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1. Einfiihrung

Der Begriff der Kryobiologie etablierte sich erst spit in den 1950er Jahren wihrend Beobachtun-
gen von Lebewesen bei tiefen Temperaturen viel frither dokumentiert wurden. Bereits 1683 wur-
de von R. Boyle eine Analyse zu ,,New Experiments and Observations Touching Cold* verof-
fentlicht, die Auswirkungen von kryogenen Temperaturen auf lebende Organismen beschrieb
(zitiert in Muldrew und McGann 1997). A. Leeuwenhook und R. Hooke, beide Erbauer und Nut-
zer von ersten Mikroskopen auf Glaslinsenbasis, beschrieben erste Beobachtungen an Schneeflo-
cken und gefrierenden Pflanzenteilen (Muldrew und McGann, 1997). Die moderne Kryobiologie
beginnt mit der Beobachtung von Luyet (1938), dass einige Hefezellen die Prozedur des Abtotens
durch Einfrieren iiberleben. Die bemerkenswerte Erkenntnis aus dieser Beobachtung, die bis heu-
te Giiltigkeit hat, war, dass die hauptsichliche Schidigung der Zellen durch den Phaseniibergang
von Wasser passiert. 1949 wurde durch einen Zufall das erste Kryoprotektivum entdeckt. Glyze-
rin wurde im Labor von A. Smith und C. Polge zur Immobilisierung von Spermien fiir mikrosko-
pische Beobachtung benutzt und nach versehentlichem Einfrieren dieser Losung eine auBerge-
wohnlich hohe Motilitdt nach dem Auftauen festgestellt (Polge et al. 1949). Erste mathematische
Modelle zur Entstehung von intrazelluldrem Eis wurden 1963 von Mazur aufgestellt und 1982
von Diller mittels Kryomikroskopie verifiziert (Diller und Cravalho 1971, Diller 1997).

Ziel der Konservierung allgemein ist es, lebende Zellen verlustarm iiber lange Zeit (Jahr-
zehnte) zu konservieren. Kryokonservierung hat in der biomedizinischen Forschung den Vorteil,
dass Kosten fiir die Kultivierung reduziert werden, da nicht benotigte Zellen nicht weiterkultiviert
werden miissen, die genetische Drift verhindert wird und das Risiko fiir Kontamination oder
Kreuzkontamination der Kultur sinkt. Ein Risiko ist bei der Lagerung von Proben in der Fliissig-
oder Gasphase von Stickstoff zwar vorhanden, aber sehr gering im Vergleich zur Kultivierung'.
In der medizinischen Praxis sind bisher nur wenige kryokonservierte Zellmodelle in Gebrauch.
Beispielweise werden kryokonservierte Blutprdparate (Erythrozyten, Plasma) in der Intensiv- und
Notfallmedizin genutzt, erythropoietische Stammzellen zur Leukémietherapie aber vor allem
profitiert die Reproduktionsmedizin von der stindigen Verfiigbarkeit und Lagermoglichkeit ge-
frorener Zellen (Spermien, Embryonen, Oozyten). Experimentell wird bereits mit kryokonser-
vierten Gewebetransplantaten, wie z.B. Cornea, Herzklappen und Ovarialgewebe, gearbeitet,
wobei ein breiter Einsatz im klinischen Alltag noch in der Zukunft liegt.

Um lebendes biologisches Material nach der Kryokonservierung verlustarm wiederzuge-
winnen, muss die intrazelluldre Eisbildung entweder komplett vermieden oder die Zellen miissen
effektiv vor den, durch Eisbildung verursachten, Schdden geschiitzt werden. Dazu bedient man
sich ausgewihlter Stoffe, die allgemein als Kryoprotektiva bezeichnet werden. Diese sind entwe-
der membrangéngig und wirken intra- und extrazelluldr oder nicht — membrangiingig und wirken
rein extrazellulir. Intrazelluldre Kryoprotektiva haben den Nachteil, dass sie nach der Kryokon-
servierung wieder entfernt werden miissen um den normalen Metabolismus der Zelle nicht zu

! Fountain et al. 1997 haben in geschlossenen Kryordhrchen in 1,2% der Proben (n = 583) eine Kontamination bei
Lagerung in fliissigem Stickstoff beobachtet. Eingebrachte offene Kulturplatten zeigten nach zweiwochiger Inkuba-
tion in Fliissig- oder Gasphase bakterielle und fungale Kontamination. Die Kontamination in der Gasphase wurde
durch Verspritzen/Verkochen von IN, erklért, wobei dieselben Keime auch durch Abstriche im Tank identifiziert
wurden. Bielanski et al. 2003 haben Kreuzkontamination in Fliissigphase nachgewiesen, wihrend Bielanski 2005
keine Kreuzkontamination fand, wenn die Proben 7 Tage in der Gasphase von Dry-Shippern gelagert wurde. Lage-
rung in der Fliissigphase wird generell als riskant eingestuft, (Bielanski et al. 2003, Clarke 1999, Fountain et al.
1997, Hawkins et al. 1996, Tedder et al. 1995) wobei das Risiko durch spezielle Versiegelung der Kryogefifie redu-
ziert werden kann (Chen et al. 2006, Clarke 1999).
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storen. Viele intrazellulire Kryoprotektiva wirken bei Raumtemperatur sogar toxisch (z.B. Di-
methylsulfoxid). Aulerdem miissen sowohl wihrend des Kiihl- bzw. Auftauvorganges als auch
wihrend der Lagerung Situationen vermieden werden, die zu Umkristallisationsvorgingen fiihren
konnen, wie z.B. zu langsame Auftauraten oder kurzzeitige Erwdrmung auf iiber -130°C wihrend
der Lagerung (z.B. durch Entnahme benachbarter Proben).

100°C - Siedepunkt von reinem Wasser 100 -
50 60 ———57,80°C - hachste im Freien gemessene Lufttemperatur
40 37°C - Stoffwechseltemperatur von Saugetieren
20 |
0°C - Gefrierpunkt von reinem VWasser 0 - 0 Wachstumsberaich kryaphiler Organismen ™)
] -20
-40 ca. -40°C — Baumgrenze
-42,15°C — homogene MNukleationstemperatur -50 4
won reinem Wasser *) -60
-78,50°C — Sublimationstemperatur von CO, ——— 1-80 -890,5°C —tiefste im Freien gemessens Lufttemperatur
-100
-137°C — Glasubergangstemperatur von Wasser **)
[ -150 4
Kryokonservierung
-185 80°C Siedepunkt von Stickstoff -200 4
-250 4
(=]
=273 15°%C (0°K) — absoluter Nullpunkt T [ C]

"y Homaogene Mukleationstemperatur: 231°K, P. Debenedetti & G. Stanley, Physics Today, 56 (6) (2003) 40 — 48,
) Glastbergang: 136°K, G. P. Johari, G. Astl and E. Mavyer, Enthalpy relaxation of glassy water, J. Chem. Phys. 92 (1990} 309-810
" H. Weide, J. Paca, WA Knorre, Biotechnologie, Gustay Fischer Verlag, Jena 1987

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der kryobiologisch interessanten Temperaturbereiche, wobei links die
chemisch-physikalischen, rechts die biologisch relevanten Daten dargestellt sind. Der Bereich der Kryokonservie-
rung lebender Zellen liegt zwischen -130°C bis -196°C.

Die Kryokonservierung von Einzelzellen ist heute mit den meisten Zellarten mit hohen Uberle-
bensraten moglich. An die Grenzen stoft die Kryobiotechnologie bei der Kryokonservierung
multizelluldrer Systeme (z.B. Tumorgewebe, Langerhanssche Inseln). Generell muss bei der
Kryokonservierung von Geweben eine hohe Uberlebensrate eingehalten werden, da tote Zellen
nicht aus dem Verband gelost werden konnen und die iiberlebenden Zellen durch die unkontrol-
lierte Freisetzung von Zytoplasma gefidhrden. Zusitzlich stellt sich das Problem des Erhalts der
extrazelluldren Matrix, um den Zusammenhalt des Gewebes zu sichern. Die Bildung von Eiskris-
tallen im interstitiellen Bereich muss bei multizelluldren Systemen ebenso kontrolliert werden
wie die im Inneren der Zelle. Gewebe bestehen aus unterschiedlichen Zellarten, die unterschied-
liche Bediirfnisse beziiglich Kryoprotektiva und Kiihlprotokoll haben.

