nicht ausreicht, um eine Zell-Matrix-
Interaktion hervorzurufen (siehe hierzu Abbildung 52 und Abbildung 53). Die Autoren der beiden zitierten
Studien verwendeten Konzentrationen, die mit 0,1 mg/ml [359] bzw. 0,5 mg/ml [358] um ein Vielfaches
hoher ist und die Selbstassemblierung wéihrend des pH-Anstiegs hervorruft. Aussagen iiber die Stabilitat
des Mikrotragers wurden nicht gemacht, da hier eine statische Kultur erfolgte [358]. Alginat-Mikrotriger
mit Gelatine wurden in [360] untersucht. Hierbei erfolgte die Modifikation nicht auf den Alginat-
Mikrotragern, sondern man nutzte die Kopplungsreaktion, um das Alginat iiber das Protein zu vernetzen.

In einer Studie von Yamamoto et al. wird Fibronektin kovalent an Alginat gekoppelt [361]. Sie benutzten
aber kein UHV-Alginat und keine sphérischen Geriiststrukturen, sondern wabenférmige Geriiststrukturen
und konnten die Biofunktionalitdt auch nur bei Endothelzellen und bei humanen Stammzellen (hMSCs)
nachweisen. In Bioreaktoren wird die Kultivierung und Expansion von hMSCs auf Mikrotridgern zwar
intensiv untersucht, jedoch verwenden viele Studien kommerziell erhéltliche Mikrotriger, die zumeist auf
Dextran (Cytodex-Mikrotrdger) basieren [362-370].

Die Zytotoxizitdt des in dieser Arbeit fiir sphérische Alginat-Geriiststrukturen entwickelten Protokolls
zeigt bei den hergestellten Extrakten keine Auffalligkeiten tiber den alamarBlue Tests. Die metabolische
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Aktivitét der Proben, die mit den Extrakten inkubiert wurden war auf einem vergleichbaren Level wie die
Kontrollzellen, die in Standardkulturmedium inkubiert wurden. Molekiile, die moglicherweise in der poro-
sen Struktur des Alginats wahrend der Modifikation akkumulierten sind somit ausreichend durch die an-
schlieBenden Waschschritte entfernt worden. Zytotoxische Effekte auf die Zellen wie sie bereits in der
Literatur beschrieben wurden [371], z. B. die Poration der Zellmembran [372], sind damit ausschlieB3bar.
Von NHS ist generell keine krebserregende oder toxische Wirkung bekannt [373].

Die Analyse der Mikrotrager-Oberfliache mittels REM (siehe Abbildung 56) zeigte bei den nativen Algi-
nat-Mikrotragern ohne Modifikation eine Wulst-artige Topographie, deren Oberflache wiederum glatt ist
(siche Abbildung 56 a). Die Alginat-Mikrotrager haben dabei langsgerichtete Wiilste, sowie an einer Stelle
isotrope Willste. Hier ist es denkbar, dass diese Struktur durch das Eintropfen in das Féllbad entsteht. Die
langsgerichteten Wiilste entstehen wahrscheinlich wiahrend der Eintauchphase des Alginattropfens. Die
isotropen Wiilste entstehen demnach entweder durch den ersten Kontakt des Fallbads mit dem Alginattrop-
fen oder durch das finale UmschlieBen der durch das Eintauchen entstandenen Kavitét. Ein Artefakt durch
die Trocknung kann nicht ausgeschlossen werden. Weitere REM-Aufnahmen in anderen Studien zeigen
eine dhnliche Struktur [374-377], wobei Pasparakis et al. in ihrer Studie derartige Strukturen mit dem Kol-
labieren des Polymernetzwerks wihrend der Trocknung erkldren [378]. An dieser Stelle kann dariiber spe-
kuliert werden, ob die langsgerichteten Wiilste und die isotropen Wiilste zwar durch die Kollabierung des
Netzwerks entstehen, aber deren Ausrichtung dennoch durch den Eintropfvorgang definiert wird. Bei den
modifizierten Alginat-Mikrotrdgern sind diese Wulst-artigen Strukturen ebenso vorhanden, mit dem Un-
terschied, dass deren Oberfliche nicht mehr glatt ist, sondern iiber eine Rauigkeit verfiigt (siche Abbildung
56 b). Diese Rauigkeit ist ein indirekter Nachweis filir das Vorhandensein von Kollagen I auf der Alginat-
Oberflache und bestitigt ebenso die Ergebnisse der Immunfluoreszenzanalyse (sieche Abbildung 52).

Nach den ersten erfolgreichen Experimenten bzgl. der Adhasivitit der entwickelten Geriiststrukturen,
wurde die Proliferation der Zellen auf diesen Substraten untersucht. Es zeigte sich bei hMSCs, dass im
Vergleich zur Standard-Kulturoberfliche (TCPS mit und ohne Kollagen-Beschichtung) Alginat-
Geriiststrukturen mit Kollagen [-Modifikation eine deutlich geringere Proliferationsrate besaf3en (22-fach
bei TCPS mit Kollagen, 18-fach bei TCPS ohne Kollagen und 10-fach bei Alginat mit Kollagen). Eine
Erklarung fiir dieses Verhalten kann durch die unterschiedlichen physiko-chemischen Eigenschaften der
Oberfldchen hergeleitet werden. Bei der Alginat-Geriiststruktur sind zwei Schichten zu betrachten: zum
einen die Kollagenschicht, aber auch die darunterliegende Alginatschicht. Deren Eigenschaften (Ladung,
Hydrophilitét, Hydratisierung) kann, durch die diinne Proteinschicht, von den Zellen erfasst werden und
sich auf das Proliferationsverhalten auswirken [170]. Ebenso befinden sich die Zellen auf Substraten un-
terschiedlicher Elastizitit bzw. Festigkeit (stiffness). Uber Integrine, die mit der ECM interagieren, konnen
extrazellulére mechanische Signale ins Innere der Zelle iibertragen werden. Je nach Ausbildung der Fokal-
kontakte wird die Kontraktilidt des Aktomyosin-Komplexes beeinflusst. Die Analysen des Zytoskeletts auf
Oberflachen mit hohem Elastizitdts-Modul (TCPS), als auch niedrigerem E-Modul (Alginat mit Kollagen I
bzw. Alginat mit Tyramin) untermauern diese Hypothese, da eine unterschiedliche Auspriagung des Zytos-
keletts in Form des F-Aktins beobachtet werden kann (vgl. Abbildung 50). Auf TCPS sind die F-
Aktinfilamente deutlich markanter ausgeprigt, verglichen mit den modifizierten Alginatstrukturen, auf
denen die Zellen zwar F-Aktin positiv sind, die F-Aktinfilamente jedoch nicht markant ausgepragt sind.
Das Zytoskelett selbst ist tiber die sog. Nesprine mit der Kernmembran verbunden [379]. Der Einfluss der
Nesprine auf das zelluldre Verhalten wie Migration oder Zellmorphologie [380], aber auch Proliferation
[380] ist bekannt. Es ist daher hochstwahrscheinlich, dass die Beeinflussung der Proliferation von hMSCs
und hiPSCs auf Alginat-basierten Geriiststrukturen in &hnlicher Weise reguliert wird. Bei den Oberfléchen
TCPS und TCPS mit Kollagen ist dieser Unterschied durch die geringe Beladung mit Kollagen eher gering
und resultiert demnach auch in nicht signifikanten Unterschieden bzgl. der Proliferation. Dahingegen liegt
bei dem Alginat ein sehr weiches Substrat vor, was von den Zellen ebenfalls detektiert (Mechanotransduk-
tion) werden kann [381]. Bei mesenchymalen Stammzellen erfolgt dies insbesondere iiber die Zell-Matrix-
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Kontakte, wohingegen bei Epithelzellen neben diesen auch Zell-Zell-Kontakte involviert sind [382]. In
einer Studie von Mih et al. wird ein Screeningverfahren fiir die Untersuchung von Substraten mit unter-
schiedlichen mechanischen Eigenschaften [383] beschrieben. Auch aus ihren Daten geht hervor, dass die
Proliferationsrate bei hMSCs mit Elastizitdtsmodul wéchst. Umgekehrt zeigten L929-Fibroblasten ver-
gleichbare Proliferationsraten unabhédngig von den mechanischen Eigenschaften des Substrats [383].

Inwieweit ist die Biofunktionalisierung auf weitere biotechnologische Anwendungen iibertragbar?

Nach den Untersuchungen von Adhésivitét und Proliferation von hMSCs auf den mit Kollagen I biofunk-
tionalisierten Oberfldchen konnte geschlussfolgert werden, dass diese Funktionalisierung die bestmdgliche
zelluldre Antwort, auch im Vergleich mit den zuvor durchgefiihrten Untersuchungen, liefert. Nach der
statischen Kultur wurde daher die Kultivierung in ein durchmischtes Mini-Bioreaktorsystem iibertragen.
Das verwendete System (Hamilton Biolevitator) ist speziell fiir diese Anwendung ausgelegt und erlaubt
Ansitze im kleinen MaBstab (bis zu 40 ml). Die Ergebnisse der Kultivierung von hMSCs auf modifizier-
ten Alginat-Mikrotrigern in zwei verschiedenen Grofen zeigten, dass die Modifikation nicht nur fiir eine
statische Kultur im Adngenden Tropfen, sondern auch im durchmischten Bioreaktor exzellent geeignet ist.

Dies ist insbesondere bemerkenswert, da die Art der Kultivierung nur eine kurze Kontaktzeit von Mikro-
trager und Zelle erlaubt. Die Modifikation in Form der Kollagenbeschichtung ermoglicht den Zellen dem-
nach bei Kontakt eine direkte Interaktion, die ausreicht um auch bei erneuter Durchmischung haften zu
bleiben und letztendlich zu adhérieren. Es kann davon ausgegangen werden, dass nicht nur spezifische
Adhasionssignale auf der Oberfliche vorhanden sind, sondern auch die (negative) Ladung des Alginats so
gedndert wurde, dass keine elektrostatische Repulsion erfolgt. Die zeitliche Abfolge der
Zell-Mikrotrager-Interaktion (Abbildung 57 a und b), zeigt die Geschwindigkeit der Adhésion auf. Die
Mikrotrager wurden nur kurz durch eine Zellsuspension bewegt und dann per Lebendzell-Mikroskopie die
Adhésion beobachtet. Bereits 5 min nach Kontakt zeigt sich ein sukzessives Ausbreiten der Zellen auf der
Oberflache. In dem verwendeten Kultivierungsprogramm fiir diese Versuche erfolgt iiber einen Zeitraum
von 4 h die Inokulation, bei der 2 min die Kultur durchmischt wird und danach eine statische Phase von
10 min folgt (Tabelle 4). Dieses Ergebnis deckt sich damit auch mit den Beobachtungen, die im Zusam-
menhang mit der zweidimensionalen Alginat-Oberflache gemacht wurden (Abbildung 48 und Abbildung
49), die ebenso auf eine schnelle Adhdsion und Ausbreitung der Zellen schlie3en lassen. Diese Beobach-
tung wird ferner durch die gemessenen Adhédsionsraten auf den Mikrotrigern wéhrend der Inokulations-
phase bestitigt (Abbildung 52). Auf den kommerziell erhéltlichen Cytodex-Mikrotragern werden, vergli-
chen mit den Alginat-Mikrotragern, insgesamt geringere Zellzahlen gemessen. Die hochsten Zellzahlen
waren bei den Alginat-Mikrotrdgern mit einem Durchmesser von 600 pm vorhanden. Dieses Ergebnis lésst
sich durch die unterschiedlichen Oberflachen der Mikrotréger erkldren. Wéhrend der Inokulation werden
Zellen und Mikrotrager zyklisch durchmischt und kommen wéhrend dieser Phase, aber auch wihrend der
Ruhephase zwischen den Zyklen in Kontakt. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Zelle einen Mikrotrager
kontaktiert, ist natiirlich bei groBBeren Mikrotrigern hoher. Folglich adhdrieren mehr Zellen auf den gro3en
Alginat-Mikrotragern. Ferner kann die Sedimentationsgeschwindigkeit der Mikrotrager bei diesem Vor-
gang eine Rolle spielen, insbesondere wihrend der Ruhephase der Inokulation. Die Sedimentationsge-
schwindigkeit steigt in folgender Reihenfolge: Zellen < Dextran-Mikrotrager < Alginat-Mikrotrager. Folg-
lich befinden sich zu einem bestimmten Zeitpunkt mehr Alginat-Mikrotrager auf dem Reaktorboden ver-
glichen mit den Dextran-Mikrotridgern, bevor die Zellen auf diesen sedimentieren.

Mit den Experimenten im Bioreaktor konnte gezeigt werden, dass je nach Material und GroBe die Zellzahl
pro Mikrotréger variiert werden kann. Ferner ist die initiale Zellzahl pro Mikrotréger entscheidend fiir die
Effizienz der Kultivierung, da diese iiber den Zeitpunkt der vollstindigen Konfluenz eines Mikrotrigers
entscheidet [384] und insgesamt die Lag-Phasen und Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen beeinflusst
[385]. Fiir FS-4 Fibroblasten wurde diese z. B. auf 6 Zellen pro Mikrotrager bestimmt [384]. Bei diesen
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Mikrotragern handelte es sich um Sephadex G50-80 mit einem Durchmesser von 170-185 um. Diese
Dextran-basierten Mikrotréiger liegen damit in der Grofenordnung der kleineren Alginat-Mikrotréager, die
in dieser Arbeit genutzt wurden. Die Zellzahl, die nach 3 h auf den Alginat-Mikrotrdgern anhaftete lag im
Mittel bei 7 — 8 Zellen pro Mikrotréger (vgl. Abbildung 58) und damit im Bereich der postulierten optima-
len Zellzahl.

In den durchgefiihrten Experimenten wurde diese Optimierung noch nicht durchgefiihrt, da hauptsichlich
die Entwicklung des Mikrotragers im Vordergrund stand. Die Konfluenz der Zellen betrug nach 7 Tagen
beim GroBteil der Mikrotrager zwischen 75 — 100% (Abbildung 59), so dass davon ausgegangen werden
kann, dass die gewéhlten Kultivierungsbedingungen mit den hMSCs kompatibel sind. Die Mikrotrager
zeigen nach der Kultivierung eine hohe Vitalitdt und auch die Zellidentitét ist bei allen Mikrotragersyste-
men mit der 2D-Kultur vergleichbar.