Das wissenschaftliche Ziel dieser Arbeit war es die Kryokonservierbarkeit multizellulédrer
Systeme im direkten Vergleich mit Einzelzellen und kiinstlichen Zell-Matrix Konstrukten zu un-
tersuchen um daraus neue Ansitze zur Kryokonservierung von Geweben zu finden. Dazu wurden
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unterschiedliche Ansitze verfolgt: Die Verwendung von unterschiedlichen Zellsorten und -
systemen (z.B. Suspension, multizelluldre Systeme, Gewebeteile, adhirente Zellen) (s.h. Tabelle
1.1) erfordert an die jeweiligen Bedingungen angepasste Kryokonservierungsmethoden, wobei
das Ausmal der Unterschiede in den optimalen Kryokonservierungsbedingungen kaum systema-
tisch erforscht ist. Zudem sind bisher fiir adhédrente Zellen auf Oberflichen oder multizellulédre
Systeme wenig erfolgreiche Methoden bekannt. In diesem Zusammenhang wurde fiir multizellu-
lare Systeme ein allgemeines Modell entwickelt, mit dessen Hilfe standardméfige Tests zur Er-
probung neuer Kryoprotektiva und -protokolle erstellt werden konnen ohne auf primire Zellen
zuriickgreifen zu miissen. Neue Kryoprotektiva (z.B. Stirkehydrolysat und Trehalose) und —
protokolle, z.B. der Einschluss in eine 3D oder 2D — Matrix aus Hydrogel, wurden fiir die An-
wendung auf unterschiedlichen Zellsystemen optimiert. Der Erfolg dieser neuen Techniken und
Protokolle wurde mittels bekannter Zellkulturmethoden (Lebend/Tot -Fiarbung) und neu entwi-
ckelter Methoden, wie z.B. Hochgeschwindigkeitskryomikroskopie, ermittelt.

Tabelle 1.1: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Zellen

Name Typ Ursprung Durchmesser
[um]
1929 Adhirente Fibroblasten Zelllinie Maus 20
PC-3 Adhirente Prostatakarzinomzel- Zelllinie Human 25
len
N2a Adhirente Neuroblastomazellen Zelllinie Human 20
Erythrozyten Nicht adhdrente kernlose Blut- Primérzellen Human 5
zelle

Neuronale Vor- Adhirente neuronale Zellen Primirzellen Ratte 10
lauferzellen

Neuroaggregate Zellverbinde aus neuronalen Primérezellen Ratte 50 - 450

Vorlduferzellen, die im Laufe der
Kultivierung differenzieren

Langerhanssche  Funktionale Zellverbinde, Organ  Primirzellen  Ratte oder 80 — 500
Insel Human
Sphiroide Zellverbinde Zelllinie oder 80 - 500
aus Primérzel-
len
Tumorgewebe Pathogener Zellverband, Ovarial-  Primérzellen Human 1000

oder Mammakarzinomgewebe

Immobilisierung wird nicht nur in der Industrie zur Produktion von Biomolekiilen (Enzyme zur
Verwendung im Waschmittel) und Katalyse eingesetzt, sondern zunehmend in der regenerativen
Medizin, der ,roten* Biotechnologie (Zellen mit dreidimensionaler Anheftungsmoglichkeit, z.B.
in Collagenschwdammen oder Alginatmatrizen, verhalten sich in vielen Fillen ,,natiirlicher*, d.h.
sie entwickeln oder behalten ihre physiologische Funktionalitit eher, als in rein oberfldchenba-
sierter Kultur). Zellen, die ohne Anheftungsmoglichkeit gehalten werden, reduzieren die Zelltei-
lungs- und/oder erhohen die Apoptoserate (Hersel et al. 2003, Reddig und Juliano 2005).
Chondrozyten, beispielsweise, produzieren nur in dreidimensionaler Umgebung das fiir Knorpel
typische Kollagen, was einen Grund fiir die schlechte Heilung von Knorpeldefekten darstellt
(Weber et al. 2002, Steinert et al. 2003). Das zunehmende Interesse der Biomedizin an Zell-
Matrix Konstrukten treibt nicht nur die Herstellungstechniken voran, es besteht auerdem ein
gesteigertes Interesse an der Kryokonservierung solcher Konstrukte zum Zweck spiterer Unter-
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suchungen, dem Zusammentragen kleinerer Mengen (so genanntes ,,Pooling*) und Lagerhaltung.
Systematische Untersuchungen zu den Grundlagen der Kryobiophysik von matrixumschlossenen
Zellen sollten daher in dieser Arbeit angestellt werden.

Obwohl die Verkapselung von Zellen in sphérische Alginatkapseln bereits erfolgt und, z.B.
bei Langerhansschen Inseln zur Diabetestherapie, bereits in Tierversuchen erprobt wird zeigt die
Verkapselungstechnik noch elementare Schwiichen. Die liberwiegend dezentrale Lage der einge-
schlossenen Inseln, der Einschluss von Luftblasen und der mechanische Stress wéhrend der
Kompartimentierung und des Eintropfens ins Polymerisationsbad zeigen den Optimierungsbe-
darf. Zudem sind kaum Methoden bekannt um die Verkapselungskinetik zu untersuchen.

Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war daher die Untersuchung und Verbesserung der
Verkapselung von lebenden Zellen oder Geweben mit Alginaten. Dabei wurde mittels Hochge-
schwindigkeitsfotografie bzw. —video eine Methode zur Charakterisierung des Vernetzungsvor-
ganges entwickelt. Die Erkenntnisse aus diesen Untersuchungen geben Aufschluss iiber die Ver-
netzungskinetik von Alginat allgemein und iiber das verwendete Alginat und die Versuchsbedin-
gungen im Besonderen. Es zeigte sich, dass die Deformations — Zeit — Kurve, der ,,Fingerab-
druck®, eines eintropfenden Alginats hoch charakteristisch ist. Aulerdem wurde, aus diesen Er-
kenntnissen abgeleitet, eine Methode entwickelt, mit der Zellen im adhirenten Zustand mit Algi-
nat beschichtet werden konnen, was nicht nur zu einer flexiblen Technik zum ,tissue enginee-
ring* ausgebaut wurde, sondern auch entscheidende Vorteile zur Kryokonservierung adhirenter
Zellen brachte. Das Verfahren, lebende Zellen in situ mit Hydrogelen zu beschichten, wurde letz-
lich zum Patent angemeldet.
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2. Kryobiophysikalische und biotechnologische Grundlagen

2.1 Biophysikalische Prozesse beim Einfrieren von Zellen

2.1.1 Gefrieren wissriger Losungen

Definition Gefrierpunkt:

Der Gefrierpunkt ist die Temperatur, bei der ein Kristall in seiner Schmelze stabil ist. Wird die
Temperatur erhoht, schmilzt der Kristall, wird sie erniedrigt, wéchst er. Der Gefrierpunkt ist
meistens identisch mit dem Schmelzpunkt. 2

1. Unterkiihlung

2. Nukleation

3. Eiskristallwachstum
unter Warmefreisetzung

v

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des typischen Temperaturverlaufes beim Gefrieren wissriger Losun-
gen. Deutlich zu unterscheiden sind die Unterkiihlungsphase, die Nukleation, die durch einen plétzlichen Tempe-
raturanstieg gekennzeichnet ist und das darauf folgende Eiskristallwachstum.

Wenn die Temperatur einer Schmelze unter den Gefrierpunkt fillt, wird es energetisch giinstig in
den festen Aggregatzustand iiberzugehen. Das Gefrieren von Wasser oder wissriger Losung ge-
schieht in drei Phasen: Unterkiihlung, Nukleation und Eiskristallwachstum (Abbildung 2.1). Von
unterkiihlter Losung spricht man, wenn die Temperatur unterhalb des Gefrierpunktes liegt, aber
noch kein Eis entstanden ist. Der Geschwindigkeitsbestimmende Schritt beim Gefrieren ist die
Nukleation, die Entstehung eines Kristallkeims (auch Kristallembryo genannt). Wasser bildet ein
Netzwerk von Molekiilen, die iiber Wasserstoffbriickenbindungen miteinander verbunden sind.
Dieses Netzwerk wird als ,,flickering cluster* beschrieben. Zur Umlagerung des Netzwerks vom
Fliissig- zum Kristallzustand, miissen diese Bindungen geldst werden, bevor das Kristallgitter
entstehen kann. Der unterkiihlte Zustand ist eine metastabile Phase und kann z.B. durch mechani-
sche Erschiitterung bereits beendet werden.

Spontane Zusammenlagerung von Molekiilen zu kristallartigen Aggregaten findet in der
fliissigen Phase stindig statt aber durch die freiwerdende Energie (die Entropie nimmt ab beim
Phaseniibergang von fliissig zu fest, d.h. die Enthalpie nimmt zu, was zu einer hohen Oberfla-

* Der iiberwiegende Teil der dargestellten Informationen und Sachverhalte aus der physikalischen Chemie der Eis-
bildung in diesem und folgenden Kapiteln sind entnommen aus Fletcher (1974) und Hobbs (1974).
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chenenergie an der Phasengrenze fiihrt) dissoziieren die Kristallkeime genauso schnell wieder.
Erst ab einer bestimmten GroBe ist ein Kristallkeim stabil und wéchst. Die kritische Grof3e sinkt
mit abnehmender Temperatur. Bei —40°C betriigt die kritische GroBe 11,3 A (Radius) d.h. es sind
ca. 190 Wassermolekiile notwendig um die minimale Gro8e eines stabilen Nukleationskeimes zu
bilden (Fletcher 1970). Nukleation ist ein Vorgang der bei einer bestimmten Temperatur mit ei-
ner bestimmten Wahrscheinlichkeit stattfindet. Je groler das Wasservolumen, desto wahrschein-
licher bildet sich irgendwo ein Kristallembryo, der grol genug ist, als Kristallisationskeim zu
dienen. Das Kristallwachstum setzt in unterkiihlter Fliissigkeit ein, sobald mindestens ein Kris-
tallkeim entstanden ist.