Ein in dieser Arbeit nicht gelostes Problem stellt die Zellernte dar. Nach Kultivierung gelang es nicht, die
Zellen von den Mikrotragern enzymatisch abzulésen. Die Ursache hierfiir konnte an der starken Zell-
Matrix-Interaktion liegen oder generell an Effekten, die durch die Suspensionskultur ausgeldst werden.
Die Beobachtung wird untermauert durch eine Studie von Weber ef a/., die die Ernte von hMSCs von
Mikrotrigern mit verschiedenen Enzymen untersuchten [386]. Sie zeigten, dass Trypsin oder Accutase
diese Zellen innerhalb kurzer Inkubationszeit abldsen konnte, jedoch angewendet auf Mikrotrager war dies
nicht mehr bei allen moglich. Insbesondere Zellen auf Cytodex-Mikrotragern konnten nicht durch die En-
zyme abgelost werden. Erst die Kombination von Accutase und Trypsin brachte den gewtiinschten Erfolg
bei einigen Mikrotriagern, jedoch nicht bei Cytodex [386]. Analoge Untersuchungen miissen demzufolge in
Zukunft auch fiir die Alginat-Mikrotrdger durchgefiihrt werden, um die Zellernte in den Workflow zu in-
tegrieren, damit die Zellen nach der Expansion auf den Mikrotrédgern biotechnologisch weiter genutzt wer-
den konnen.

Eine Moglichkeit diesen Vorgang zu optimieren, konnte in der Nutzung einer AlgL bestehen. Das Enzym
katalysiert nicht die Degradierung der Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Interaktion, ermoglicht jedoch die spezi-
fische Degradierung der Alginat-Geriiststrukturen. Die AlgL (Degradierung Geriiststruktur) besitzen ge-
mél deren Klassifizierung entweder eine Substratspezifitit zu den Polysaccharidoligomeren Mannuron-
sdure (Enzyme Commission Nr. 4.2.2.3) oder Guluronséure (Enzyme Commission Nr. 4.2.2.11). Proteasen
(Degradierung Zellkontakte), wie z. B. Trypsin (Enzyme Commission Nr. 3.4.21.4) katalysieren die Spal-
tung zwischen den Aminoséuren Arginin und Lysin. Durch die unterschiedlichen Angriffspunkte wiirde die
Degradierung der Alginat-Geriiststruktur durch die AlgL ein Ablosen der Zellen bewirken bei dem,
hochstwahrscheinlich, die Zell-Zell-Kontakte weiterhin aufrechterhalten bleiben. Durch die kovalente
Kopplung von Proteinen an diese Alginat-Oberfldche ist es moglich, dass diese Grenzflache besonders
stabil ist und als diinne Membran erhalten bleibt (vgl. hierzu auch die Stabilisierung der Alginatgrenzflé-
che durch interagierende Substanzen in Abbildung 102 und Abbildung 80 c).

Erste Experimente haben gezeigt, dass Mikrotrédger, auf denen hMSCs kultiviert wurden, durch die AlgL
degradiert werden konnen und dass die Zellen nach erneuter Kultivierung auf zweidimensionaler TCPS-
Oberfldche wieder einen Zellrasen bilden (siehe Abbildung 82). Eine vollsténdige Degradierung der Mik-
rotriger konnte dabei jedoch nicht erreicht werden. Die Zellen verbleiben auf den hiillartigen Resten der
Mikrotréger, die hdchstwahrscheinlich durch die kovalente Kopplung von Kollagen nicht durch das En-
zym degradiert werden konnen. Ferner ergaben sich Unterschiede in der Degradierung, wenn die Mikro-
trager aus reinem LT-Alginat bestanden oder aus einer Mischung aus LT und LN (Abbildung 82). Alginat
aus LT war nach der Behandlung nur partial degradiert und 16ste sich erst im Laufe der Re-Kultivierung
auf. Dahingegen waren Mikrotriger aus der LT und LN-Mischung vollstindig degradiert. Diese Beobach-
tung geht einher mit den Ergebnissen aus Abschnitt 4.4.3, die an spéterer Stelle diskutiert werden.

Weitere Messungen zeigten, dass die Mikrotrager Unterschiede bzgl. der Aggregation aufzeigten. Generell
wurde eine starke Aggregation bei den kleinen Mikrotragern beobachtet, wohingegen die groflen Alginat-
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Mikrotrager kaum Agglomerate bildeten (vgl. Abbildung 59). Da der Energie-Eintrag durch die Rotation
der Bioreaktoren bei allen Mikrotragersystemen identisch war, liegt die Ursache hierfiir bei den Eigen-
schaften der Mikrotrager selbst und dem zunehmenden Zellbewuchs. Generell gilt bei der Mikrotrager-
Kultur, dass eine Aggregation vermieden werden soll und dies z. B. durch einen groBeren Energieeintrag
bei der Durchmischung oder Verkiirzung der Zeiten der statischen Phase erfolgt [387]. Zeitrafferstudien
von Mikrotragern mit hMSCs zeigten, dass eine Aggregation beispielsweise durch Zellen auf adjazenten
Mikrotragern erfolgen kann (Abbildung 57). Die Aggregation erfolgt dann sehr wahrscheinlich iiber Zell-
Zell-Kontakte oder iiber Zell-Matrix-Kontakte {iber beide Mikrotréger (siche Abbildung 95 a). Durch das
erneute Durchmischen der Suspension per Rotation, wirken wiederum Kréfte, die zum einen die Mikrotra-
ger aufwirbeln und, vereinfacht dargestellt, eine Kreisbewegung durchfiihren lassen. Bei dieser Bewegung
wirken auf die Mikrotrager unterschiedliche mechanische Krifte, wie z. B. die Zentrifugalkraft. Bei klei-
neren Agglomeraten ist die Masse eines einzelnen Mikrotrigers geringer als bei grolen Mikrotrigern.
Berechnet man fiir die Alginat-Mikrotrdger (vgl. Tabelle 9) mit einem Durchmesser von 200 um und
600 pm die Masse (im = p -V, wobei m = Masse,V = Volumen und p = Dichte), so ergibt sich eine
Masse von 4,2 mg fiir einen Mikrotrager mit dem Durchmesser 200 pm und eine Masse von 218 mg fiir
einen Mikrotrager mit dem Durchmesser von 600 um. Somit liegt ein Unterschied um das 50-fache vor.

2
Fiir die Zentrifugalkraft (Fz., = m - VT) wiirde dieses Verhéltnis auch fiir die Kraft gelten, unter der Vo-

2
raussetzung, dass Term UT mit v = Geschwindigkeit und r = Radius konstant ist. Die auf die Mikro-

trager (Durchmesser von 200 um) wirkenden Krifte konnten dabei ausreichen, um die Zell-Zell-bzw. Zell-
Matrix-Kontakte weiter bestehen zu lassen bzw. die Interaktion iiberhaupt erst zuzulassen (siche Abbil-
dung 95 b). Bei Mikrotragern mit groBerer Masse ist die Kraft jedoch so groB, dass die Kontakte zwischen
Zellen und/oder Mikrotriagern auseinandergerissen werden und das Agglomerat dadurch wieder getrennt
wird (siehe Abbildung 95 c). Durch das Funktionsprinzip des genutzten Bioreaktors in Kombination mit
den integrierten Strombrechern kann diese Hypothese jedoch hinterfragt werden, da die Mikrotrager keine
Kreisbewegung durchfiihren, sondern durch die Durchmischung im Bioreaktor eher aufgewirbelt werden.
In den Arbeiten von Cherry et al. [388] und Jossen et al. [389] wird ein weiterer Effekt beschrieben, der
auf die Mikrotragersysteme in Bioreaktoren wirken kann. Turbulente Strémungen (sog. Eddies) interagie-
ren je nach GroBe mit den Mikrotridgern und den darauf befindlichen Zellen (Abbildung 95 d), wobei das
GroBenverhiltnis zwischen Eddies und Mikrotragern von entscheidender Bedeutung ist [388]. Sind die
Eddies grofer als die Mikrotréger, so wirkt sich dies nur in Form einer Beschleunigung der Mikrotriger
aus. Gleichgrofle Eddies interagieren mit Teilen der Mikrotrégeroberflédche und fithren zu einer Rotation.
Eddies, die kleiner als die Mikrotrager sind, interagieren stark mit der Oberfldche und somit mit den da-
rauf befindlichen Zellen. Der ausgeiibte Scherstress kann zum Abldsen bzw. zur Schadigung der Zellen
fiihren. [388]. Da Zellschdadigungen, wie bereits erwéhnt, nicht festgestellt wurden, und die Eddy-GroBe
durch die identischen Kultivierungseinstellungen ebenso identisch waren, konnte die Eddy-GroBe im Be-
reich der groBen Mikrotriger liegen. Eine Beschleunigung der kleinen Mikrotrager und eine Rotation der
groBB3en Mikrotrager wire die Folge, die auch leicht aggregierte groere Mikrotrager wieder trennen konn-
te. Die hydrodynamischen Effekte in den genutzten Bioreaktoren miissen fiir weiterfilhrende Experimente
untersucht werden, da hierdurch die Parameter verfeinert werden kénnen um beispielsweise humane pluri-
potente Stammzellen optimal kultivieren zu kdnnen, die wesentlich empfindlicher gegeniiber Scherstress
sind als hMSCs. Negative hydrodynamische Effekte durch die Eddy-GroBe konnte demnach auch durch
die Auswahl einer kompatiblen Mikrotrégergrofe fiir das System ausgeglichen werden und nicht nur durch
die Reduzierung des Energieeintrags.

Die Analyse der Zellidentitét mittels Durchflusszytometrie wurde anhand von mehreren Oberfldchenanti-
genen durchgefiihrt. Sowohl negative als auch positive Marker wurden in die Untersuchung einbezogen,
um den Empfehlungen der International Society for Cellular Therapy nachzukommen [213]. Als positive
Marker wurden Antikorper fiir die Antigene CD44, CD90 und CD105, sowie als negative Marker Antikor-
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per fiir die Antigene CD34, CD45, CD73 und HLA-DR verwendet. Die in Abbildung 60 dargestellten
Resultate spiegeln bei allen untersuchten Mikrotrigersystemen vergleichbare gro3e Subpopulationen wi-
der, die die einzelnen Antigene exprimieren. Bei den Negativ-Markern zeigte sich ein vergleichbares Ex-
pressionsprofil bei allen fiinf Kultivierungsformen. Vereinzelt waren Schwankungen gemessen worden,
die insbesondere CD90 und CD44 betrafen. Bei CD44 waren innerhalb der Versuchswiederholungen gro-
Bere Schwankungen zu beobachten, die sehr wahrscheinlich durch eine bereits vorhandene Heterogenitét
der Zellen verursacht wird. Eine mdgliche Erklarung hierfiir ist eine beginnende Alterung der Zellen in
vitro, die eine Herunterregulierung der Expression von einigen dieser Antigene zur Folge haben kann
[390]. Die weiterhin hohe Expression von CD105 spricht jedoch gegen diese Hypothese, so dass die ge-
naue Ursache an dieser Stelle nicht exakt geklart werden kann. Bei CD90 ist insbesondere auf Cytodex 1
eine verringerte Expression zu erkennen, bei der jedoch die hohen Schwankungen bei den Versuchswie-
derholungen beriicksichtigt werden miissen. Generell ist anhand der Charakterisierung iiber die Antigene
keine eindeutige Tendenz bzgl. des Verlustes der multipotenten Eigenschaften erkennbar. Zukiinftige Ex-
perimente miissen zeigen, dass die Mikrotriger und dabei insbesondere die Alginat-Mikrotrager nach er-
folgter Expansion die multipotenten Eigenschaften der Zellen derart konservieren, dass eine Differenzie-
rung in die drei Keimblatter weiterhin moglich ist, um das Kultivierungssystem fiir Anwendungen in der
regenerativen Medizin und dem Tissue Engineering nutzen zu konnen. Insgesamt konnte anhand der Er-
gebnisse gezeigt werden, dass die modifizierten Alginat-Mikrotrdger nicht nur fiir statische Kultivierungs-
techniken, wie dem hdngenden Tropfen, sondern auch fiir adhédrente Mikrotrager-Kultivierung im durch-
mischten Bioreaktor geeignet sind. Die Eigenschaften der Alginat-Mikrotréger sind in jeder Hinsicht ver-
gleichbar mit kommerziell verfiigbaren Mikrotriagersystemen, bieten jedoch den Vorteil, dass sie bzgl.
ihrer GroBe variiert werden konnen und dadurch beispielsweise eine Agglomeration verzogert bzw. unter-
bunden werden kann.
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Abbildung 95: HYPOTHESE ZUR AGGREGATION VON ALGINAT-MIKROTRAGERN.

a Zell-Matrix-Interaktion und kombinierte Zell-Matrix und Zell-Zell-Interaktion, die zu einer Aggregation von adjazenten
Mikrotrdgern fiihren kénnen. b Verhalten von agglomerierten kleinen Mikrotrdgern wihrend der statischen Phase der Kulti-
vierung. Nach erfolgter Aggregation durch die in a beschriebenen Mechanismen kann eine Trennung der Aggregate durch die
Energie der Durchmischung nicht mehr erfolgen ¢ Verhalten von agglomerierten grofien Mikrotrdgern wéhrend der stati-
schen Phase der Kultivierung. Nach erfolgter Aggregation durch die in a beschriebenen Mechanismen kann wihrend der
Durchmischung durch die héhere Masse der Mikrotriger eine Trennung der Aggregate stattfinden. d Interaktion von turbu-
lenten eddy-Stromungen auf Mikrotrdgersysteme durch das Gréofenverhdltnis.

1: Eddies > Mikrotriger, 2: Eddies = Mikrotréiger, 3: Eddies < Mikrotriger. Je nach Gréf3e der Eddies erfolgt eine Ubertra-
gung der Energie auf kleine bzw. groffe Bereiche des Mikrotrigersystems die, neben der Beanspruchung der Zellen, auch zu
einer Verhinderung der Aggregation der Mikrotréger fiihren kann. Abbildung in d aus [389], abgedndert.
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Welchen Einfluss hat die Modifikation von nicht Peptid-basierten Molekiilen auf Alginate in Bezug
auf das Adhésionsverhalten?