Wissrige Losung kann selbst unter idealen Bedingungen nicht beliebig weit unterkiihlt
werden. Spitestens an der homogenen Nukleationstemperatur von etwa -40°C (der aktuelle Re-
kord der Unterkiihlung von reinem Wasser liegt bei -42,15°C) ist die minimale Gro3e so gering
(ca. 190 Molekiile), dass sich Wassermolekiile spontan zu einem Nukleationskeim zusammenla-
gern. Die homogene Nukleationstemperatur ist abhéngig vom Volumen. Fiir einen 1um gro3en
Tropfen betrégt sie -39°C und steigt um 2°C beim Anstieg des Tropfendurchmessers um den Fak-
tor 10 (Rasmussen und MacKenzie 1972, zitiert in Steponkus 1992). Fiir tierische Zellen wird
daher eine homogene Nukleationstemperatur im Bereich von -38°C - -44°C erwartet (Rall et al.
1983). Man spricht in dem Fall, wenn ausschlieBlich Wassermolekiile den Keim bilden, von ho-
mogener Nukleation.

Heterogene Nukleation findet statt, wenn in der Losung ein Nukleationskeim vorliegt, der
nicht rein aus Wassermolekiilen besteht. Ein Nukleationskeim kann ein Partikel (,,Staub*, Salz-

| T

Siedepunkt
reinen Wassers

Zugabe geldster
Stoffe senkt p der
Gefrierpunkts- fliissigen Phase

erniedrigung

- Siedepunkts-

chemisches Potential |1 [relative Einheiten]
1

erhdhung
1 Gefrierpunkt
|reinen Wassers
L} L} I L) L) I
-50 0 50 100 130
Temperatur [°C]

Abbildung 2.2: Die Verdnderung des chemischen Potentials (1) von fliissigem Wasser durch Zugabe von 16slichen
Stoffen (z.B. NaCl). Durch die Senkung des Potentials der fliissigen Phase sinkt der Gefrierpunkt bzw. steigt der
Siedepunkt der Losung, da bei einer bestimmten Temperatur stets die Phase mit dem niedrigsten p stabil ist.
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kristall, Bakterie) oder auch eine Oberfldiche mit bestimmten Eigenschaften sein. Sogar ein ein-
zelnes Molekiil kann ausreichend sein. Ein Nukleationskeim besitzt eine molekulare Oberfliche,
die in ihrem Muster von Wasserstoffbriickendonoren und -akzeptoren einem Eiskristall dhnelt.
Man weil3 z.B. von einigen Proteinen, die kryotolerante Pflanzen und Tiere als Nukleations-
keime fiir die interstitielle Fliissigkeit produzieren, sobald sie kryogenen Temperaturen ausgesetzt
werden (Duman et al. 1991). ,,.Seeding® bedeutet das kontrollierte Auslosen der Nukleation bei
einer bestimmten Temperatur durch, z.B. Applikation von Kilteschock (Anfassen des Probenbe-
hilters mit einer tiefkalten Pinzette, kurze drastische Temperatursenkung im elektrischen Ein-
friergerit), Einbringen eines Eiskeims (Osmometer) oder durch mechanische Erschiitterung.

Fiir z.B. Hepatozyten konnte nachgewiesen werden, dass die kontrollierte Kristallisation
bei -7°C (oder -14°C) vorteilhaft fiir den Kryokonservierungserfolg ist. Von ,,Seeding* spricht
man allerdings auch bei der unkontrolliert einsetzenden intrazelluldren Eisbildung, die bei vielen
Zellen im Bereich von -10°C bis -20°C eintritt (Mazur 1977). Zellen selbst besitzen keine
Nukleationskeime, beispielsweise wurde bereits 1932 von Chambers und Hale nachgewiesen,
dass trotz extrazellulirem Eis eine Amobe nur gefriert, wenn sie mit einer tiefkalten Nadel punk-
tiert wird (Chambers und Hale 1932, zitiert in Farrant 1977). Uber die Ursachen existieren ver-
schiedene Hypothesen: Eindringen von kleinen Eiskristallen wird von Mazur (1977) tiber was-
sergefiillte Membranporen oder —kanile vermutet, wihrend Steponkus und Dowgert (1981) me-
chanisch oder elektrisch induzierten Membrandurchbruch als Eintrittspforte vorschlagen. Toner
et al. (1990) postuliert einen anderen Mechanismus, die oberfldchenkatalysierte Nukleation, bei

+#0 I T ‘ T

+30 — —

langsames Gefrieren einer
0,9%igen NaCl - Lésung

+20 |+ Lésung + NaCl
06- : Lésung
= +10 -
: .
o
S 0
o
£
ﬁ -10 Lésung +
+Eis Nacix2 NaCl x 2H,0 + NaCl
-20 = - 2 -
NaCl x 2H,0 +
-30 Eis i
-40 . I} I _ I |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
NaCl [wiv]

Abbildung 2.3: Binires Phasendiagramm von NaCl und Wasser (verdndert nach Muldrew und McGann, Cryobio-
logy — A short course). Rot eingezeichnet ist der Temperatur und Konzentrationsverlauf beim langsamen Einfrieren
einer isotonen NaCl-Losung (9g/1). Sobald die Eiskristallisation einsetzt erhoht sich die Konzentration der Losung
was zu einer Erniedrigung des Gefrierpunktes fiihrt. Ab einem Anteil von ca. 22% ist die Loslichkeit von NaCl in
Wasser (bei dieser Temperatur) iiberschritten und fillt als hydratisiertes Salz aus.
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der extrazellulédres Eis die Membran oder membrangebundenes Protein so verdndert, dass sie auf
der zytosolischen Seite als Nukleationskeim dient. Alternativ wird die volumenkatalysierte
Nukleation genannt, die heterogene Nukleatoren im Zytoplasma annimmt.

Das FEiskristallwachstum nach der Nukleation lduft in drei Schritten ab: Anndherung des
Wassermolekiils, Anbindung an den FEiskristall und Abfuhr der Kristallisationswiarme. Die Ge-
schwindigkeit des Kristallwachstums wird {iberwiegend bestimmt durch die mogliche Annéhe-
rungsgeschwindigkeit des Wassermolekiils, z.B. durch die Viskositit der Losung bzw. die Ver-
figbarkeit von freien Wassermolekiilen und die Abfuhr der Kristallisationswéirme, z.B. durch
Wirmeleitfdahigkeit des Kristalls bzw. Fliissigkeit oder der Temperatur. Die Abfuhr der Kristalli-
sationswidrme bedingt die Form des Eiskristalls. Gefrieren z.B. wissrige Losungen an der Ober-
fliche, wird die Wirme iiberwiegend iiber die Eisphase abgeleitet und an die Umgebungsluft
abgegeben. Es entstehen Eiskristalle mit sehr glatter Oberflidche. Kristallisiert Eis in Fliissigkeit
oder in Luft (aus Wasserdampf), werden dendritische Formen (Schneeflocken) bevorzugt, da die
Austauschfliche an den Spitzen der Dendriten grofer ist.

Liegt Wasser nicht in reiner Form vor, sondern enthilt geloste Stoffe, ist das Verhalten
bei sinkender Temperatur komplexer. Geloste Stoffe senken allgemein das chemische Potential
(u) von Wasser, was zu einer Erhohung der Siedetemperatur und Senkung des Gefrierpunktes
fiihrt (Abbildung 2.2), da bei einer bestimmten Temperatur die Phase mit dem niedrigsten u am
stabilsten ist. Dies ist eine so genannte kolligative Eigenschaft, da die Stoffmenge fiir das Aus-
maf} der Temperaturverinderung maBgeblich ist und nicht die Stoffart. Pro Osmol sinkt der Ge-
frierpunkt von Wasser um 1,86°C. Genutzt wird dieses Phinomen z.B. bei der Salzstreuung im
Winter um Eisgldtte zu verhindern. Im binédren Phasendiagramm von Wasser-NaCl zeigt sich,
dass der Gefrierpunkt der Mischung mit zunehmendem Anteil an NaCl bis zu einer minimalen
Temperatur von ca. -21°C sinkt (Abbildung 2.3). Beim Gefrieren wissriger Losungen kommt es
stets zu einer Phasentrennung von Losungsmittel und gelosten Stoffen. Beim Phaseniibergang
kristallisiert Wasser und konzentriert die gelosten Stoffe auf. Ab der Loslichkeitsgrenze fallen
zunehmend Feststoffe aus, so dass reines Eis und hydratisiertes Salz vorliegen. Diese Phasen-
trennung ist eines der Hauptschddigungsmechanismen beim Einfrieren von Zellen (Luyet 1938).

Ein weiteres Phianomen, das in abkiihlenden Fliissigkeiten eintritt, ist die so genannte
Vitrifikation (Verglasung), die in Konkurrenz zur Kristallisation auftritt (Abbildung 2.4). Wih-
rend des Abkiihlens erhoht sich die Viskositét einer Fliissigkeit durch die sich verringernde Mo-
lekiilbewegung. Ab einer stoffspezifischen Temperatur, der Glasiibergangstemperatur T, (glass
transition temperature), sind die Molekiile unbeweglich, so dass die Phase nicht mehr von einem
Festkorper zu unterscheiden ist. Wassermolekiile sind z.B. ab -130°C nicht mehr beweglich, was
den Grund fiir die Mindesttemperatur bei der Lagerung biologischer Proben darstellt. Ab diesem
Temperaturpunkt spricht man von einem Glas, wobei die Viskositit iiber 10'*Pa s betriigt. Die
Molekiile von Losungsmittel und gelostem Stoff sind im Glaszustand ohne feste Anordnung wie

H20 Protein lon Abbildung 2.4: Schematische
Darstellung der Phasen wéssriger
E " 2 y H Losungen. a: Fliissigkeit, die Mo-
3 lekiile sind zufillig verteilt und
frei beweglich. b: gefrorene Lo-
T . 5 sung, es kommt zur Phasentren-

g .y nung zwischen Losungsmittel und
Tl LR gelosten Stoffen. c: Vitrifikation,
A ¢ keine Phasentrennung und keine

o Bewegung der Molekiile.
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in einer Fliissigkeit, aber unbeweglich wie in einem Feststoff, eine Phasentrennung tritt somit
nicht auf.

Die Wahrscheinlichkeit, mit der eine Losung verglast, hingt von zwei Faktoren ab: vom
gelosten Stoff bzw. den Eigenschaften einer Schmelze (solution approach), indem diese Stoffe
die Viskositét einer Losung erhohen, und der Abkiihlgeschwindigkeit (kinetic approach), die den
Zeitrahmen fiir die Nukleation reduziert. Fiir wéssrige Losungen eignen sich Polysaccharide, Pro-
teine, Polyalkohole, Mono- und Oligosaccharide und Zuckeralkohole. Die zwei Faktoren sind
additiv, d.h. Kiihlgeschwindigkeit und Konzentration konnen kombiniert werden, um die Vitrifi-
kationswahrscheinlichkeit zu erhdhen. Es ist beispielsweise moglich, reines Wasser zu vitrifizie-
ren, wobei die erforderliche Kiihlrate etwa 10° °C/s (Wolfe und Bryant 1999 und 2001) betrigt.
Bei Zugabe von z.B. 48% Me,SO (w/w) kann die Kiihlrate auf 2,5°C/min reduziert werden
(Baudot 2000). Vollstindige Vitrifikation ist in biologischen Proben schwer nachzuweisen bzw.
schwer durchfiihrbar. Tatsidchlich werden oftmals kleine Eiskristalle in den Zellen oder im Medi-
um beobachtet, so dass man in diesem Zusammenhang eher von einer teilweisen Vitrifikation
oder praktischen Vitrifikation sprechen sollte, was in der kryobiologischen Literatur allerdings
bisher nicht iiblich ist.
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2.1.2 Zellschidigung beim Einfrieren und Auftauen

Definition Kryokonservierung

Kryokonservierung heifit die Lagerung von Material bei tiefen Temperaturen. Im Bereich der
Biomedizin werden lebende Zellen und Gewebe bei Lagertemperaturen unterhalb von -130°C
gelagert.

Grundsitzlich sind tierische Zellen nicht in der Lage kryogene Temperaturen zu iiberleben, wobei
Kryotoleranz durch Zugabe bestimmter Stoffe und Einhalten bestimmter, optimaler Kiihlraten
kiinstlich induziert werden kann. Die Schéiden entstehen hauptsichlich durch das Einfrieren und
Auftauen und nur unwesentlich durch die Lagerung bei tiefen Temperaturen selbst. Bei Tempera-
turen unterhalb von -80°C laufen praktisch keine biochemischen Reaktionen mehr ab und unter-
halb der Glasiibergangstemperatur von Wasser (-130°C) sind Wassermolekiile immobil, so dass
keine Umkristallisation mehr stattfindet. Lediglich physikalische Zerfallsprozesse, kosmische
Strahlung und mechanische Erschiitterung konnen die Lagerdauer reduzieren.

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der
wichtigsten Schiddigungsmechanismen beim Ge-
frieren von Zellen; a: Schmelzpunkterh6hung von
Membranen, die zu verringerter Fluiditdt und Fle-
xibilitdt der Membran fiihrt und diese anfillig fiir
mechanischen Stress macht, und b: Verdnderung
der Tertidrstruktur von Proteinen durch Wasserent-
zug (Denaturierung); c: Quetschung der Zelle beim
Wachstum von Eiskristallen fithrt zur Schidigung
des Zytoskeletts und membranumschlossenen
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Beim Einfrieren von Zellen unterscheidet man zwischen zwei hauptsidchlichen Schadigungsme-
chanismen. Zum einen quetschen wachsende Eiskristalle die Zellen und beschidigen das Zy-
toskelett (Abbildung 2.5 ¢) (Nei 1970, Takamatsu und Rubinsky 1999) ebenso wie intrazellulidre
Membransysteme und den Zellkern (Bischof und Rubinsky 1993), zum anderen kommt es durch
den Wasserentzug durch Kristallisation zu diversen schidlichen Effekten, die als ,,solution ef-
fects* zusammengefasst werden (Farrant 1977). Durch die Erhohung der Osmolaritit allgemein
und vor allem der Ionenkonzentration, kommt es zur Denaturierung von Proteinen. In der analyti-
schen Biochemie ist dieser Effekt als ,,aussalzen‘ von Proteinen bekannt und wird zur deren Auf-
reinigung eingesetzt. Mit dem weiteren Verlust des Wassers durch Kristallisation schwindet die
Hydrathiille von Makromolekiilen und der Membran. Die Hydrathiille spielt beim Erhalt der
dreidimensionalen Struktur von Proteinen, und damit ihrer biochemischen Funktion, eine wichti-
ge Rolle (Abbildung 2.5 b). Biologische Membranen besitzen einen Wasseranteil von etwa 10%,
wobei Wassermolekiile sowohl in der hydrophilen Kopfregion als auch im lipophilen Teil der
Lipide zu finden sind, wo sie als Platzhalter (,,Spacer*) fungieren. Wird dieses Wasser entzogen,
lagern sich die Kohlenwasserstoffketten aufgrund der hydrophoben Wechselwirkungen (Van-der-
Waals-Krifte) dichter zusammen. Durch den festeren Zusammenhalt erhdht sich der Schmelz-
punkt der Membran. Das heifit die Membran geht vom Fliissigkristall- in den Gelzustand iiber.
Im Gelzustand ist die Membran wesentlich weniger flexibel und bricht vor allem an der Kontakt-
zone zwischen Lipiden und Membranproteinen (Abbildung 2.5 a) (Crowe und Crowe 1984). Des
Weiteren wurde das Auftreten starker elektrischer Felder durch Ladungstrennung beschrieben,
das lokal zum elektrischen Durchbruch von Membranen fiithren kann (Steponkus et al. 1985,
Grishchenko et al. 1989). Ebenso diskutiert wird das Entstehen von Radikalen, die Makromole-
kiile (Proteine, DNS, RNS, Lipide) zerstoren.

1972 wurde von Mazur und Mitarbeitern beobachtet, dass das Uberleben von CHO Zellen
(,,Chinese hamster ovary tissue cells*) bei der Kryokonservierung (unter der Verwendung kry-
oprotektiver Substanzen, s.h. folgendes Kapitel) stark von der Kiihlrate abhingt wobei es ein Op-
timum bei einer bestimmten Kiihlrate gibt. Die daraus abgeleitete Zwei-Faktor Hypothese erklart
die Existenz des Optimums damit, dass es zwei verschiedene Faktoren gibt, die die Zelle beim
Gefrieren schidigen, wobei der eine Faktor bei zu hohen, der andere bei zu niedrigen Kiihlraten
zum tragen kommt. Wird eine Zellsuspension unter den Gefrierpunkt abgekiihlt, gefriert zuerst
das extrazelluldre Medium, da es weniger geloste Stoffe enthilt und volumenméBig grofler ist als
das Zytoplasma. Wéhrend des Gefrierens kristallisiert nur das reine Wasser und die darin gelos-
ten Stoffe werden aufkonzentriert. Durch die Erhohung der externen Osmolaritdt kommt es zum
Ausstrom von Wasser aus der Zelle. Die gelosten Stoffe im Zytoplasma werden aufkonzentriert
und der Gefrierpunkt weiter erniedrigt. Der weitere Verlauf der Vorgédnge hingt wesentlich von
der hydraulischen Leitfihigkeit der Membran (Lp) und der Kiihlrate ab:

1. Niedrige Kiihlraten und/oder hohe Lp bewirken, dass die Zelle sehr viel Wasser abgibt. Da-
durch wird der Gefrierpunkt zwar so weit abgesenkt, dass die Zelle eher verglast als gefriert, aber
eine tierische Zelle kann nicht beliebig viel Wasser verlieren und am Leben bleiben. Einige Auto-
ren berichten von einem sog. kritischen Minimalvolumen von ca. 30%, das die Zelle ohne todli-
che Folgen nicht unterschreiten kann.