Die Kopplung von kleinen Molekiilen an Alginat wurde exemplarisch mit Tyramin durchgefiihrt. Die Hy-
pothese, dass mit Tyramin die Eigenschaften von Alginat zur Steigerung der Adhésivitét von Zellen geén-
dert werden konnen, wurde durch die durchgefiihrten Experimente bestétigt. Ebenso konnte durch diese
Experimente gezeigt werden, dass das entwickelte Protokoll eine kovalente Kopplung realisiert, da Tyra-
min durch seine molekulare Beschaffenheit nicht in anderer Art und Weise mit dem Alginat interagieren
kann. Abbildung 96 a zeigt die schematische Durchfithrung von Vashi et al. [317], die eine TCPS-
Kulturschale mit Hilfe der Phenolgruppen mit Peptiden beladen. Die TCPS-Oberflache wurde mithilfe der
Kopplung von Tyramin an Alginatkugeln imitiert und anhand der positiven Adhision von hMSCs verifi-
ziert. Da die Oberflache keine molekularen Erkennungssequenzen wie z. B. das RGD-Peptid besitzt, be-
einflusst die Oberfliche wahrscheinlich die Adsorption von Serumproteinen des Kulturmediums positiv.
Proteine, die die Zelladhésion fordern, wie z. B. Fibronektin oder Vitronektin sind im fetalen Ké4lberserum
enthalten [391] und konnen, &hnlich wie in Abbildung 96 a gezeigt, mit der modifizierten Alginat-
Oberfliache interagieren. Eine Datenbankabfrage von Fibronektin (P07589) und Vitronektin (Q3ZBS7)
ergab mit dem Werkzeug ProtParam [392], dass beide Proteine einen Tyrosin-Anteil von etwas mehr als
4% besitzen und hieriiber eine direkte Interaktion mit dem Tyramin (am Alginat) moglich ist.

Die Kaskade zur zelluldren Adhédsion von hMSCs konnte demnach wie folgt ablaufen: nach Kontaktierung
der modifizierten Alginat-Mikrotridger adsorbieren zunichst Proteine aus dem Serum auf der Alginat-
Oberflache. Durch die Anbindung der Phenolgruppen in Form des Tyramin ist die negative Ladung redu-
ziert und es konnen auch andere Wechselwirkungen, wie z. B. mit Tyrosin stattfinden (siehe Abbildung 96
b). Proteine, wie z. B. Fibronektin oder Vitronektin aus dem Medium, bilden dann eine Schicht auf dem
Alginat-Hydrogel und stellen wiederum in ihrer Aminosduresequenz Motive zur Verfiigung, die von den
Zellen erkannt werden und eine Integrin-vermittelte Adhésion zur Folge haben (siehe Abbildung 96 c).

n b o) Abbildung 96: KOVALENTE KOPPLUNG
VON TYRAMIN AN ALGINAT-HYDROGELE

ZUR BIOFUNKTIONALISIERUNG.

a Methode von Vashi et al. zur Modifikati-

on von TCPS mit bioaktiven Peptiden

oH oK (Abbildung abgedndert nach [317]).
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Die Quantifizierung der Durchmesser der Mikrotrager, die mit dieser Methode hergestellt wurden, zeigte

ebenso eine signifikante Reduzierung auf. Die Mikrotriger zeigten einen um etwa 40% reduzierten
Durchmesser im Vergleich zum Durchmesser der Alginatkugeln auf, die nicht modifiziert wurden (vgl.
Abbildung 61). In der Folge der Kultivierung war keine Reduzierung des Durchmessers zu beobachten,
vielmehr vergroBerte sich der Durchmesser minimal. Dies ldsst den Schluss zu, dass wéihrend der Modifi-
kation eine Degradierung der Alginatkugeln erfolgt, die jedoch nicht zu einer Instabilitdt und moglichen
Desintegration der Mikrotréger fiihrt. Eine mogliche Erkldrung ist der pH-Wert der Aktivierungsldsung.
Dieser liegt in einem sehr niedrigen pH-Bereich, der auch zu einer aziden Degradierung der Alginatkugeln
fiihren kann. Fiir Salzsdure wurden dhnliche Beobachtungen von Bajpai et al. gemacht, wobei sie eine
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vollstindige Degradierung der Alginatkugeln bei den von ihnen verwendeten Konditionen beobachteten
[393]. Die Mikrotréger, die nur 30 min mit EDC/NHS inkubiert wurden, zeigten in weiteren Experimenten
keine Reduzierung des Durchmessers der Alginatkugeln (vgl. Abbildung 53). Dies lésst den Schluss zu,
dass eine ldngere Inkubation (mehrere Stunden) der Alginatkugeln mit EDC/NHS zu einer Reduzierung
des Durchmessers fithren kann. Dies kann u. a. ein interessantes Werkzeug fiir die reproduzierbare Herstel-
lung von Alginat-basierten Mikrotragern unterschiedlicher GroB3e sein. Mit der in Abbildung 7 gezeigten
Apparatur ist es moglich, reproduzierbar Alginatkugeln mit einem Durchmesser von 500 um herzustellen.
Kleinere Alginatkugeln konnen nur durch einen erhéhten Luftstrom erzeugt werden, was mit einer Satelli-
tenbildung (sehr kleine Alginatkugeln) einhergeht. Die Verteilung der Alginatkugeln wird dadurch mehr
gestreut, was kontraproduktiv fiir einen effizienten Einsatz der Mikrotriger in Bioprozessen ist (siche
[387]). Durch eine zeitgesteuerte Abnahme des Durchmessers mit der Inkubation in EDC/NHS koénnten
somit, wie in den Versuchen mit Tyramin gezeigt wurde, GroBenordnungen erreicht werden, die denen der
kommerziell erhiltlichen Mikrotridger entsprechen. Nach den Untersuchungen von Alginat-
Geriiststrukturen und der Etablierung der Kultivierung von humanen Stammzellen auf UHV-Alginat-
basierten Mikrotriagern zeigt Tabelle 10 zusammenfassend die wichtigsten Vor- und Nachteile dieses
Mikrotrégersystems.

Tabelle 10: Vor- und Nachteile von UHV-Alginat-basierten Mikrotrdgern.

Vorteile Nachteile
@ Herstellung der Mikrotriager mit Standardmaterialien & Teilweise Praparation unter nicht physiologischen Bedingungen
@ Herstellung der Mikrotriger mit wenig Investition & Adsorption der Alginat-Mikrotrager an Reaktionsgefifien

& Einstellen der Mikrotriager-Suspension schwieriger, da als

@ Herstellung der Mikrotréger "on-demand" . .
Suspension vorliegend

@ Flexible GroBengestaltung der Mikrotrager

@ Flexible Wahl der Proteine zur Bioaktivierung

@ geringe Rauigkeit

® Eigenschaften des Alginats: Porositét

@ keine Makroporositit

@ Eigenschaften des Alginats: einstellbares Elastizitdtsmodul
@ Eigenschaften des Alginats: keine Eigenfluoreszenz

@ Eigenschaften des Alginats: transparent

® Immobilisierung von funktionalen Molekiilen im Alginat

@ Moglichkeit der Degradierung des Alginats

Kann eine Kultivierung von humanen pluripotenten Stammzellen auf UHV-Alginat-basierten Ge-
riiststrukturen erfolgen?

Aufbauend auf den erzielten Resultaten und Beobachtungen wurde die Kultivierung von humanen indu-
ziert pluripotenten Stammzellen auf kovalent modifizierten Geriiststrukturen untersucht. Hierzu war es
notwendig, statt dem zuvor genutzten Kollagen I, die Modifikation mit Matrigel vorzunehmen. Der zellbi-
ologische Hintergrund wurde bereits in Abschnitt 3.1.3 dargestellt. Da es sich hierbei um ein komplexes
Proteingemisch handelt, sind Parameter der Kopplung, wie z. B. der pH-Wert, problematisch, da Matrigel
nach Protokoll in DMEM/F12 (bei +4°C) angesetzt werden muss. Neben der direkten Kopplung wurde
daher auch die Kombination mit Tyramin in die Untersuchung einbezogen. Die Untersuchungen mittels
der Lebendzell-Mikroskopie auf zweidimensionalen Alginat-Geriiststrukturen zeigten, dass die Adhésion
von hiPSCs auf dem mit Tyramin modifizierten Alginat mit anschlieBender Matrigelbeschichtung exzel-
lent initiiert werden kann. Bei den Gerliststrukturen, auf denen Matrigel direkt gekoppelt wurde, ist dies
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zwar moglich, jedoch traten hier Probleme bei der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auf (Abbildung 65
¢). Mogliche Griinde hierfiir sind wahrscheinlich die wechselnden pH-Bedingungen bei der Kopplung. Die
Aktivierung der —-COOH-Gruppen mittels EDC/NHS erfolgt unter aziden Bedingungen. Da die Matrigel-
Losung in neutralem Puffer geldst ist, konnen durch die Kontaktierung dieser Losung mit dem aktivierten
Alginat Effekte auftreten, die eine kovalente Kopplung unterbinden, oder es zu einer Phasentrennung von
Alginat und Matrigel an der Grenzflache kommt. Durch die intensiven Waschschritte nach der Modifikati-
on, um beispielsweise die iiberschiissigen Reaktanden zu entfernen, ist es denkbar, dass sich Teile des
Matrigels wieder ablosen und somit eine Zelladhésion nicht oder nur schlecht erfolgen kann. Bei der Ty-
ramin-basierten Methode ist der pH-Wert unkritisch, da sowohl die Aktivierung, als auch die Tyramin-
Kopplung unter aziden Bedingungen erfolgt. Erst nach intensivem Waschen wird das Matrigel auf die
Alginat-Oberfldche gebracht und kann dann, wie bei der Beschichtung von TCPS-Kulturschalen, auf der
Alginat-Oberfliache adsorbieren. Die Ergebnisse zeigen, dass hierdurch eine stabile Modifikation des Algi-
nats erfolgen und eine adhisive Oberflache fiir hiPSCs hergestellt werden kann (Abbildung 65 a). Dissozi-
ierte hiPSCs-Kolonien (Einzelzellen) adhérieren und formen multizelluldre Zellkolonien, vergleichbar mit
der Standard-Kulturoberflache (TCPS mit Matrigel). In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden,
dass diese Oberfldchen iiber mindestens 6 Tage stabil sind und die Zellen sich dementsprechend darauf
kultivieren lassen.

Die Expansionsrate war bei der TCPS-Matrigel-Oberflache im Vergleich zur Alginat-Tyramin-Matrigel-
Oberflache etwa viermal so hoch. Da eine Adhésion bei beiden Substraten gegeben war, kann dies nicht
als Hauptursache herangezogen werden. Durch die Nutzung von Einzelzellen ist zwar ein Verlust von etwa
20% nach 24 h zu beobachten, dieser ist jedoch bei beiden Oberfldchen vergleichbar, im Gegensatz zur
Alginat-Matrigel Oberflédche, bei der fast 50% der Zellen nicht anwuchsen. Im Experiment wurden die
hiPSCs von einer (harten) TCPS-Oberflache auf eine (weiche) Alginat-Oberflache iiberfiihrt. Dies ist auf
zellulirer Ebene gesehen eine signifikante Anderung der unmittelbaren Zellumgebung, bei der moglicher-
weise zunéchst eine Adaptationsphase der Zellen erfolgen muss. In [394] wurde beschrieben, dass pluripo-
tente Stammzellen von der PMEF-Kultur auf eine (PMEF-freie) Matrigel-Kultur zur Adaptation mehrere
Passagen bendtigten oder auch fiir eine PMEF- und Matrix-freie Kultivierung [395]. Ebenso wird von
einer notwendigen Adaptation der Zellen bei einer generellen Anderung der Kultivierungsmethode (Sus-
pensionskultur) berichtet [396]. Ein weiterer Grund fiir diese Unterschiede kann aber auch bei den mecha-
nischen Eigenschaften der Oberfldchen liegen. Keung ef al. untersuchten in diesem Kontext hESC und
hiPSC bzgl. Morphologie, Proliferation und Differenzierungspotenzial [250]. Ihre Ergebnisse zeigten, dass
es zwar Unterschiede in der KoloniegroBe bei unterschiedlichen Elastizititsmodulen gab (je niedriger das
E-Modul, desto kleiner die Kolonien), dies jedoch keinen Einfluss auf die Proliferationsrate der Zellen
hatte, also morphologisch bedingt war [250]. Insbesondere die GroBenunterschiede der Kolonien in Ab-
héngigkeit der mechanischen Eigenschaften des Substrats liefern somit auch eine Erklarung fiir die in Ab-
schnitt 4.3.4 gefundenen GroBenunterschiede bei hiPSC auf nicht-kovalent modifizierten Alginat-ECM
Geriiststrukturen. Die Ubertragung auf die in der vorliegenden Arbeit erzielten Resultate bei kovalent mo-
difizierten Alginat-Geriiststrukturen ist jedoch schwierig, da Keung ef al. lediglich Unterschiede in der
Proliferation bei Substraten zwischen 100-75000 Pa festgestellt haben, dies jedoch nur den Bereich des
Elastizititsmoduls von Alginat (nach [163]) abdeckt. Eine Proliferationsrate auf Polystyren (10° Pa, [163])
wurde von den Autoren nicht untersucht, zusétzlich betrug die Kultivierungsdauer bis zur Bestimmung der
Proliferation lediglich 3 Tage. Mushah ef al. kommen in ihrer Studie tiber den Einfluss der mechanischen
Eigenschaften des Substrats zu dem Schluss, dass feste Oberflichen die Selbsterneuerung von pluripoten-
ten Stammzellen eher hervorrufen, als elastische Substrate [397].

Es konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt werden, dass eine Modifikation mit Tyramin eine Art
universale Beschichtung von Proteinen vergleichbar mit der auf Petrischalen ermdglicht. Mit dieser Modi-
fikation konnte eine reproduzierbare Beschichtung mit dem komplexen Proteingemisch Matrigel erfolgen.
Durch die adhdrente Kultivierung auf planaren, als auch auf sphérischen Alginat-GS von hiPSCs als auch



164 DISKUSSION

von hiPSC-CMs konnte erstmals eine Biofunktionalisierung dieser Artim Kontext des Tissue Engineering
und pluripotenten Stammzellen gezeigt werden.

Die Modifikation von Alginaten mit Tyramin wurde zwar 2007 von Sarkai et al. [95, 96] beschrieben.
Dabei fokussierten sie auf die Moglichkeit, Alginate nicht nur ionisch, sondern auch enzymatisch iiber die
eingefiihrten Phenolgruppen zu vernetzen [96]. Die erste zelluldire Anwendung in einer weiteren Studie
erfolgte durch die Einschlussimmobilisierung von CRFK-Zellen [95]. Die Kultivierung von Zellen auf
Tyramin-modifizierten Alginaten wurde zeitgleich bei der Erstellung dieser Arbeit von Hou et al. publi-
ziert [398]. Es gilt hierbei jedoch hervorzuheben, dass diese einen anderen Ansatz zur Hydrogelbildung
verfolgten und lediglich die Adhéision von Fibroblasten zeigen konnten, die wesentlich niedrigere Ansprii-
che an die ECM stellen. Bei den durchgefiihrten Experimenten in der vorliegenden Arbeit wurde dariiber
hinaus die Kultivierung von hiPSC und hiPSC-CM durch eine zusétzliche Proteinbeschichtung gezeigt,
was damit den Ansatz von Hou ef al. weiter verbessert, da sie lediglich eine schwache Interaktion der Zel-
len auf Tyramin-modifiziertem Alginat feststellten und bessere Ergebnisse bzgl. der Zelladhésion mit Do-
pamin-funktionalisierten Alginat erhielten [398]. Eine mdgliche Erklarung ist die enzymatische Vernet-
zung des Alginats mit der Meerettichperoxidase, die in der vorliegenden Arbeit nicht angewendet wurde.
Das mit Tyramin modifizierte Alginat wurde von Arai et al. fiir die Anwendung des Bioprintings verwen-
det. Auch hier wurden lediglich Fibroblasten verwendet [399]. Die Funktionalisierung von UHV-
Alginaten mit Tyramin und anschlieender Beschichtung mit Matrigel zur Kultivierung von pluripotenten
Stammzellen bzw. deren abgeleitete differenzierte Zellen in dieser Arbeit stellt somit eine Verbesserung zu
den zitierten Studien dar.

Welchen Einfluss haben die mechanischen Eigenschaften von Alginat-Geriiststrukturen auf das zel-
luliire Verhalten?

Die Etablierung von biofunktionalisierten Gertiststrukturen, basierend auf UHV-Alginaten, fiihrt neben
den biochemischen Signalmolekiilen durch das Elastizitdtsmodul eine weitere Eigenschaft ein, die einen
Einfluss auf die Zellen hat. Die Zellen befinden sich, sowohl auf den Mikrotriagern als auch auf den plana-
ren Geriiststrukturen auf einer Oberfliche, die vereinfacht gesagt, elastischer ist, als die Standard-
Plastikoberfldche aus Polystyren. Es stellt sich nun die Frage, ob die Zellen diese Eigenschaft detektieren
koénnen und folglich, wie sich dies auf das Verhalten auswirkt.

Abbildung 97: MODELLIERUNG ELASTIZI-

TAT ANHAND DES ,,KABELBINDER-

Zellschich MODELLS“.

ellschicht —- Modell der Verformung von Alginat-

Mikrotrager Mikrotrigern bei umspannendem Zellbe-
wuchs. Durch die Interaktion der Zellen
mit der Oberfliche, Reorganisation des

nZellschicht”

»Mikrotrager"

Zytoskeletts und Zell-Zell-Kontakten wer-
den die Mikrotréiiger deformiert (Schema).
Die Fotografien rechts zeigen eine Simula-
—- tion mittels elastischer Schlduche und
Kabelbindern. Im relaxierten Zustand ist
Bei der Kultivierung von hMSCs auf Mikrotragern erfolgten CLSM-Analysen nach der Kultivierung.

die Form der Schlduche (entsprechend den

elastischen Alginat-Mikrotrdgern) nahezu
Durch die konfokalen Schnitte durch die Konstrukte zeigte sich ein interessanter Effekt bzgl. der Verfor-
mung der Mikrotrager. Die Cytodex-Mikrotrdger waren perfekt rund, wohingegen die Alginat-Mikrotrager

perfekt rund. Komprimiert man diese An-
ordnung mittels eines Kabelbinders (ent-
spricht der Zugkraft der Zellen) verformen
sich die Schlduche und nehmen eine Form
an, wie sie in den Experimenten beobachtet
werden konnte.
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starke Verformungen unter dem Einfluss der Zellen aufwiesen (siche Abbildung 54). Diese Verformung
lasst darauf schlieBen, dass die Zellen auf den Mikrotrdagern durch ihre Adhésion eine hohe Kraft ausiiben
konnen und somit die unmittelbare Umgebung modellieren. In einer Studie von Bidan et al. erfolgt eine
dhnliche Beobachtung. Sie untersuchten konvexe und konkave Oberflichen in Bezug auf die Zelladhésion
und konnten schlussfolgern, dass die Adhésion auf konvexen Oberflachen (also die Kriimmung, die auch
auf Mikrotrégern vorliegt) in einer Druckausiibung auf das Substrat resultiert [400]. Konkave Oberflachen,
die z. B. auch durch die Aggregation mehrerer Mikrotréger entstehen, fiihren hingegen nicht zu dieser
Druckausiibung [400]. Mittels eines einfachen Modells konnte dieser Vorgang nachgestellt werden. Abbil-
dung 97 zeigt kontaktierte Schlduche aus einem elastischen Material, die mit einem Kabelbinder zusam-
mengebunden sind. Zieht man den Kabelbinder zusammen, so verlieren die Schléuche ihre runde Form
und zeigen in diesem komprimierten Zustand &hnliche Deformierungen wie die Mikrotrager nach Zellbe-
wuchs.

Man kann die Hypothese aufstellen, dass bei den Cytodex-Mikrotragern eine hohe Zugspannung des Zyto-
skeletts vorliegt, bei den Alginat-Mikrotrégern diese jedoch durch die vorhandene Interaktion mit dem
elastischen Mikrotriager geringer ist. Andere Studien zeigen, dass Zellen, die auf nano-skaligen Saulen
adhirieren, eine derartige Kraft ausiiben, so dass die Siulen gebogen werden [401-404]. Ahnliche Krifte
sind auch bei der Adhédsion auf den Mikrotrdgern vorhanden, jedoch bleibt zukiinftig zu kliren, welche
Folgen die unterschiedlichen Elastizitdtsmodule der Mikrotrédger intrazelluldr auslosen. Die Bewertung des
Einflusses dieses Phianomens ist an dieser Stelle schwierig, in Studien von Bhadriraju et al. konnte jedoch
gezeigt werden, dass eine Riickkopplung zwischen der Zugspannung des Zytoskeletts und intrazellularen
Signalkaskaden wie z. B. der ROCK-Kinase Aktivitit besteht [405]. Weitere Einfliisse sind insbesondere
bei der Proliferation zu beobachten, die bereits eingehend fiir hiPSCs und hMSCs diskutiert wurden.

Die Ergebnisse in Bezug auf die mechanischen Eigenschaften der Alginat-Geriiststrukturen lassen sich in
einem Modell zusammenfassen. Es wurden sowohl makroskopische Finfliisse in Form einer Dynamik des
Substrats, das durch die Kontraktion von Kardiomyozyten ausgelost wird, als auch Einfliisse auf das
Proliferationsverhalten und die Morphologie von hMSCs und hiPSCs beobachtet. Abbildung 98 a (links)
zeigt schematisch die Interaktion von adhdrenten Zellen mit ECM Proteinen auf Alginat-Geriiststrukturen.
An der Oberflache des Alginats sind die Proteine angelagert, die entweder {iber eine kovalente Kopplung
(siehe Kollagen I, Matrigel) oder iiber Adsorption an Tyramin-modifiziertem Alginat mit dem Polymer-
netzwerk des Alginats verbunden sind. Mit den Proteinen auf der Alginat-Oberflache interagieren wiede-
rum Zellen (z. B. hMSCs, hiPSCs oder CMs), diese sind dabei iiber Membranproteine (Integrine) mit der
ECM verkniipft und koénnen tiber diese Verbindung mechanische Signale in die Zelle weiterleiten [406].
Die Integrine wiederum sind mit intrazelluldren Strukturproteinen verbunden, die intrazelluldre Signal-
kaskaden bis ins Innere des Zellkerns weiterleiten konnen und hierdurch Proliferation, Differenzierung,
Migration, Morphologie und Apoptose beeinflusst werden konnen. Auf mechanischer Ebene (Abbildung
98 a rechts) liegt eine dhnliche Kaskade vor. Das Alginat ist tiber Polymere als dynamisches Netzwerk
abstrahiert (Federn), das mit der ECM verbunden ist. Die ECM wird hier durch multiple Ankniipfpunkte
vereinfacht dargestellt. Die Ankniipfpunkte sind ihrerseits direkt mit den Strukturproteinen der Zellen ver-
bunden, die eine bestimmte Kraft ausiiben konnen (Kontraktion, Ausbreitung, Migration). Bei Standard-
Kulturflichen ohne Alginat ist lediglich eine Proteinschicht auf der Oberfldche adsorbiert, die iiber die
Verkniipfungspunkte mit dem Zellinnern verbunden ist (Abbildung 98 b). Ein dhnliches Modell wurde von
Sheehy et al. vorgestellt, jedoch ist dies auf molekulare Wechselwirkungen begrenzt und berticksichtigt
nicht Substrate mit variierendem Elastizitdtsmodul [407].

Uber das Modell lassen sich damit auch die Ergebnisse aus den Videosequenzen der Kardiomyozyten er-
kléren (siche Abbildung 67). Es wurde beobachtet, dass hiPSC-CM auf Alginat im Vergleich zu hiPSCs
auf TCPS plastischer kontrahieren. Ferner zeigte sich, dass nicht verbundene Zellen bzw. Zellverbiinde
durch ihre Kontraktion benachbarte Zellen heranziehen kdnnen. Das in Abbildung 98 a dargestellte Modell
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erklirt dies durch die Ubertragung der Kontraktion iiber die Zellmembran auf das Alginat-Netzwerk.
Durch die Verbindung der Alginat-Polymerketten iiber die Ba-Alginat-Interaktion (egg-box model) werden
diese Krifte liber groflere Distanzen {ibertragen. Dies hat zur Folge hat, dass die CM nicht nur durch den
mechanischen Reiz durch das Elastizititsmodul, sondern auch in gewisser Weise durch das Strecken der
Alginat-Gertiststruktur stimuliert werden konnen. In diesem Kontext untersuchten Gwak et al. murine

ESC-abgeleitete Kardiomyozyten, die zyklischen Strecken ausgesetzt waren. Thre Ergebnisse zeigten, dass
unter dieser Stimulation die Zellen eine héhere Genexpression von kardialen Markern (z. B. a-MHC oder
GATA-4) aufwiesen, verglichen zur statischen Kultur [408].

Abbildung 98: MODELLIE-
RUNG DER MOLEKULAREN
UND MECHANISCHEN INTER-
AKTION VON GERUSTSTRUK-
TUR, ECM UND ZELLEN.

a Interaktion auf Alginat-
Geriiststrukturen. b Interakti-
on auf TCPS-Oberflichen.
Links: Schematische Darstel-
lung der molekularen Inter-
aktionen von Matrix und
Zellen, rechts: schematische
Darstellung der Kraftiiber-
tragung von Matrix und
Zellen. Die mechanischen
Eigenschaften der Kultur-
oberfldche werden auf die
Zellen tibertragen, bzw. es
erfolgt eine Kraftiibertragung
vom Zytoskelett auf/in die
Kulturoberfldiche.

Ist es moglich, Strukturierungsverfahren und Modifikationsverfahren fiir Alginat-Geriiststrukturen
zu kombinieren?

Zur Herstellung eines komplexeren Zellmodells wurde in dieser Arbeit untersucht, ob eine Kombination
von Biofunktionalisierung und Strukturierung implementiert werden kann. Bei der Strukturierung von
UHV-Alginaten ist die Vernetzung der zentrale Punkt des Prozesses. Eine Struktur kann mit dem noch
(fliissigen) Na-Alginat temporér hergestellt werden.

Diese muss jedoch zu einem geeigneten Zeitpunkt mit der Vernetzerlosung kontaktiert werden, um die
erzeugte Struktur zu konservieren. Letztendlich wurde in dieser Arbeit die Methode von Franzesi ef al.
verwendet [93], da sie eine hohe Kompatibilitit mit UHV-Alginaten und der genutzten Strukturierungsme-
thode, dem p-Contact Printing darstellt. Es erfolgte eine Adaptation der beschriebenen Verfahren des -
Transfermoldings und dem Replika Molding, um planare Alginat-Hydrogele mit einer definierten Topo-
graphie zu strukturieren. Zur Strukturierung wurde das Alginat auf den Agaroseblock gegeben und der
Stempel mit dem Alginat kontaktiert. Die strukturellen Elemente werden durch dieses Verfahren sehr gut
auf das Alginat libertragen (siche Abbildung 71). Die tendenziell geringere Dimensionierung der Struktu-
ren auf dem Alginat ist durch die sog. Synerese zu erkldren, bei der mit steigender Vernetzung des Alginats
heterogene MG-Blocke [72] mehr verknédulen, und die Alginat-Hydrogele unter Ausschleusung von Was-
ser schrumpfen. Eine Verbesserung der Ubertragung konnte damit durch die Nutzung von Alginaten mit
geringem MG-Anteil erfolgen.