2. Ist die Kiihlrate hoch und/oder Lp niedrig unterschreitet die Temperatur schnell den Gefrier-
punkt des Zytoplasmas, was zur kritischen Eiskristallisation fiihrt, sobald Nukleationskeime vor-
handen sind oder die Temperatur unter die homogene Nukleationstemperatur fillt.
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Um das Uberleben der Zellen zu gewdhrleisten, muss also eine Kiihlrate gewihlt werden, die den
Mittelweg zwischen Unterkiihlung und Austrocknung beschreitet. Da jeder Zelltyp iiber eine spe-
zifische Lp verfiigt, muss auch die optimale Kiihlrate fiir jeden Zelltyp einzeln ermittelt werden.
Die Entstehung von intrazelluldarem Eis wird allgemein als todlich fiir die Zelle angesehen und
soll bei der Kryokonservierung unbedingt vermieden werden. Um Vitrifikation des Zytoplasmas
zu erreichen, wurden unterschiedliche Verfahren und Kryomedien entwickelt. Beim so genannten
,equilibrium freezing* (Mazur 1990) wird dem Zytoplasma durch langsames Abkiihlen und Ge-
frieren kontrolliert Wasser entzogen und dadurch Vitrifikation des Zytoplasmas erreicht oder die
gesamte Probe (Zellen und extrazelluldres Medium) durch ,,non-equilibirum freezing* oder Vitri-
fikationsprotokolle (Fahy et al. 1984) verglast. Dies geschieht durch Applikation hoher Konzent-
rationen von kryoprotektiven Substanzen in Kombination mit sehr schnellen Kiihlraten.

Beim Auftauen von Zellen kommt es intrazelluldr voriibergehend zu sehr hohen Osmola-
ritdten, wenn die Eiskristalle schmelzen und das, in den ,,Taschen* zwischen den Eisdendriten
aufkonzentrierte Zytoplasma erst nach und nach verdiinnt wird. Aufgrund des osmotischen Gra-
dienten stromt daraufthin Wasser in die Zelle. Dies kann zur Lysis fithren, wenn die Membran den
hydrostatischen Druck nicht aushilt. Hohe Auftaugeschwindigkeiten werden als vorteilhaft ange-
sehen, weil die Membran schneller ihre Fluiditit und ihre Flexibilitéit zuriickgewinnt (Muldrew
und McGann 1994). Auch bei vitrifizierten Zellen kann es beim Auftauen zu zusétzlichen Schi-
den kommen. Wenn vitrifizierte Zellen wieder erwdrmt werden, miissen sie eine kritische Tem-
peraturspanne iiberwinden. Das hochviskose, verglaste Zytoplasma wird fliissig, bevor der
Schmelzpunkt erreicht wird. In diesem Zustand ist es unterkiihlt und damit anfillig fiir Eiskeim-
bildung bzw. fiir das Gefrieren. Man spricht in dem Zusammenhang von Devitrifikation. Mazur
et al. zeigte 1977, dass im Zytoplasma bereits beim Einfrieren Eiskristalle entstehen, die jedoch
nicht weiter schédlich sind, sofern sie eine gewisse Grofle nicht {iberschreiten.

Beim Auftauen kann es aber zur Umkristallisation oder Rekristallisation kommen, wenn
kleine Kristalle fusionieren oder auf Kosten des Wachstums von groBeren Kristallen verschwin-
den. Grofle Kristalle sind energetisch giinstiger, wegen des geringeren Oberfldchen / Volumen-
verhiltnisses aber fiir die Zelle auf jeden Fall schidlich. Durch hohe Auftauraten kann das Kris-
tallwachstum jedoch bis zum Erreichen des Schmelzpunktes verringert und zumindest die Entste-
hung grofler Kristalle verhindert werden. Wéhrend die unterschiedlichen Einfriergeschwindigkei-
ten je nach Art des verwendeten CPAs noch diskutiert werden, herrscht Einigkeit dariiber, dass
die Auftaurate so hoch wie moglich sein sollte (Wolfe und Bryant 2001). Mikroskopisch kann die
Devitrifikation bzw. die Rekristallisation von Zellen beim Auftauen beobachtet werden. Vitrifi-
zierte Zellen oder Zellen, die sehr kleine Eiskristalle enthalten, sind transparent, da kleinste Eis-
kristalle weder mit Licht- noch Elektronenmikroskopischen Methoden (Gefriersubstitution und
TEM) detektiert werden konnen (Luyet 1955, Luyet et al. 1962). Wenn die Devitrifikation ein-
tritt, kommt es zur Verdunkelung des Zytoplasmas, weil Eiskristalle im Gegensatz zu Glas das
Licht streuen. Dieses Phanomen wird ,.flash-out* genannt.

2.1.3 Kryoprotektive Substanzen

Tierische Zellen sind von Natur aus nicht in der Lage Einfrieren und Auftauen zu iiberleben,
Kryotoleranz kann jedoch durch Zusatz von CPAs (cryoprotective agents) kiinstlich induziert
werden. 1938 wurde von Sztein entdeckt, dass Kryotoleranz in Froschspermien durch einfrieren
in saccharosehaltiger Losung erreicht werden kann. 1949 folgte die Entdeckung von Glyzerin als
CPA durch Polge und dessen Mitarbeiter.
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Man unterscheidet generell zwischen membrangingigen und nicht - membrangingigen CPAs.
Ebenfalls verwendet werden die Begriffe intra- und extrazellulire CPAs, wobei beachtet werden
muss, dass die so genannten intrazelluldren CPAs auch im Extrazelluldrbereich vorkommen. Zu
den membrangingigen gehoren kleine, amphiphile Molekiile wie Glyzerin, Ethylenglykol und
Dimethylsulfoxid (Me,SO, DMSO) (Abbildung 2.7). Diese CPAs zeichnen sich durch ihre Fi-
genschaft aus in dhnlicher Art wie Wasser an Makromolekiile wie Proteine, Nukleinsduren und
Lipide zu binden. Die rdumliche Struktur und damit auch die Funktion der Makromolekiile wer-
den auf diese Weise bewahrt. Aulerdem bilden einige CPAs wie Me,SO in hoheren Konzentra-
tionen Komplexe mit Wasser (Abbildung 2.6). Wegen der Permeabilitit der Membran befindet
sich das CPA im Zytoplasma in etwa derselben Konzentration wie im Medium. Wihrend des
Gefriervorgangs, wenn die Losung durch Wasserentzug aufkonzentriert wird, wird auch die Kon-
zentration des CPA auBler- und innerhalb der Zelle stark erhoht. Membrangéngige CPAs verhin-
dern in geringen Konzentrationen nicht das Gefrieren der Zelle, aber reduzieren die Menge und
die Schédden durch intrazellulédres Eis (Lovelock 1953; Farrant 1969) moglicherweise auch durch
Komplexbildung mit Wasser (Murthy 1998).

Von geringen Konzentrationen spricht man bei Konzentrationen von bis zu 1 Mol, was
ca. 7,1% Me,SO (v/v) oder 7,4% (v/v) Glyzerin entspricht. Die Wirkung von Me,SO wird durch
den Ersatz der Hydrathiille von Makromolekiilen erklirt. Tatsdchlich konnte im Versuch eine
Dehydrierung der Zellmembran unter gleichzeitiger Erhdhung der Membranpermeabilitidt durch
Anwesenheit von geringen Mengen Me,SO (wenige %) festgestellt werden (Gordeliy et al. 1998,

27
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Abbildung 2.6: Gleichgewichtsphasendiagramm von Wasser und Me,SO (verindert nach Myrthy 1998). Die
durchgezogenen Linien stellen die Liquiduskurve der Mischung dar. Ausgefiillte Punkte wurden durch DSC (dif-
ferential scanning calometry), leere Punkte durch die Dieelektrische Methode bestimmt. I, steht fiir hexagonales
Eis, S, fiir das Vorhandensein von 1:1 Wasser-Me,SO Komplexen, S, fiir 2:1 Komplexe und Spyso fiir kristallines
Me,SO. Demnach ist der Gefrierpunkt einer Wasser — Me,SO Mischung zwischen 0,2 und 0,4 am niedrigsten mit
ca. -63°C - -70°C (x,,, = Molenbruch; 0,2 — 0,4 entsprechen 54% - 76% (v/v) Me,SO).
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Wood und Wood 1975). In hohen Konzentrationen (einige mol/l) angewendet kénnen membran-
gingige CPAs zur vollstindigen Vitrifikation von Zellen und Medium fiihren. Die dafiir notwen-
digen Konzentrationen (Me,SO 45% (w/w), was ca. 6,5M entspricht) wiirden bei Raumtempera-
tur innerhalb kurzer Zeit zum Zelltod durch Storung des Stoffwechsels und osmotischem Schock
fiihren und miissen daher unter schrittweiser Erh6hung der Konzentration oder gekiihlt zugege-
ben werden (sh. z.B. Pegg et al. (2006) Liquidus Tracking Method). Chen und Mitarbeiter doku-
mentierten (2007) das osmotische Verhalten einer Blutzelllinie und zeigten dass es, obwohl
Me,SO membrangiéngig ist, zu einer osmotischen Reaktion kommt. Nach Austausch des Medi-
ums gegen isotone NaCl-Losung mit 1,5M Me,SO (entspricht ca. 10%) schrumpfte die Zelle in-
nerhalb von zehn Sekunden auf 70% ihres Normalvolumens und erreichte nach ca. zwei Minuten
wieder ihr urspriinliches Volumen. Bei dreifach konzentrierter PBS-Losung (Osmolaritit ca.
900mOsmol) zeigte sich nach anfidnglichem Schrumpfen der Zelle keine Gegenregulation inner-
halb des Versuchszeitraums von 120 Sekunden.