Vorversuche, in denen eine Losung mit Bariumionen auf eine Alginatmembran pipettiert wurde und da-
nach schnell die Kontaktierung vorgenommen wurde, fithrten zu keiner Strukturierung des Alginats, was
fiir eine schnelle Vernetzung durch die Bariumionen spricht. Nach der Strukturierung mussten die Alginat-
Geriiststrukturen in das finale Kulturgefa3 manuell tiberfiihrt werden. Dieser Schritt ist durchaus diffizil,
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da das Alginat beispielsweise zusammenklappen kann, oder sich seitlich aufrollt, was ein manuelles Auf-
falten per Pinzette erfordert und die Struktur lateral deformieren kann. Dennoch konnten auf diese Weise
die Alginatstrukturen in ein Kulturgefal iibertragen werden. In der Folge konnte die in dieser Arbeit unter-
suchte Modifikation des Alginats mit Tyramin mit anschlieBender Matrigel-Beschichtung erfolgreich
durchgefiihrt werden, was anhand der Zelladhision von hMSCs und hiPSC-abgeleiteter CM gezeigt wer-
den konnte. Diese Beschichtungsmethode wurde letztendlich gewéhlt, da sie sich in Verbindung mit Mat-
rigel reproduzierbar aufbringen l4sst und sich auch in weiteren potenziellen Anwendungen, wie z. B. der
direkten Differenzierung von hiPSCs auf strukturierten Alginaten anbietet.

Die Versuche mit hMSCs (Abschnitt 4.3.6 und Abbildung 72) zeigten, dass sich die Zellen unmittelbar
nach der Adhisionsphase an den Kanélen ausrichten, jedoch keine Reaktion auf die quadratischen Locher
zeigten. Dies liegt wahrscheinlich an der Dimension der Textureigenschaften. Die Quadrate sind in etwa
so grof3 wie eine nicht adhédrente Zelle, nach Ausbreitung konnen die Zellen iiber die Quadrate migrieren,
ohne mit ihnen in Interaktion treten zu miissen. Die kanalartigen Strukturen sind in ihrer Dimension we-
sentlich groBer, so dass die Zellen hier in eine Interaktion treten. Ferner wird in der Literatur beschrieben,
dass Zellen vorzugsweise an Kanten/Furchen adhérieren, was mit der hier untersuchten Topographie ver-
gleichbar ist [159]. Zu Beginn der Kultivierung ist dieser Effekt, auch im Vergleich zur glatten Alginat-
Oberfliche, stark ausgeprigt und gut unterscheidbar. Im Laufe der Kultivierung zeigten jedoch auch die
Zellen auf der glatten Alginat-Oberflache die Tendenz, sich parallel und spindelférmig auszurichten. Die-
ser Effekt konnte auch bei der Standard-Kultivierung beobachtet werden, sobald sich eine sehr hohe Zell-
dichte auf der Oberfliche einstellte. Bestimmte Oberflachen, wie z. B. Chitosan konnen ebenfalls zu dieser
Selbstassemblierung fithren [409, 410]. Ebenso konnte in einzelnen Versuchen ein Ablésen der Zellen
nach 5 Tagen, sowie eine verstirkte Aggregatbildung beobachtet werden. Eine mdgliche Erklérung hierfiir
ist eine unzureichende Proteinadsorption auf der Alginat-Oberflache, die jedoch formal ausgeschlossen
werden kann, da die Zellen zu Beginn adhérierten und sowohl die unstrukturierten Bereiche in der glei-
chen Probe, als auch die Zellen auf der glatten Alginat-Oberflache weiterhin adhdrent waren. Daher kann
man davon ausgehen, dass die Strukturierung die Zellen eine extrem spindelférmige Morphologie ausbil-
den lésst, die ab einem gewissen Grad soviel Zugspannung erzeugt, dass die Zell-Matrix-Kontakte diese
nicht mehr auf dem Substrat fixieren konnen. Mit diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die
Strukturierung, Modifikation und Kultivierung von Zellen auf Alginat-Hydrogelen in Kombination mog-
lich ist. Fiir htMSCs muss der Prozess weiter optimiert werden, um die aufgetretene Selbst-Assemblierung
weiter zu verstehen.

In der Folge konnte der Prozess auch auf hiPSC-CM erfolgreich libertragen werden und erstmalig gezeigt
werden, dass diese Zellen iiber mehrere Wochen auf diesen Strukturen kultiviert werden konnen. Gerade
bei diesem Zelltyp hat die Kombination von elastischer Oberfléche in Verbindung mit kanal-artigen Struk-
turen einen biologischen Hintergrund, da hiermit eine weitere Anndherung an die in-vivo-Situation ge-
schaffen werden kann. Die erzielten Resultate in diesem Bereich sind sehr vielversprechend, da die Zellen
in einer Langzeitkultur von drei Wochen funktional auf dem strukturierten Hydrogel vorlagen. Ebenso
wurde die Struktur von den Zellen adaptiert, was sich an der Morphologie von einzelnen Zellen, aber auch
bei Zell-Clustern ausmachen lies. Vergleicht man das in dieser Arbeit entwickelte ,,Myokard“-Modell
(Abbildung 99) mit histologischen Schnitten aus der Ratte [411], so kann man insbesondere bzgl. der An-
ordnung der Zellen groe Ahnlichkeiten feststellen. Bei der Kontraktion konnte man nach drei Wochen
den Trend verfolgen, dass diese sich an der Topographie orientiert. Nach derzeitigem Wissensstand konnte
zum ersten Mal eine Langzeit-Kultivierung von hiPSC-CM auf strukturiertem, modifiziertem UHV-
Alginat gezeigt werden. Lediglich Agarwal et al. verdffentlichten einen vergleichbaren Ansatz, in dem sie
jedoch keine hiPSC-abgeleiteten Kardiomyozyten verwendeten, diese nur {iber 3 Tage kultivierten und
niedermolekulares Alginat verwendeten [320]. Eine Studie von McCain et al. [42] konnte zeigen, dass
eine Langzeitkultivierung dieser Zellen auf strukturierter Gelatine moglich ist, diese unterscheidet sich
aber im Herstellungsprozess der Geriiststruktur und auch in der Tiefe der Topographie. McCain et al. er-
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zeugten Strukturen mit einer Tiefe von 2 um, in der vorliegenden Arbeit wurden mit dem p-Contact Prin-
ting (bzw. Alginat Imprint Lithographie) Strukturen mit einer Tiefe von etwa 10 pm verwendet. Eine wei-
tere Anndherung an die in-vivo-Situation kann in zukiinftigen Weiterentwicklungen des Modells durch die
Struktur selbst, aber auch durch die Biofunktionalisierung erfolgen. Durch die Beschaffenheit der Struktur
adhériert ein Teil der Zellen im Kanal, der andere auf der Kanalwand. Dies ist in Bezug auf die Mehr-
schichtigkeit mit dem nativen Gewebe vergleichbar, erlaubt den Zellen aber auch orthogonal zur Kanal-
richtung zu adhérieren, was dem nativen Gewebe widerspricht. Aufgrund des Strukturierungs- und Funkti-
onalisierungsverfahrens ist eine definierte Funktionalisierung der Kanalinnenseite nicht moglich. Denkbar
wire eine Bearbeitung des strukturierten Alginats analog zu einer Methode, die von Dusseiller et al. [412]
vorgestellt wurde. Hier wurde auf eine dhnliche Struktur aus Polystyren mittels p-Contact-Printing eine
Passivierungsschicht nachtréiglich aufgedruckt, so dass letztendlich bei der Funktionalisierung nur das
Kanalinnere mit dem Protein modifiziert wurde [412]. Durch Verdnderung der Dimensionen der Struktu-
ren konnte auch dieses Problem gelost werden. Generiert man lineare Strukturen, die wesentlich kleiner im
Querschnitt sind als die Zellen, kdnnte ebenso eine Ausrichtung der Zellen gemil der Strukturierung er-
folgen, hitte aber den Vorteil, dass die Zellen in einer pseudo-planaren Oberflache gerichtet adhérieren
konnen. Wang et al. konnten in diesem Zusammenhang zeigen, dass eine Kanal-artige Strukturierung mit
einer Tiefe von 350 nm und einer Kanalbreite von 450 nm eine Orientierung von Kardiomyozyten erfol-
gen kann [413]. Im Vergleich zu den Strukturen in der vorliegenden Arbeit sind diese Gréf3enordnungen
jedoch wesentlich kleiner. Neben der Ausrichtung bzw. Strukturierung der Zelladhéision konnte ein veran-
dertes Kontraktionsverhalten auf den strukturierten Alginat-Gertiststrukturen beobachtet werden. Erfolgte
die Kontraktion auf den planaren Alginat-Geriiststrukturen konzentrisch, so war auf den Kanal-artigen
Geriiststrukturen eine Kontraktion zu beobachten die sich an der Richtung der Struktur orientierte.

Abbildung 99: VERGLEICH IN-VIVO- UND IN-VITRO-,, MYOKARD*.
a Histologische Schnitte des Myokards der Ratte (aus [411]). b Myokard auf strukturiertem, biofunktionalisiertem Alginat mit
hiPSC-CM.

Dieses Verhalten kann einerseits mit der Struktur selbst erkléart werden, da die Zellen zu einer langlichen
Orientierung bei der Adhédsion tendieren. Andererseits liegen die Zellen, objektiv betrachtet, als topogra-
phisch strukturierter Zellrasen vor, so dass der direkte Einfluss der Orientierung der Zellen auch in Frage
gestellt werden kann. Vergegenwirtigt man sich die Geriiststruktur in Verbindung mit einem Zellrasen, so
kann die gerichtete Kontraktion auch durch lokale Unterschiede der mechanischen Eigenschaften erklért
werden. Generell erfolgt eine Mechanotransduktion {iber die Eigenschaften der Oberflache (siehe z. B.
[414, 415]). Auf den untersuchten Substraten sind lokale Unterschiede der mechanischen Eigenschaften
durch die Kanalstrukturen denkbar: die erhabenen Strukturen konnten durch ihre Hohe ein niedrigeres E-
Modul im Vergleich zu den tiefliegenden Furchen besitzen, die wiederum die Kontraktion beeinflussen
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konnen. Ebenso ist denkbar, dass die erhabenen Strukturen die Oberflidche stabilisieren und eine Kontrak-
tion der Zellen in Kanalrichtung bevorzugen.

Die hier durchgefiihrten experimentellen Arbeiten sind ferner nicht nur auf kardiale Zellen limitiert, viel-
mehr gibt es noch weitere Anwendungen bzw. Zellsysteme, fiir die eine derartige Geriiststruktur von Vor-
teil ist. Levis et al. untersuchten beispielsweise Ansitze des Tissue Engineerings im Kontext der Cornea
und nutzten ebenso Kanal-artige Strukturen [416].

Inwieweit sind Geriiststrukturen aus UHV-Alginaten reversibel bzw. degradierbar?

Na- und Ba-Alginate

In den Experimenten wurden sowohl Na-Alginate als auch Ba-Alginate untersucht. Bei den Na-Alginaten
wurden verschiedene Mischungen mit der AlgL behandelt und die enzymatische Degradierbarkeit nach-
gewiesen. Ein interessanter Aspekt ist hierbei die Nutzung von zwei Algenspezies, was letztendlich auch
mit Alginaten unterschiedlicher chemischer Komposition einhergeht. Beide Na-Alginate (LN und LT) sind
enzymatisch degradierbar, wobei eine hohere PBR bei Alginaten aus LT festgestellt wurde. Um diese Er-
gebnisse zu interpretieren, muss man die chemische Komposition der Alginate betrachten (Abbildung 100
a). Alginate aus LN besitzen einen hohen Mannuronséuregehalt, wohingegen Alginate aus LT einen hohen
Guluronsduregehalt besitzen. Die Algen sind unterschiedlichen Wachstumsbedingungen ausgesetzt, was
sich auf die chemische Komposition des Alginats auswirkt. LN wichst im Tidebereich der Chilenischen
Kiiste und ist einer hohen Brandung ausgesetzt. Die dafiir notwendige hohe Elastizitit der Algen spiegelt
sich in einem hohen Mannuronsduregehalt wider (etwa 60%) [106]. LT wéchst dahingegen im subtidalen
Bereich der Kiiste, mehrere Meter unter der Wasseroberfldche, und ist weniger Stromungen ausgesetzt.
Die Alge besitzt dadurch sehr harte Stéingel was sich in einem hohen Guluronsadureanteil des Alginats wi-
derspiegelt (~90%) [106]. Der Hersteller der genutzten AlgL gibt als Spezifikation des Enzyms die E.C.
Nummer (Enzyme Commission Number) 4.2.2.3 an, was mit einer Enzymspezifitit zu Mannuronséure-
blocke einhergeht [417]. Aufgrund der steigenden PBR mit steigendem Guluronsiureanteil (Abbildung 80
a), muss die Zuordnung zur Klasse 4.2.2.3 hinterfragt werden, da ein offensichtlicher Zusammenhang
zwischen PBR und Mannuronsiureanteil besteht. Die darauf aufbauenden Experimente (siehe Abbildung
80 b) bestitigen die bevorzugte Degradierung von Alginaten aus LT. Beriicksichtigt man die 0. g. chemi-
sche Zusammensetzung des Alginats und nimmt die detaillierten Analyse der Alginatkomposition von
Storz et. al. [75] hinzu (Abbildung 100 a), so ist diese Unterscheidung auch bei den homogenen Mono-
merbldcken moglich. Die gemessene geringere PBR bei LN und gleichzeitig hohe PBR bei LT ist unter
diesem Gesichtspunkt nicht nachvollziehbar, da die AlgL offensichtlich eine hohere Spezifitit zu Guluron-
sdureblocken besitzt.

Hypothesen zur enzymatischen und chemischen Destruktion von Geriiststrukturen aus Alginat

Unter der Beriicksichtigung der erzielten Ergebnisse und Einbeziehung vorhandener Literatur, ldsst sich
die Wirkweise der verwendeten AlgL an Alginaten aus Lessonia nigrescens und Lessonia trabeculata mo-
dellieren. Die gemessenen PBR an Na-Alginat und Ba-Alginat und die Korrelation mit der Alginatzusam-
mensetzung aus Storz et al. [75] lassen den Schluss zu, dass es sich um eine Guluronsiure spezifische
Lyase handelt. Die hohen PBR bei LT (100%) und gleichzeitig niedrigen PBR bei LN belegen diese Hypo-
these.

Durch die gemessenen PBR bei vernetztem Ba-Alginat, wird dies weiter untermauert. Durch die Vernet-
zung werden hauptsidchlich homogene Guluronsdureblocke miteinander verkniipft und unterbinden
dadurch die Enzym-Substrat-Interaktion. Dadurch stehen nur noch homogene Mannuronsiure-, nicht ge-
bundene Guluronsiure- sowie heterogene Uronsdureblocke fiir die Degradierung durch die Lyase zur Ver-
fligung. In der Folge sinkt die PBR relativ zum Anteil der Guluronséureblocke. In einer Studie von
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Formo et al. wird ebenso von einer Guluronsdure-spezifischen AlgL gesprochen [119]. Die Verringerung
der PBR konnte in dhnlicher Weise durch interagierende Substanzen, wie z. B. poly-L-Lysin, beobachtet
werden. In Abhéngigkeit der pLL-Konzentration komplexieren hier unspezifisch Uronsdureblocke
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Abbildung 100: MODELLIERUNG DER DESTRUKTION VON UHV-ALGINATEN.

ZUSAMMENHANG VON ALGINATKOMPOSITION UND PRODUKTBILDUNGSRATE (PBR) DER ALGINATLYASE.

a Ermittelte PBR der Alginatlyase bei Na-Alginaten (m) zusammen mit den verschiedenen Monomeranteilen des Alginats
(Literaturwerte aus [75]), GGG (0), MMM (o), MMM+GGG (o). b Destruktion von Na-Alginaten. ¢ Destruktion von Ba-
Alginaten. d Destruktion von Na-Alginaten in Anwesenheit interagierender Substanzen.

elektrostatisch miteinander und konnen dadurch nicht mehr durch die Algl enzymatisch degradiert wer-
den. Abbildung 100 zeigt die Modellierung der Wirkmechanismen der AlgL auf Na-Alginat (Abbildung
100 b), Ba-Alginat (Abbildung 100 c), sowie komplexiertem Na-Alginat mit pLL (Abbildung 100 d). Das
Modell beruht auf einer Substratspezifitit zu Guluronséureblocken.

Fiihrt man die Ergebnisse weiter zusammen (kinetische und optische Messungen), ldsst sich ebenso das
Schwellverhalten erkldren, das bei einer chemischen Degradierung mit z. B. Na,SO, auftritt (Abbildung
101 a und b). Durch die Ergebnisse mit sowohl fliissigem, als auch vernetztem Alginat wurde deutlich,
dass die genutzte AlgL auch vernetztes Ba-Alginat degradieren kann. Offen bleibt, ob die AlgL nur spezi-
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fisch poly-G-Blocke degradiert, oder auch eine Spezifitit zu poly-M-Bldcken besitzt. Diese Frage konnte
in dieser Arbeit jedoch nicht geklédrt werden und bedarf weiterer Experimente.
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Abbildung 101: MODELLIERUNG DER DEGRADIERUNG VON GERUSTSTRUKTUREN AUS ALGINAT MIT SPEZIFISCHEN ENZY-
MEN UND DESTRUKTIVEN SUBSTANZEN.

a Mechanismus der enzymatischen Degradierung mit Alginatlyase. b Mechanismus der chemischen Degradierung mit
Na,SO,.

Durch die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse und unter der Annahme, dass die mit Barium kom-
plexierten poly-G-Blocke nicht enzymatisch degradiert werden konnen, kann die Hypothese aufgestellt
werden, dass die enzymatische Degradierung von Alginatkugeln so schnell ablduft, dass keine bzw. nur
minimale osmotische Effekte beobachtet werden kdnnen. Die Ursache hierfiir kann darin bestehen, dass
die AlgL zwar durch die Lyase die Zahl der freien Molekiile im Innern der Kugel erhoht, gleichzeitig aber
auch die Kugel so degradiert, dass die semipermeablen Eigenschaften der Alginatkugeln nicht mehr vor-
handen sind. Ebenso konnten Kugeln beobachtet werden, die nach Applikation der AlgL an einer Stelle
aufplatzen und der Inhalt der Alginatkugel heraustritt. Hierfiir kann man die fiir die Erhhung des Kon-
trasts genutzte Alzian-Farbung heranziehen, die die duleren Bereiche der Kugel zusitzlich stabilisiert.
Abbildung 102 zeigt die Degradierung von Alginatkugeln mit AlgL und belegt das Vorhandensein einer
zusitzlich stabilisierenden Hiille, hervorgerufen durch die Alzian-Blau Farbung. Der Einfluss von intera-
gierenden Substanzen wurde am Beispiel von poly-L-Lysin in dieser Arbeit (vgl. Abbildung 80 d) unter-
sucht, und stiitzt diese Hypothese.

Durch die fortschreitende Degradierung der Alginat-Geriiststruktur, und durch eine nicht ausschlieBbare
Erhohung des osmotischen Drucks, platzt die Kugel an der schwéchsten Stelle auf. Die Degradierung der
Alginatkugeln mit Chelatbildnern wie Natriumsulfat fithrt dahingegen nur zu einer geringfiigigen Degra-
dierung, die lediglich tiber das Anschwellen der Kugeln abzuleiten ist Abbildung 101 b). Die Wirkweise
von Natriumsulfat beruht in der Komplexierung der Bariumionen, die im Alginat in Form der sog. ,,egg-
box“-Struktur gebunden sind. Durch die Zugabe des Natriumsulfats werden die multivalenten Kationen
mit dem Sulfat chelatisiert und infolge dieser Reaktion Natriumionen freigesetzt.
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Abbildung 102: ZEITLICHER
VERLAUF DER DESTRUKTION
VON ALGINATKUGELN MIT AL-
GINATLYASE UBER 60 MIN.

Nach Applikation der Alginatly-
ase sind zundichst Risse in den
Kugeln erkennbar, die im weite-
ren Verlauf immer weiter aufbre-
chen (schwarze Pfeile). Nach

40 min Inkubationszeit liegen nur
noch vollkommen degradierte
Alginatkugeln in Form einer
schalenartigen Struktur vor.
Mafistabsbalken fiir alle Bilder:
200 um.

Geht man von einer Komplexierung im Innern der Kugel aus, und zieht ferner die zunehmende Instabilitéit
der Alginat-Geriiststruktur in Betracht, so ldsst sich das Anschwellen der Kugel durch die Erhéhung des
osmotischen Drucks im Innern der Kugel erkléren, durch den Wasser bis zum Ausgleich des Konzentrati-
onsunterschieds in die Kugel einstromt. Fiir die Alginatkugeln l&sst sich somit die vereinfachte chemische
Reaktion Na,SO, + Ba*"-[Alginat] = 2 Na" +BaSO,+[Alginat] aufstellen. Dies bedeutet, dass bei der
Komplexierung eines Bariumions zwei Natriumionen freigesetzt werden, die dann den osmotischen Druck
in der Kugel beeinflussen. Durch die erhdhte Dichte der Bariumionen im Innern der Alginatkugeln wird an
dieser Stelle davon ausgegangen, dass die Wahrscheinlichkeit auch hoher ist, dass die o. g. Reaktion
hauptséchlich im Innern der Alginatkugel abléuft. Das verstérkte Anschwellen der Kugeln nach Zugabe
von Na,SQ,4im Vergleich zu EDTA kann dabei auf der unterschiedlichen Affinitat/Wirkweise der beiden
Substanzen bzgl. Barium beruhen.

Eine weitere Erklarung fiir das Schwellverhalten der Alginatkugeln beruht auf dem Austausch von lonen
zwischen Alginat und Inkubationsmedium. Bajpai et al. beschreiben in ihrer Studie [393] das Schwellver-
halten von Alginatkugeln unter verschiedenen Bedingungen. Sie stellten dabei fest, dass insbesondere Na'-
Ionen im Inkubationsmedium zu einem Schwellen der Kugeln und schlielich zu einer Degradierung fiih-
ren konnen, wohingegen eine Inkubation in destilliertem Wasser nicht zu diesem Effekt fiihrt. Aufgrund
dieser Beobachtung schlussfolgerten sie, dass das Na” in die Kugel diffundiert, Ca* ersetzt und es dadurch
zundchst zu einer Instabilitét fiihrt, die mit einer Desintegration der Alginatkugeln [393] verbunden ist.
Phosphat-Ionen, die z. B. in PBS vorhanden sind, reagieren mit den herausgelosten Ca>” zu Kalziumphos-
phat, was die Wasseraufnahme und Degradierung der Alginatkugeln hervorrutft.

Die Destruktion der Alginatkugeln nach FKS-Inkubation erfolgte, wenn liberhaupt, erst nach 60 min. Die
Beobachtung war gerade hinsichtlich der Nutzung von FKS in vielen Kulturmedien interessant, da dies die
Destruktion stark beeinflussen kann. Als Ursache dieser Beobachtung konnen zwei Erklérungen dienen
(Abbildung 103 a und b). Die naheliegende Erklarung ist ein Konzentrationsgradient der AlgL, der sich
durch die Resorption von Proteinen des FKS im Innern der Alginatkugeln einstellt. Dies ist durchaus
denkbar, da FKS eine sehr heterogene Proteinldsung ist und dadurch auch Proteine enthalten sein kdnnen,
die durch die Poren des Alginat-Hydrogels diffundieren kdnnen. Zur Zugabezeit der AlgL kann eine hohe
Konzentration von Protein im Innern vorliegen, die gemif3 der Herstellerangaben von Seren bei bis zu 35-
40 mg/ml (100% FKS) liegen kann. Hierdurch kann die Destruktion des Alginats durch die AlgL verlang-
samt werden, da das Enzym zunéichst den Konzentrationsgradienten iiberwinden muss, um an sein Sub-
strat zu gelangen. Durch Inkubation mit unterschiedlichen Konzentrationen an Serum und der damit ver-
bundenen zeitlichen Verzogerung wird diese Hypothese untermauert.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit ist die Interaktion von Bestandteilen des FKS mit den Alginatmolekii-
len. Da FKS eine sehr heterogene Proteinlosung ist [418], ist auch eine Adsorption einiger Proteine an das
Alginat denkbar, wie sie von Zheng et al. bereits fiir andere Partikel nachgewiesen werden konnte [419].
Die Beeinflussung der katalytischen Reaktion der AlgL durch eine solche Interaktion wurde in dieser Ar-
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beit durch die Destruktionsversuche mit pLL bereits gezeigt. Ob die Beeinflussung durch die geinderten
Ladungsverhiltnisse, durch sterische Inhibierung oder einer Kombination aus beidem verursacht wird,
konnte dabei nicht geklért werden. In diesem Zusammenhang ist es ferner denkbar, dass durch Proteine,
wie HSA oder FKS, mehr Wasser gebunden werden kann und die Alginatkugel dadurch stabilisiert wird
[420]. Die Ergebnisse von Schneider et al. [420] werden somit weiter untermauert und machen deutlich,
dass die Proteine auch einen definierten enzymatischen Abbau des Alginats (zumindest) verzogern kon-
nen. Unter diesem Gesichtspunkt kénnte die AlgL in Verbindung mit UHV-Alginaten auch genutzt wer-

den, um z. B. die Langzeit-Stabilitit durch Zugabe von bestimmten Reagenzien zu untersuchen.
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Abbildung 103: MECHANISMUS DER
ENZYMATISCHEN DEGRADIERUNG IN
ANWESENHEIT VON PROTEINEN.

a Bei der enzymatischen Degradie-
rung von Alginatkugeln mit vorange-
gangener Inkubation in proteinhalti-
ger Losung muss ein Stoffaustausch
von Protein in der Kugel und Alginat-
lyase aufserhalb der Kugel erfolgen.
Dieser Austausch ist fiir die verzoger-
te Degradierung verantwortlich.

b Bei einer vorangegangen Inkubati-
on in proteinfreier Losung kann das
Enzym ungehindert in die Kugel
diffundieren und die Reaktion kataly-
sieren.

Die in dieser Arbeit genutzte Methodik zur Analyse der Destruktion sphérischer Alginat-Hydrogele basiert
auf der mikroskopischen Analyse von zweidimensionalen Bildern, von denen dann auf das 3D-Modell
geschlussfolgert wird. Detailliertere Aufnahmen sind durch CLSM-Aufnahmen prinzipiell moglich, aber
in der zeitlichen Auflosung limitiert. In diesen Experimenten wurde zusétzlich zur Kontrastierung der Al-
ginatkugeln ein Farbstoff, Alzian-Blau, verwendet. Dieser ist ebenso notwendig, da durch z. B. das An-
schwellen der Kugel der Kontrast stark abnimmt und die Kugel dadurch nicht mehr sichtbar ist. Durch die
Féarbung der Alginat-Oberfliche mit dem Farbstoff kann eine Beeinflussung der Katalyse nicht ausge-
schlossen werden, muss aber zur besseren Analyse hingenommen werden. Eine Erh6hung der zeitlichen
Auflésung auf z. B. 10 s Intervalle ist empfehlenswert und moglich und sollte fiir eine Detektion schneller
Kinetiken genutzt werden. Die Kombination von mehreren spezifischen Lyasen, die die Degradierung von
Polymeren katalysieren, kann in auf den Ergebnissen aufbauenden Ansitzen zu einer Herstellung von neu-
artigen Zell-Biomaterial Systemen fiihren.