Nach dem Auftauen muss das CPA durch schrittweise Verdiinnung kontrolliert aus der
Zelle entfernt werden um starke osmotische Schwankungen zu vermeiden. Me,SO als 10%ige
Losung wird zwar heute standardmiBig mit iiberwiegend hohen Uberlebensraten (z.B. 1.929 90 —
98%; Ehrhart et al. 2008) zur Kryokonservierung von tierischen Zellen verwendet, dennoch be-
steht die Notwendigkeit andere Methoden zu entwickeln, da Me,SO bei nicht kryogenen Tempe-
raturen zytotoxisch wirkt und daher schwerlich fiir medizinische Anwendungen verwendet wer-
den kann (Fahy 1986). Me,SO kann aullerdem bei Stammzellen Differenzierung auslosen (Adler
et al. 2006, Katkov et al. 2006). Nicht-membrangingige CPAs sind im Allgemeinen hochmoleku-
lare Stoffe, wie z.B. Polysaccharide (HES (Hydroxyethylstirke), Dextrine und Karragene), Pro-
teine und Polyalkohole. Auch Oligosaccharide, wie Saccharose und Trehalose und Methylamine
(Betain) werden als CPAs verwendet. Die kryoprotektive Wirkung dieser Stoffe erkldrt man sich
durch den Schutz der Zellmembran von auflen, Reduktion der Eismasse (Farrant 1969, Lovelock
1953) und durch den kolloidosmotisch induzierten Wasserentzug. HES wird zusammen mit Glu-
kose in Blutbanken standardméfig zur Kryokonservierung von Blutkonserven verwendet. Insge-
samt gelten nicht-membrangingige CPAs zurzeit als weniger effektiv als membrangéngige. Viele
kryoprotektive Stoffe, membrangingige und nicht-membrangingige, zeichnen sich zusitzlich
dadurch aus, dass ihre Viskositit bei Temperaturabnahme, oft auch in Kombination mit Aufkon-
zentrierung durch Eiskristallbildung, besonders stark zunimmt, was die Wahrscheinlichkeit der
intra- und extrazelluldren Vitrifikation erhoht (Kerr et al. 1994, Maltini et al. 1995, Morris et al.
20006).

OH HO —OH
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Abbildung 2.7: Molekulare Struktur hdufig verwendeter CPAs: Glyzerin (links), Me,SO (Dimethylsulfoxid,
DMSO) (Mitte) und Trehalose (rechts). Im Vergleich der unterschiedlichen Kryoprotektiva féllt auf, dass sie insbe-
sondere Wasserstoffbriickendonoren und —akzeptoren besitzen (Hydroxylgruppen). Me,SO zeigt zudem eine was-
serdhnliche Struktur und Elektronegativititsverteilung.
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Besondere Aufmerksamkeit gilt seit einigen Jahren der Trehalose (Abbildung 2.7). Dieses Disac-
charid aus zwei Glukoseeinheiten wurde in zahlreichen kilte- und austrocknungstoleranten Le-
bewesen, wie Hefen, Tardigraden und einigen Nematoden nachgewiesen und als die entscheiden-
de Substanz fiir deren Uberleben ausgemacht (Crowe und Crowe 2000). Trehalose ersetzt die
Hydrathiille von Proteinen und Membranen, indem es mit ihren Hydroxylgruppen Wasserstoff-
briicken zu denen der Makromolekiile bildet (,,water-replacement theory*). Membranen, die in
Gegenwart von Trehalose dehydriert wurden, behielten den Fliissigkristallcharakter bei (Crowe et
al. 1984, Leslie et al. 1994, Crowe et al. 1998). Auf Zellmembranen hat dieser Zucker zudem
einen ,,verhirtenden* Effekt: die hydraulische Leitfdhigkeit der Membran wird gesenkt (Anchor-
doguy et al. 1987, Reuss et al. 2004). Die Reduktion der hydraulischen Leitfdhigkeit konnte dazu
beitragen, dass die Antwort auf kurzfristigen osmotischen Stress beim Einfrieren und Auftauen,
das Schwellen oder Schrumpfen der Zelle, langsamer verlduft und daher geringere Ausmafle an-
nimmt.

Trehalose hat inzwischen weitereichende Verwendung in der Kryokonservierung von tie-
rischen Zellen gefunden. Da CPA ihre Wirkung am besten entfalten, wenn sie an beiden Seiten
einer Membran vorliegen wurden zahlreiche Methoden entwickelt, den membranimpermeablen
Zucker in tierische Zellen einzuschleusen. Der Einbau der Gene, die fiir die Trehalosesynthese
notwendigen Enzyme codieren, wurde zwar erfolgreich an humanen Fibroblasten durchgefiihrt
(Guo et al. 2000) und die Zellen iiberlebten die vollstindige Austrocknung, aber an Zellen, die
fiir die Transplantation oder die Fortpflanzung bestimmt sind, kann Genmanipulation aufgrund
des unkontrollierten Einbaus ins Genom nicht angewendet werden. Humane und murine Oozyten,
denen mit einer Mikrokaniile Trehalose injiziert wurde, konnen mit Uberlebensraten von unge-
fahr 80% kryokonserviert werden (Eroglu et al. 2002 und 2003). Dieses Verfahren ist aber offen-
sichtlich nur fiir sehr grofe Zellen geeignet.

Eine andere Methode macht sich die mit dem Phaseniibergang bei niedrigen, aber nicht
kryogenen Temperaturen verbundene, voriibergehende Permeabilitit der Membran zunutze
(Beattie et al. 1997). Trehalose kann aber auch durch Pinocytose und andere unspezifische Wege
in Zellen gelangen. Inkubation der Zellen in trehalosehaltiger Losung kann bereits ausreichend
sein, um das Uberleben der Zellen zu gewihrleisten. Um auf diese Weise geniigend Trehalose in
eine Zelle einzubringen, muss die Zelle iiber ein sehr hohes Oberfldche/Volumenverhiltnis ver-
fiigen. Thrombozyten, auf diese Art mit Trehalose beladen, wurden erfolgreich gefriergetrocknet
und rehydriert (Wolkers et al. 2001). Eroglu und Mitarbeiter (2000) benutzten ein gentechnisch
verdandertes a-Hadmolysin von Staphylococcus aureus um Trehalose in Fibroblasten und Kerati-
nozyten einzuschleusen. Fiir Zellen, unterschiedlicher Art und Grofle, eignet sich z.B. die E-
lektroporation in trehalosehaltiger Losung (Mussauer et al. 2001, Shirakashi et al. 2002).

Des Weiteren sind so genannte akzessorische Stoffe bekannt, die in sehr geringen Kon-
zentrationen in Kombination mit einem CPA verwendet werden und dessen Kryokonservierung-
serfolg erhohen. Enzymatische Katalysatoren, die reaktive Sauerstoff-Spezies oder Sauerstoff
selbst abbauen, konnen den Kryokonservierungserfolg steigern. Katalase, allein oder in Kombi-
nation mit Superoxid Dismutase, erhoht deutlich die Uberlebensrate von Mausoozyten wenn es in
Konzentration von wenigen 10 U/ml zugegeben wurde (Dinara et al. 2001, Sasnoor et al. 2005).
Ahnlich wirkt Oxyrase, ein Enzym aus E. coli (Mazur et al. 2000). Auch Radikalfinger auf nicht-
enzymatischer Basis wie Ascorbinsdure, reduziertes Glutathion oder Tocopherol, wurden bereits
verwendet. Eine weitere Moglichkeit, die oft bei der Kryokonservierung von Spermien verwendet
wird, ist die Zugabe von Cholesterin zur Modifikation der Membranfluiditit. Cholesterin wirkt
stabilisierend auf die tierische Zellmembran, beispielsweise wird es vermehrt bei der Kilteakkli-
matisierung produziert (in Pflanzen verlduft die Regulation des Membranschmelzpunktes iiber
Saturierung- bzw. Desaturierung der Fettsdureketten). Cholesterin lagert sich zwischen die
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Phospholipide und verhindert zu starke hydrophobe Wechselwirkungen, senkt also deren
Schmelzpunkt. Anti-Freeze — Proteine (AFP) konnen die Vitalitidt von Zellen nach der Kryokon-
servierung ebenfalls positiv beeinflussen. Die Hamolyse roter Blutzellen nach der Kryokonser-
vierung in HES (Hydroxyethylstirke) wurde beispielsweise durch Zugabe von AFP aus der Win-
terflunder von 45% auf 15% reduziert (Carpenter und Hanssen 1992).