Einschatzung fiir zukiinftige Alginat-basierte Geriiststrukturen

In dieser Arbeit wurden mehrere Ansétze untersucht, um aus dem nativen bioinerten Alginat Kultivie-
rungsoberflichen zu entwickeln (siehe Abbildung 104 a), die fiir die Kultivierung von humanen Stamm-
zellen geeignet sind. Nach eigener Einschétzung sind einige Ansétze in der gezeigten Form zunéchst fiir
einfache Zellsysteme wie z. B. Fibroblasten einsetzbar. Dennoch kann durch eine weitere Verfeinerung der
Modifikationen z. B. durch die chemische Modifikation des Alginats eine Zellreaktion in Form einer Ad-
hidsion erwartet werden. Insbesondere topographische Strukturierungen von Alginaten wie z. B. die Auf-
bringung von Fasern kdnnen hierdurch zu neuartigen ECM-Derivaten bzw. Zellmodellen fithren. Die Mo-
difikationen mit Metallen (Titan) und ECM-Mischungen sind potenzielle Ansétze auch fiir komplexere
Zellsysteme, sind aber durch den Herstellungsprozess auf einfache Geriiststrukturen wie z. B. planare oder
sphérische begrenzt. Die Modifikation mit Nano- bzw. Mikropartikeln ist insbesondere von der Funktiona-
lisierung der Partikel selbst abhingig. Mit entsprechender Modifikation kann hier ein elegantes Baukas-
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tenprinzip entwickelt werden, das es erlaubt Alginat-Geriiststrukturen je nach Anforderung im Vernet-
zungsprozess zu modifizieren. Dennoch bleibt offen, ob die partikuldren Systeme mit komplexen Protein-
gemischen wie Matrigel funktionalisiert werden knnen und ob diese dann immer noch mit dem Alginat
interagieren konnen, da dies hauptséchlich durch die elektrostatische Interaktion des PEI mit dem Alginat
initiiert wird. Die Mischung von Alginaten mit ECM Proteinen mit anschlieBender Aufkonzentrierung ist
ferner auf planare Geriiststrukturen begrenzt und kann daher fiir die Nutzung bei komplexen Gertiststruk-
turen ausgeschlossen werden. Die bestmdgliche Kombination stellt demnach die kovalente Kopplung von
Molekiilen mit (strukturierten) Alginat-Geriiststrukturen dar. In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt wer-
den, dass strukturierte Alginate mittels der chemischen Modifikation derart funktionalisiert werden kon-
nen, dass hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten auf diesen Gertiststrukturen kultiviert werden konnen und
sollte somit auch auf beliebige Alginatstrukturen iibertragbar sein (Abbildung 104 b). In dieser Arbeit
wurden ferner lediglich zweidimensionale Geriiststrukturen untersucht. Es kann angenommen werden,
dass die Ubertragung der chemischen Funktionalisierung auf dreidimensionale Geriiststrukturen ebenso
anwendbar ist.
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Abbildung 104: ZUKUNFTIGE ANWENDUNGEN VON ALGINAT-GERUSTSTRUKTUREN IM KONTEXT DES TISSUE ENGINEERING.
a Die untersuchten Modifikationen in der vorliegenden Arbeit fiihren zu einer Anderung der Oberflicheneigenschaften, die
die Zellen im Gegensatz zur nativen Oberfliche zur Adhdsion befihigt. Die vielversprechendste und universale (planare und
sphdrische Geriiststrukturen) ist die kovalente Modifikation von Alginaten in Verbindung mit ECM-Proteinen. b Komplexere
Modellsysteme miissen tiber die biochemische Modifikation planarer bzw. konvexer Geriistrukturen hinausgehen, um die in-
vivo-Situation der Zellen zu adaptieren. Die Einfiihrung von Textureigenschaften wie Kandle oder Fasern mit anschlieffender
Biofunktionalisierung ist fiir weiterfiihrende Untersuchungen geeignet. ¢ Die Erkenntnisse aus diesen zukiinftigen Studien
konnen dann fiir die Konstruktion komplexer dreidimensionaler Geriiststrukturen verwendet werden, die moglicherweise

in vivo angewendet werden konnen.

Die topographische Modifikation mit Fasern ist hierbei eine potenzielle Methode, um 3D-dhnliche Umge-
bungen zu erzeugen, die dennoch auf zweidimensionalen Oberflichen basieren und damit auch eine hohe
Kompatibilitdt mit z. B. optischen Analysemethoden besitzen. Durch die Verldngerung der Fasern, wie es
bereits in Abbildung 37 gezeigt wurde, kdnnen mit der chemischen Modifikation Umgebungen geschaffen
werden, die eine dreidimensionale Interaktion der Zellen mit der Umgebung erlauben und dadurch eine
weitere Anndherung an die in-vivo-Situation darstellen. Eine Kombination von den Methoden mit dem
hdchsten Potenzial kann zukiinftig fiir die Untersuchung und Entwicklung von komplexen dreidimensio-
nalen Gertiststrukturen genutzt werden (Abbildung 104 c).

Kern-Hiille-Alginatkugeln zur Einstellung der elastischen Eigenschaften

Die zukiinftigen Anwendungsfelder werden, ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit, insbesondere
in der Verfeinerung von bestehenden Zellmodellen gesehen. Durch das Alginat ist generell eine Einstel-
lung der mechanischen Eigenschaften der Zellumgebung moglich. Aus den Erfahrungen ist dies sowohl
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fiir planare Oberflichen, als auch fiir sphirische Alginat-basierte Geriiststrukturen moglich. Hierfiir kon-
nen entweder die Parameter der Vernetzung geéndert werden, aber auch die physiko-chemischen Figen-
schaften des Alginats selbst [421].

Durch die Moglichkeit Kern-Hiille-Alginatkugeln herzustellen (siehe [74]) konnte dies auch unter Kon-
stanthaltung der unmittelbaren Adhésionsfldche erfolgen, indem nur die mechanischen Eigenschaften des
Kugelkerns variiert werden. Nach Biofunktionalisierung der Gertiststrukturen kénnen diese fiir Screenings
eingesetzt werden, um beispielsweise die optimalen mechanischen Eigenschaften der Geriiststruktur fiir
z. B. die Proliferation aber auch Differenzierung der Zellen zu untersuchen. Ein hohes Potenzial wird bei
dieser Methode bei der Differenzierung von z. B. hiPSCs gesehen, da bereits in mehreren Studien gezeigt
werden konnte, dass die mechanischen Eigenschaften des Substrats mafigeblich die Differenzierung dieser
Zellen beeinflussen kann [397, 422]. Ferner konnten dadurch in Kombination mit der hiPSC-Kultur
krankheitsspezifische Zellmodelle entwickelt werden, die fiir eine personalisierte Medizin eingesetzt wer-
den konnen. Beispielsweise konnte ein Zellmodell entwickelt werden, das sowohl die Struktur der Zel-
lumgebung eines gesunden als auch eines pathologischen Myokards [423] (z. B. Kardiomyopathie) abbil-
den und zur Wirkstofftestung eingesetzt werden kann.

Ebenso ist es moglich, auf Grundlage der erzielten Ergebnisse, Alginat-basierte Geriiststrukturen die so-
wobhl als Kultivierungsflache fiir hiPSCs, als auch fiir hiPSC-abgeleitete (differenzierte) Zellen zu entwi-
ckeln. Der Vorteil hierbei wire, dass man die hiPSC direkt auf den Oberflachen differenzieren konnten
und dieses System danach dem Tissue Engineering, der Wirkstoffsuche, aber auch Zytotoxizitatstests zu-
ginglich gemacht werden kann. Die Zwischenschritte von hiPSCs und differenzierten Zellen wurde in
dieser Arbeit nicht untersucht, sollte aber mit gingigen Differenzierungsprotokollen auf der Basis adhiren-
ter Zellen [424] moglich sein. Die Strukturierung der Geriiststruktur wird zukiinftig weiter in den Fokus
riicken, da beispielsweise die Ausrichtung der Zellen in kardialem Gewebe [411] die Funktionalitit des
Gewebes mitbestimmen. In dieser Arbeit wurde auf Basis des p-Contact-Printing hierfiir eine Methode zur
Verfiigung gestellt werden, die es erlaubt, teilautomatisiert die Hydrogele zu strukturieren. Wiirde die Dif-
ferenzierung auf diesen Geriiststrukturen erfolgen, so ldgen danach nicht nur spezialisierte Zellen vor,
sondern eine Art ,,Ready-to-use Mikrogewebe, das direkt fiir z. B. Wirkstofftests genutzt werden konnte.

Abschliefiendes Fazit und Ausblick

In einem kiirzlich veréffentlichten Artikel von Badenes et al. [425] erfolgt eine im Zusammenhang mit der
vorliegenden Arbeit interessante Schlussfolgerung. Sinngemé0 heifit es dort, dass ,,es vorstellbar ist, dass
fiir jede spezifische Anwendung (Expansion, Differenzierung [...]) Mikrotrager sorgfaltig entworfen wer-
den, um nicht nur die Zelladhdsion zu unterstiitzen, sondern [gleichzeitig] physikalische, mechanische
und/oder biochemische Signale fiir die gewiinschte Differenzierungsrichtung anzubieten®. Mogliche Stra-
tegien fir die Entwicklung solcher verbesserten Mikrotrager wiren die Untersuchung von Biomaterialien
mit verschiedenen Charakteristika (z. B. Festigkeit oder Oberflacheneigenschaften) sowie Kopplung von
Biomolekiilen an das Material selbst. Anhand des Biomaterials Alginat, wurde untersucht, welche Modifi-
kationen letztendlich eine Kultivierung von humanen Stammzellen erlauben. Die zelluldre Reaktion auf
das modifizierte Biomaterial wurde anhand der automatisierten Lebendzell-Mikroskopie nicht-invasiv in
zweidimensionalen Kulturschalen untersucht und, wenn méglich, auf Mikrotrager libertragen. Dariiber
hinaus wurden an das Biomaterial Molekiile gekoppelt, um die Bioaktivitdt des Materials weiter zu ver-
bessern und auch fiir die komplexe Kultivierung von pluripotenten Stammzellen nutzen zu kdnnen. Die
geforderten Charakteristika des Biomaterials bzgl. Festigkeit konnten mit dem Biomaterial Alginat bedient
werden, bei dem es mehrere Moglichkeiten der Variation dieses Parameters gibt. Der direkte Effekt konnte
dabei auf hiPSC-abgeleitete Kardiomyozyten beobachtet werden, der eine Interaktion von Zellen und Ge-
rlststruktur beinhaltet. Zusétzlich wurden Methoden zur Degradierung der Geriiststruktur untersucht, de-
ren Ergebnisse auch fiir Mikrotriger Giiltigkeit besitzen. Alginat-basierte Geriiststrukturen lassen sich
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demnach enzymatisch degradieren, was auf biologischer Ebene einen Vorteil gegeniiber der enzymatischen
Degradierung der Zell-Matrix-Interaktion durch z. B. Trypsin darstellt. Um den steigenden Bedarf dieser
Untersuchungen zu bedienen, stehen als weitere Resultate dieser Arbeit mehrere Ansétze zur Verfiigung,
die entweder iiber einen fluidisch vernetzten Mikroskopieautbau, oder ein Beutel-basiertes Kultivierungs-
gefil zur effizienten Herstellung von ,,hdngenden Tropfen‘ realisiert werden konnen. Es zeigte sich, dass
Alginate fiir die Herstellung bioaktiver Mikrotrager hervorragend geeignet sind und sich insbesondere
durch das Verfahren der Carbodiimid-Chemie vielféltig modifizieren lassen. Durch die Konjugation von
Tyramin ist es ferner mdglich ein universelles Oberflachensystem zur Verfligung zu stellen, dass nach
weiterer Beschichtung sogar fiir Langzeit-Kultivierung von hiPSCs und davon abgeleitete hiPSC-CM
geeignet ist. Die weiteren Ankniipfungspunkte sind die Untersuchung und Ubertragung von Differenzie-
rungsprotokollen auf die erzielten Resultate, um beispielsweise Differenzierungsroutinen auf Oberflichen
durchzufiihren, die den mechanischen Eigenschaften des Zielzelltyps entsprechen.

Abbildung 105: UBERTRAGUNG DER MODIFIKATION VON FIXIERTEN ALGINATMEMBRANEN AUF FREI SCHWIMMENDE GE-
RUSTSTRUKTUREN MIT KARDIOMYOZYTEN (HIPSC-CM).

a Makroskopische Aufnahme der Geriiststruktur mit hiPSC-CM. b Schematische Zeichnung der
Zell-Geriiststruktur-Interaktion auf frei schwimmenden Alginat-Hydrogelen. Die Kontraktion erfolgt nicht nur lateral, son-
dern verformt die Geriiststruktur dreidimensional.

Um den Anforderungen der aktuellen Ansétze des Tissue Engineerings zu geniigen, ist letztendlich eine
Ubertragung auf dreidimensionale Alginat-GS erforderlich. In einem sich an diese Arbeit ankniipfenden
Promotionsvorhaben wurden erste Experimente durchgefiihrt, die diese Ubertragung beinhalteten. Als
Zwischenergebnis dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass sich die Resultate der vorliegenden
Arbeit nicht nur auf dreidimensionale Alginatkugeln (Mikrotriger) libertragen lassen (wie in Abschnitt
4.3.5, Seite 118 gezeigt), sondern auch auf frei schwimmende, runde Alginatmembranen anwendbar sind.
Mittels der Tyramin-Modifikation mit anschlieBender Beschichtung mit ECM-Proteinen (Matrigel) wurde
die Geriiststruktur biofunktionalisiert und anschlieBend mit hiPSC-CM besiedelt. Durch das freie
Schwimmen der Geriiststruktur im Medium besitzt diese Art der Geriiststruktur zusétzliche Freiheitsgrade,
die sich auch in einer dreidimensionalen Kontraktion dulert (Abbildung 105). Die Art der Kontraktion
weist weitere Strategien fiir die Konstruktion eines dreidimensionalen Myokards abgeleitet werden. Durch
die Verbindung von zwei zellularisierter Geriiststrukturen entstiinde eine Art Herzkammer, die insbesonde-
re als Modellsystem genutzt werden kdnnte.