Lagerungszeiten von 2 bis 315 Tagen von humanen Spermien auf Trockeneis sind nach
Sawada (1964) moglich, wobei die Motilitdt der Spermien ab -79°C rapide abnimmt (Ackerman
1968). Auch spitere Versuche mit humanen Blutplittchen (2 Jahre bei -80°C, Valeri et al. 2006)
oder peripheren Blutstammzellen (Lagerdauer unter 6 Monate, Galmes et al. 2007) zeigen, dass
man diese bei -80°C lagern kann. Diese tiefkalten Temperaturen haben im Gegensatz zur Lage-
rung bei anderen Temperaturbereichen (Trocknung und Lagerung bei Raumtemperatur, Kiihl-
schrank bei 4°C, Kryokonservierung bei -20°C) den entscheidenden Vorteil dass biochemische,
chemische und physikalische Reaktionen bzw. Vorginge so sehr verlangsamt werden (bzw. die
Bewegung von Wassermolekiilen komplett unterbleibt), dass das Material nach Jahrzehnten noch
nahezu unverédndert vorgefunden wird.

Die empfohlene Lagertemperatur von unterhalb -130°C ergibt sich aus der Glasiiber-
gangstemperatur von (reinem) Wasser. Unterhalb dieser Temperatur finden keine Bewegungen
der Wassermolekiile statt, die zur Umkristallisation (groBe Kristalle wachsen auf Kosten der
Kleinen) fithren (Meryman 1963). In einem grofl angelegten Experiment zeigten Vysekantsev et
al. 2005, dass die einjidhrige Lagerung verschiedenster Zellen (E. coli, S. cerevisiae, embryonale
Leberzellen, u.a.) bei Temperaturen von -100°C bis -196°C ohne Vitalitdtsverlust moglich ist.
Temperaturschwankungen von z.B. -196°C auf -100°C hatten dagegen bei allen Zelltypen einen
drastischen Riickgang der Vitalitidt zur Folge, wobei unklar ist, ob bei der Umlagerung kurzfristig
und unkontrolliert hohere Temperaturen aufgetreten sein konnten. Kryordhrchen mit einem Vo-
lumen von 1ml konnen sich, wenn sie aus dem Lagerbehilter entnommen werden und bei Raum-
temperatur gehalten werden, innerhalb einer Minute von -80°C auf ca. -10°C erwidrmen (unverof-
fentlichte Daten). Zusammenfassend kann man sagen, dass kurze Lagerzeiten von bis zu 2 Jahren
fiir bestimmte Zellen (Spermien und Thrombozyten) bei -80°C moglich sind, fiir lingere Lager-
zeiten Temperaturen unterhalb -130°C empfehlenswert sind. Das Problem bei der Kryokonser-
vierung ist weniger die Lagerung, sondern die dazugehorigen Einfrier- und Auftauprozesse.

2.1.4 Probleme bei der Kryokonservierung von Geweben

Kryokonservierte Gewebe werden bereits klinisch eingesetzt z.B. kryokonserviertes Ovarialge-
webe um die Fertilitdt nach Zytostatikabehandlung wiederherzustellen (Woods et al. 2004, Picton
et al. 2000). Generell gilt jedoch, dass Gewebe mit geringerem Erfolg als Einzelzellen kryokon-
serviert werden konnen, z.B. Chondrozyten iiberleben als Einzelzellen zu 80% die Kryokonser-
vierung, Zellen im Knorpelgewebe mit 5% (Pegg 2001). Ein Unterschied zwischen Geweben und
Einzelzellen ist die GroBe, die die Diffusionsstrecke fiir CPAs verldngert. Die Diffusion ins Inne-
re des Gewebes dauert ldnger, wihrend duBlere Zellschichten lingere Inkubationszeiten ertragen
miissen.

Unter der Annahme, dass die Diffusion durch Gewebe nicht verlangsamt wird, erreichen
daher Me,SO-Molekiile in einem 400um grolen Sphéroiden bereits nach 22s das Zentrum, wih-
rend ein Angleich an die AuBlenkonzentration in ca. 66s erreicht wird. In einem Gewebestiick von
ca. 2mm Durchmesser findet der Angleich erst nach ca. 30min statt (s.h. auch Abbildung 5.3).
Newton et al. 1998 bestimmte experimentell mittels NMR (nuclear magnetic resonance) einen
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relativen Anteil von Me,SO in einem Gewebezylinder (4mm Durchmesser und 2mm Dicke) nach
ca. 90min Inkubation bei 4°C von 0,9. Unterschiedliche Gewebe zeigen jedoch unterschiedliche
Gleichgewichtskonzentrationen von CPAs nach einer Stunde Inkubationsdauer: Arterien (Kanin-
chen): 99-100% der AuBenkonzentration von Me,SO, wihrend Lebergewebe nur 75% der Au-
Benkonzentration aufnimmt (Bateson et al. 1994 und Fuller et al. 1994, beide zitiert in ElImoazzen
et al. 2005). Dies wird durch unterschiedliche osmotische Driicke der biologischen Komponenten
im Gewebe erklirt, die das Gegengewicht zur extrazelluldren Losung darstellen (Elmoazzen et al.
2005).

Die Diffusionsgeschwindigkeit errechnet sich nach der Einstein-Smoluchowski-Gleichung:

x2=2Dt x = Strecke
D = Diffusionskoeffizient (Me,SO = 0,9 x 10° mm?2 s™)
t = Zeit

) Ax
wie folgt: —=—
A Ax

Nicht nur das Eindringen von Kryoprotektiva, sondern auch das Ausstromen von Wasser und der
Entzug von Wirme sind in groen Gewebeteilen verlangsamt. In groen Proben (cm-Bereich)
kann das Auftreten von thermomechanischen Spannungen bzw. von Spannungsrissen beim Ein-
frieren direkt beobachtet werden. In kleinen Hepatozytensphéroiden (ca. 75-150um Durchmes-
ser) wurde von Korniski et al. (1999) ein im Vergleich zu Einzelzellen deutlich verlangsamter
Wasserausfluss bei osmotischen Schwankungen durch Kiihlung bzw. Eisbildung nachgewiesen.
Verlangsamter Wasserausfluss begiinstigt die Bildung von gefihrlichem intrazelluldrem Eis, wo-
bei bei multizelluldren Systemen zusitzlich die extrazelluldre Eisbildung beriicksichtigt werden
muss. Eisbildung zwischen den Zellen (interzelluldre Eisbildung) zerstort Zell-Zell und Zell-
Matrix Verbindungen ebenso wie Blutgefifle in vaskularisierten Geweben (Acker et al. 2000 und
2001). Das Wachstum von interzellularem Eis wird durch Zufluss von Wasser durch Poren im
Gewebe und durch Diffusion aus den Zellen gefordert (Abbildung 2.8).

Neben den biophysikalischen Problemen bei der Kryokonservierung von multizellulidren
Systemen ergeben sich Schwierigkeiten bei der experimentellen Durchfiihrung. Primére Proben
zeichnen sich durch hohe Heterogenitit aus. Dabei kann der Zustand des Spenders, Alter, Ge-
schlecht, Immunstatus und die natiirliche genetische Variabilitét eine Rolle spielen. Bei speziel-
len Proben, wie z.B. Tumorgewebe, beeinflusst die medizinische Vorbehandlung durch z.B. Zy-
tostatika den Zustand der Probe.

Abbildung 2.8: Eiswachstum im interzelluliren Bereich. In

porése Matrix einer porosen Matrix wird der Eiskristall wird durch Zufluss
N von Wasser durch Poren (im Gewebe oder Blutgefilie) sowie
durch Diffusion von Wasser aus Zellen genihrt. Das Kristall-

wachstum kann Zell-Zell- und Zell-Matrixkontakte sprengen.
AN
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Auch die Verfiigbarkeit und Hiufigkeit der Proben ist nicht immer gegeben; um an humane Ge-
webeproben zu gelangen, ist ein Zugang zu einer Spezialklinik mit hoher Probenfrequenz not-
wendig. Eine Abhilfe schaffen hier in begrenztem Mall Modellsysteme, an denen die grundsitzli-
chen Phidnomene und biophysikalischen Probleme bei der Kryokonservierung untersucht werden
konnen. Fiir multizelluldre Systeme bieten sich hier Sphiroide an (Holtfreter, 1944; 1947; und
Moscona, 1952; 1957; beide zitiert in Santini et al., 2000). Zur Untersuchung der Carcinogenese
(Tumorzellen), Angiogenese (Tumorzellen, Fibroblasten), Wundheilung, Zellmigration und Ge-
hirnentwicklung (neuronale Vorlduferzellen) werden unterschiedlichste Zelltypen verwendet
(Landry 1982, Oudar 2000). Um Angiogenese in Tumorsphiroiden auszuldsen, ldsst man die
Sphéroide eine kritische Grofe iiberschreiten oder reduziert die Sauerstoffversorgung, so dass
durch Unterversorgung stagnierende bis nekrotische Kerne entstehen. Zur Simulation von gesun-
den Gewebeteilen oder Langerhansschen Inseln in der Kryobiologie sollten daher gut versorgte,
vitale Sphéroide eingesetzt werden.
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2.2 Einschlussimmobilisierung mit Alginaten

Definition: Immobilisierung ist die rdumliche Fixierung von Bakterien, Zellen oder Enzymen in
Gelpartikeln, Kapseln oder auch in umgrenzte Reaktionsrdume.