Das in der Einleitung verwendete Zitat ,,/t takes a village to grow a tissue* [16] von Kaplan et al. ist, nach
den Erkenntnissen dieser Arbeit, eine berechtigte Metapher im Kontext des Tissue Engineerings. Durch
die stetige Weiterentwicklung in diesem Wissenschaftsfeld werden die Mdglichkeiten bzw. Herausforde-
rungen tendenziell komplexer, sei es durch die Fortschritte im Bereich der Zellbiologie (z. B. induzierte
Pluripotenz), als auch durch den Einzug von Technologie-Plattformen (z. B. 3D-Druck). Dennoch konnten
in dieser Arbeit hierfiir Ansdtze entwickelt werden, die im Kontext des Tissue Engineerings dazu beitragen
konnen, qualitativ hochwertige Zellmodelle effizienter und qualitativ hochwertiger herzustellen.
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Anhang

CellProfilerPipeline — Simulation von Artefakten

[01. LoadImages] Laden der Original-Bilder zur Modifikation

[03./04. Resize] BildgroBe auf 20% skalieren und auf 100% zuriick skalieren (Nearest Neighbor Interpolation)
[06./07. Resize] BildgroBe auf 10% skalieren und auf 100% zuriick skalieren (Nearest Neighbor Interpolation)
[09./10. Resize] BildgroBe auf 50% skalieren und auf 100% zuriick skalieren (Nearest Neighbor Interpolation)
[12./13. Resize] Bildgrofie auf 40% skalieren und auf 100% zuriick skalieren (Nearest Neighbor Interpolation)
[15. Smooth] Weichzeichnung mit Gauss-Filter, Artefaktdurchmesser: Spx

[17. Smooth] Weichzeichnung mit Gauss-Filter, Artefaktdurchmesser: 7px

[19. Smooth] Weichzeichnung mit Gauss-Filter, Artefaktdurchmesser: 10px

[21. Smooth] Weichzeichnung mit Gauss-Filter, Artefaktdurchmesser: 15px

[23. Smooth] Weichzeichnung mit Gauss-Filter, Artefaktdurchmesser: 20px

[25. InvertForPrinting] Invertierung der Farben (Grauwerte)

[27. FlipAndRotate] Spiegelung des Bildes (Top->Bottom)

[29. EnhanceEdges] Anwendung des Sobel-Algorithmus zur Kantendetektion (Alle Kantenrichtungen)

[XX. SaveImages] Abspeicherung der jeweiligen modifizierten Bilder (png)

CellProfilerPipeline — Analyse Wachstum L929 Fibroblasten

[01. LoadImages] Laden der einzelnen Bilder (Typ: png) in die Pipeline. Die Bilder befinden sich alle in einem
Ordner und werden in aufsteigender Reihenfolge analysiert.

[02. ClassifyPixels] Klassifizierung der Grauwertbilder (Ausgabe: Grauwertbild mit Werten zwischen 1.0 und 0,
wobei 1.0 eine positive Klassifizierung bedeutet und 0 eine negative. Ebenso kdnnen Werte zwischen 1 und 0 lie-
gen.). Die Parameter fiir die Texturfeatures wurden auf nur auf Texture gesetzt, die Skalierung auf Medium (7 px).
[03. Morph] Das Grauwertbild aus Modul 03. wird mittels morphologischer Operatoren (close, Skalierung 3, einmal
angewendet) verfeinert.

[04. Smooth] Das Bild aus Modul 03. wird mittels eines Medianfilters (Skalierung 7) gegléttet.

[05. IdentifyPrimaryObjects] Mit dem Bild aus Modul 04. wird die Fliche der adhirenten Zellen bestimmt
(Durchmesser: 10-800 px, Threshold: 0.3-1.0, Methode: Otsu Global).

[06. GrayToColor] Konvertiert das Originalbild in eine RGB-Bild.

[07. OverlayOutlines] Uberlagerung der detektierten Grenzlinien der Zellen mit dem generierten Bild aus Modul 06.
[08. ConvertObjectsToImage] Umwandlung der detektierten Zellflache in ein Bild (Maske).

[09.-11. SaveImages Speichern] der Bilder zu Evaluation der Daten.

[12. MeasureObjectSizeShape] Messen der Flache der detektierten Objekte.

[13. MeasureObjectIntensity] Messen der Intensitét der detektierten Objekte.

[14. MeasureImageAreaOccupied] Messen der Fliche der Objekte im Gesamtbild.

[15. Measurelmagelntensity] Messen der Intensitit der Objekte im Gesamtbild.

[16. MeasureTexture] Messen der Texture der Objekte

[17. DisplayDataOnlmage] Anzeige des Textureparameters Entropy(10) im Bild aus Modul 08.

[18. SaveImages] Speichern des Bildes aus 17.

[19. ExportToSpreadsheet] Export der Daten (Messwerte) in eine Textdatei (Typ: csv).

[20. ConserveMemory] Loschen nicht verwendeter Daten aus dem Arbeitsspeicher.
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CellProfilerPipeline — Analyse Wachstum humane mesenchymale Stammzellen

[01. LoadImages| Laden der einzelnen Bilder (Typ: png) in die Pipeline. Die Bilder befinden sich alle in einem
Ordner und werden in aufsteigender Reihenfolge analysiert.

[02. ClassifyPixels] Klassifizierung der Grauwertbilder (Ausgabe: Grauwertbild mit Werten zwischen 1.0 und 0,
wobei 1.0 eine positive Klassifizierung bedeutet und 0 eine negative. Ebenso kdnnen Werte zwischen 1 und 0 lie-
gen.). Die Parameter fiir die Texturfeatures wurden auf Color und Texture, die Skalierung jeweils auf Large (11 px)
gesetzt.

[03. Smooth] Weichzeichnen des Bildes der Klassifizierung zur Verbesserung der Detektion in spiteren Modulen. Es
wird hier ein Gauss-Filter verwendet, wobei der Artefakt Durchmesser auf 10.0 px gesetzt wurde.

[04. IdentifyPrimaryObjects] Identifizierung von Objekten anhand der Klassifizierung (Durchmesser: 20-307200
px, Threshold: 0.5-1.0, Methode: Otsu Global)

[05. ConvertObjectsToIlmage] Konvertieren der Objekte zu einer Maske

[06. SaveImages] Speichern der Maske aus 05. als Bild zur Evaluation bzw. Dokumentation

[07. MeasureTexture] Messen der Textur der Objekte und Gesamtbildern

[08. MeasureImageAreaOccupied] Messen der Flache der Summe der detektierten Objekte

[09. GrayToColor] Umwandeln der Grauwertbilder in Color-Bilder fiir spatere Annotationen

[10. OverlayOutlines] Uberlagerung der Auslinien der detektierten Objekte mit dem Originalbild. Hierdurch kann
nach erfolgter Analyse die Giite bestimmt werden.

[11. SaveImages] Speichern der Uberlagerten Bilder zur Evaluation bzw. Dokumentation

[12. ExportToSpreadsheet] Export der Daten (Messwerte) in eine Textdatei (Typ: csv)

[13. ConserveMemory]| Loschen nicht verwendeter Daten aus dem Arbeitsspeicher

CellProfilerPipeline — Analyse Wachstum humanen induziert pluripotenten Stammzellen

[01. LoadImages] Laden der einzelnen Bilder (Typ: png) in die Pipeline. Die Bilder befinden sich alle in einem
Ordner und werden in aufsteigender Reihenfolge analysiert.

[02. GrayToColor] Umwandeln der Grauwertbilder in Color-Bilder fiir spdtere Annotationen

[03. ClassifyPixels] Klassifizierung der Grauwertbilder (Ausgabe: Grauwertbild mit Werten zwischen 1.0 und 0,
wobei 1.0 eine positive Klassifizierung bedeutet und 0 eine negative. Ebenso kénnen Werte zwischen 1 und 0 liegen.)
[04. Smooth] Weichzeichnen des Bildes der Klassifizierung zur Verbesserung der Detektion in spéteren Modulen. Es
wird hier ein Gauss-Filter verwendet, wobei der Artefakt Durchmesser auf 5.0 px gesetzt wurde.

[05. IdentifyPrimaryObjects] Identifizierung von Objekten anhand der Klassifizierung (Durchmesser: 75-1000 px,
Threshold: 0.3-1.0, Methode: Otsu Global)

[06. IdentifyPrimaryObjects] Identifizierung von Objekten anhand der Klassifizierung nach Weichzeichnen
(Durchmesser: 75-1000px, Threshold: 0.3-1.0, Methode: Otsu Global)

[07. OverlayOutlines] Uberlagerung der Auslinien der detektierten Objekte aus den Modulen 06. und 05. Hierdurch
kann nach erfolgter Analyse die Giite bestimmt werden.

[08. SaveImages] Speichern der Uberlagerten Bilder zur Evalulation bzw. Dokumentation

[09. MeasureObjectIntensity] Messen von Intensititseigenschaften der detektierten Objekte

[10. MeasureObjectSizeShape] Messen von Formeigenschaften der detektierten Objekte

[11. MeasureTexture] Messen der Textur der Objekte und Gesamtbildern

[12. ExportToSpreadsheet] Export der Daten (Messwerte) in eine Textdatei (Typ: csv)

CellProfilerPipeline — Texturanalyse von zellbiologischen Bildausschnitten

[01. LoadImages] Laden der Bildausschnitte fiir die Analyse der Textur

[02. MeasureTexture] Messen der Textur der Bildausschnitte (Scale: 1, 5, 10, 20, 50, 100)

[03. MeasureGranularity] Messen der Granularitét der Bildausschnitte (Scale: 10-20, Downsampling: 0.25)
[04. MeasureImagelIntensity] Messen der Intensitdt der Bildausschnitte

[05. ExportToSpreadsheet] Export der Daten (Messwerte) in eine Textdatei (Typ: csv)

[06.-08. DisplayScatterplot] Generierung von Scatterplots zur Evalierung der Messdaten
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Objekteigenschaften ([288, 297])

nm
Areappjent = Z p(i,j)
i,j

4.1
FormFactor = Circularity = ——
Perimeter
Eccentricity = ¢ = |22 = |1 - By
ccentricity = € = pramt (a)
Area

Solidity = Soliditit = ————
ornaity otaita Convex Area

YD)
Area

’4
Equivalent diameter = p— Area

Mean Intensityopjer: =

Fliache des detektierten Objekts [Anzahl Pixel] bzw.
[nm?].

Quantifiziert die Form des detektierten Objekts, 1,0 fiir
einen perfekten Kreis, kleiner 1,0 fiir unregelméfige
Formen.

Beschreibt die einen Kreis bei einem Wert von 0 und tiber
elliptische Formen bis zu einer Linie bei einem Wert von
1,0.

Anteil der Pixel der konvexen Hiille eines Objektes, die
sich auch im Objekt befinden. 1,0 bei einem soliden Ob-
jekt ohne Locher oder konkaven Form, oder kleiner 1,0
bei einem Objekt mit Lochern oder einer unregelméfBigen
Form.

Mittlere Pixelintensitit eines Objektes.

Gibt den Durchmesser eines Kreises mit der gleichen
Flache des Objektes an.

Texturelle dimensionslosen Eigenschaften von Objekten

Graylevel Cooccurence Matrix,
Haralick [426, 427])

GLCM (nach

Die symmetrische Matrix berechnet fiir adjazente, vor-
handene Pixelwerte eines Bildes das paarweise Vor-
kommen.

Contrast (nach Haralick [426, 428])

Map fiir die Variation von Pixelwerten zwischen Refe-
renz-Pixel und Nachbar. Hoher Kontrast bedeutet grofie
Intensitdtsunterschiede in der GLCM.

Correlation (nach Haralick [426, 428])

Map fiir die lineare Abhdingigkeit von Pixelwerten in der
GLCM

Entropy (nach Haralick [426, 428])

Berechnet anhand der GLCM die Zuféilligkeit oder Grad
der Unordnung von Pixelwerten (Homogenitit) eines
Bildes.

P(i,j,d,0) = #{((k, 1), (m,n)
€(Ly xLy)x (L, X L))k —m
=0,|l-n|=4d,I(k, 1) =i,(mn)
=ji}

wobei # die Anzahl der Elemente darstellt.

Ng_1 Ng Ng
Contrast(fy) = Z n? ZZp(i,j)
n=0 i=1 j=1

_ X 2DpG ) — patty
- 0x0y

Correlation(fs)

wobei [iy, [y, 0, und o, Mittelwert bzw. Standardab-
weichung von p, bzw. p,, darstellen.

Entropy(fy) = — z Z p(i, Nlog(p(i,)))
i
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Python Skript (Pseudocode) fur die Augmented Microscopy von hiPSC

LADE LIBRARIES cv, PIL. PIL.Image, PIL.ImageStat, scipy, numpy, scipy.ndimage.measurements, VideoCapture.Device,
os, time

INITIALISIERE Mikroskopkamera

SOLANGE kein Benutzerabbruch:
EMPFANGE Mikroskopbild
KONVERTIERE PIL to ndarray
KONVERTIERE ndarray to PIL
KONVERTIERE PIL to openCV
INITIALISIERE Benutzerausgabe (Ausgabefenster)

DETEKTIERE KANTEN (CANNY-EDGE)

VERBESSERE Detektierte Kanten mit DILATE und ERODE
BERECHNE Anzahl der Pixel von Vordergrund (weif3) und Hintergrund (schwarz)
BERECHNE Konfluenzwert = Vordergrund/(Vordergrund + Hintergrund)*100

FINDE OBJEKTE in Vordergrund
ZEICHNE MASKE (ber Vordergrund

ERSTELLE Augmented Microscope Bild
FUGE Semitransparente Maske des Vordergrunds ein
FUGE Konfluenzwert in Augmented Microscope Bild
AKTUALISIERE Ausgabefenster
WENN Benutzer-Interaktionen
“s”-Taste DANN Dokumentation und Speichern der Bilder

“ESC” DANN Benutzerabbruch und Beenden des Programms

Python Skript (Pseudocode) fur die Augmented Microscopy von Kardiomyozyten

LADE LIBRARIES cv, PIL, PIL.Image, PIL.ImageFilter, PIL.ImageEnhance, PIL.ImageStat, PIL.ImageOps, ImageFilter,
scipy, numpy, scipy.ndimage.measurements as snm, VideoCapture.Device, os, time, matplotlib.pyplot, math, scipy import
signal

INITIALISIERE Mikroskopkamera

SOLANGE kein Benutzerabbruch:

EMPFANGE Mikroskopbild

VERBESSERE Kontrast und DETEKTIERE Kanten

BERECHNE Bildeigenschaften

KONVERTIERE PIL to ndarray

KONVERTIERE ndarray to PIL

KONVERTIERE PIL to openCV

INITIALISIERE Benutzerausgabe (Ausgabefenster)

WENN Benutzerinteraktion durch “Space”
BESTIMME Intensitét von jedem Bilde Uber eine Bildfolge von 400 Bildern
SPEICHERE Intensitatwerte in ARRAY
BERECHNE Min und Max Werte in ARRAY
BERECHNE Amplitude der Intensitatswerte durch Min - Max
BERECHNE reale Dauer der Bildsequenz
ERSTELLE Diagramm der Intensitatswerte tber die Zeit
BESTIMME Kontraktion

WENN (Min — Max) < 0,1 DANN keine Kontraktion
WENN (Min — Max) > 0,11 DANN Kontraktion

SPEICHERE Bilder und Diagramm zur Dokumentation

AKTUALISIERE Ausgabefenster

WENN Benutzerinteraktion durch “ESC” DANN Beende Programm
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