Einschlussimmobilisierung von endokrinen Zellen oder Geweben in Alginatkapseln wurden
erstmals von Lim & Sun 1980 durchgefiihrt. In vielen weiteren Studien zeigten sich Kapseln aus
Alginat vorteilhafter als andere Bio- oder kiinstliche Polymere (de Vos et al. 2006). Zurzeit sind
zwei verschiedene Modelle fiir die immunisolierte Transplantation in Gebrauch: Calcium- und
Bariumalginatkapseln (Ponce et al. 2006). Calciumalginatkapseln miissen mit einer Polykation-
schicht (Poly-D-Lysin, Poly-L-Lysin, Poly-L-Ornithin) zur mechanischen Stabilisierung umge-
ben werden, wobei diese Schicht die Kapseln anfillig fiir zelluldren Uberwuchs macht. Barium-
alginatkapseln haben den Vorteil, dass kein detektierbarer fibrotischer Uberwuchs entsteht (Haa-
se et al. 1996, de Vos et al. 1997 und 1999, Ponce et al. 2006). Polymerisation mit Barium hat
ebenfalls den Vorteil, dass das Hydrogel mechanisch stirker wird (Smidsrod 1974), wobei jedoch

kein Austritt von toxischem Barium nachgewiesen werden konnte, wenn die Kapseln nach der

Polymerisation griindlich genug gewaschen wurden (Thu et al. 1996).

2.2.1 Gewinnung von Alginat

Alginat ist ein saures, unverzweigtes Polysaccharid, das aus den Zellwinden von Braunalgen
gewonnen wird. Alginat wird in der Lebensmittel-, Kosmetik- und Arzneimittelindustrie als Ver-
dickungsmittel eingesetzt, sowie in der Immobilisierungstechnik fiir Zellen unterschiedlicher Art
(Martinsen et al. 1989, Smidsrod und Skjak-Braek 1990). Die Braunalgen fiir diese Alginate
werden komplett maschinell geerntet und verarbeitet. Der Reinheitsgrad liegt jedoch deutlich
unter dem von UHV-CG - Alginat (ultra hoch viskoses Alginat von klinischer Reinheit (clinical
grade)), das fiir die Immunisolierte Transplantation eingesetzt werden kann (Zimmermann et al.
2001). Bei der Gewinnung von UHV-CG - Alginat werden ausschlieBlich die geschélten Stingel

(Cauloide) der Alge verwendet. Es wird von der (manuellen) Ernte bis zur Anwendung auf

grofftmogliche Reinheit bzw. Sterilitdt geachtet. Das Extraktionsverfahren ist speziell darauf aus-
gelegt, durch schonende Methoden die groftmogliche Kettenldnge der Polymere zu erhalten,
denn das Immunsystem reagiert generell weniger auf hochmolekulare als auf niedermolekulare
Stoffe.
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung des Egg — Box Modell von Alginat: Links: an das negativ geladene
Alginatmolekiil lagern sich einwertige Kationen an wobei die Alginatketten gegeneinander verschiebbar bleiben;
Rechts: Zugabe von zweiwertigen Kationen, wie z.B. Ca**, bewirkt eine Vernetzung zweier oder mehrerer Algi-
natmolekiile tiber die Kationen.



2. Grundlagen

20

Rohmaterial

Als Rohmaterial dienen
getrocknete,

S

Vorbehandlung mit HCI

geschnittene
Algenstangel.

[ Die Vorbehandlung
dient dazu gebundene
Proteine zu entfernen

oder Ethanol

S

Extraktion

(HCI) oder Pigmente
herauszulosen.
[ Bei der Extraktion wird
Kalzium komplexiert so

@

Vor- und Sterilfiltration

dass Alginat in Losung
geht.

Vor- und Sterilfiltration
laufen in einem

w

Fallung

kombinierten Filter ab.

Um hochreines Alginat
zu erhalten wird Alginat
insgesamt drei Mal

@

Auflosen in KCI-Losung

@

Trocknung und

geféllt. Nach der dritten
Fallung kann das
Alginat entnommen

werden.

[ Alginat wird mit
T0%igem Ethanol

Sterilisation

@

sterilisiert, zerkleinert,
und unter einer sterilen
Werkbank getrocknet.

[ Zur Qualitatskontrolle
wird der Proteingehalt,

Qualitatskontrolle

Polyphenolgehalt,
Viskositat und

Pyrogenitat bestimmt.

Abbildung 2.10: Gewinnung von UHV-CG Alginat; Als Ausgangsmaterial dienen getrocknete und geschnittene
Algenstingel, die an der Kiiste von Chile manuell geerntet wurden. Nach der Rehydrierung werden die Algenstingel
entweder mit HCI (L. trabeculata) oder Ethanol (L. nigrescens) vorbehandelt. Um das in der Alge vorliegende Ca-
Alginat in Losung zu bringen, werden Komplexbildner (EDTA, Iminodisuccinat) dazugegeben, ebenso (bei L. trabe-
culata) Natriumglukonat, um Eisen zu binden. Darauf folgt die Vor- und Sterilfiltration, wobei das Algenextrakt in
den Fillungsreaktor iiberfithrt wird. Die Reinheit des Alginats wird sukzessive durch drei aufeinander folgende Fil-
lungs- und Losungsschritte (in Kaliumchloridlosung) erhoht. Nach der dritten Fillung kann das Alginat aus dem
Reaktor entnommen und zur Weiterverarbeitung in eine Sterilbank tiberfiihrt werden. Dort wird Alginat mit Ethanol
sterilisiert, zerkleinert und getrocknet. Nach der Qualitdtskontrolle, die Viskositét, Protein und Polyphenolgehalt
sowie die Pyrogenitit priift, kann das getrocknete Alginat verwendet werden.
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Die frisch geernteten Algenstingel werden vor Ort geschilt, geschnitten, mit Antiseptika (z.B.
Ag") behandelt und steril getrocknet. In der Alge liegt Alginat als Ca-Alginat vor. Im Labor wer-
den daher mit einer Lésung aus Komplexbildnern Ca®* und Schwermetalle (Braunalgen akkumu-
lieren in groBen Mengen Schwermetalle) gebunden und Alginat geht in Losung. Nach der Steril-
filtration, bei der die ungelosten Algenreste und Mikroorganismen entfernt werden, wird Alginat
mehrfach mit Ethanol gefillt und in KCI-Losung wieder gelost (Abbildung 2.10). Dabei werden
vor allem Fucoidane (ein weiteres, allerdings hoch mitogenes Zellwandpolymer der Braunalgen),
Proteine und Polyphenole entfernt. Nach einem letzten Féllschritt wird Alginat zur Sterilisation in
70%i1gem Ethanol eingelegt, mit einer Schere in ca. 2mm groBe Granulatstiicke zerlegt und ca. 2
Tage steril getrocknet. Vor der Verwendung wird der Protein- und Polyphenolgehalt spektropho-
tometrisch bestimmt, da diese Werte iiber die hauptséichlich enthaltenen Verunreinigungen Auf-
schluss geben. Auch der Endotoxingehalt muss getestet werden, da die kritische Grenze bei
100EU/g (european units) liegt, tiber der Alginat nicht mehr fiir in vivo Studien geeignet ist (de
Vos et al. 1997). Die Viskositit wird anhand einer 0,1%igen Losung in Wasser bestimmt, welche
zwischen 20 und 90mPas liegen sollte. AuBerdem wird iiber Inkubation von Alginat in Kultur-
medium bei 37°C die Sterilitit der Charge gepriift. Weitere Qualitidtssichernde Untersuchungen
sind die Bestimmung der durchschnittlichen Molekiillinge sowie die Mitogenitét des Alginats.

2.2.2 Einschlussimmobilisierung von Zellen

Die langen Molekiilketten von Alginat bestehen aus Mannuron- und Guluronséure, die homo-
polymere Regionen (M- oder G-Blocke) bilden, die von heteropolymeren Regionen (MG-
Blocken) unterbrochen werden. Die linearen Polymere bilden bei Zugabe von multivalenten Ka-
tionen wie Ca®*, Ba® oder Fe** ionotrope Gele, in denen die Carboxylgruppen der Guluronsiure-
ketten iiber die Kationen miteinander vernetzt werden, wobei das so genannte ,,egg box“-Modell
entsteht (Abbildung 2.9) (Grant et al. 1973, Smidsrod 1974, Braccini et al. 2001). G-Blocke bil-
den im Gegensatz zu M-Blocken helikale Strukturen mit exponierten Bindungsstellen fiir Katio-
nen.

Der Ubergang von der Losung zum Gel in Anwesenheit von zweiwertigen Kationen liuft
in drei Schritten ab: 1. Bindung von (z.B.) Ca”* an Guluronsiure (Monokomplex), 2. Annidherung
und Bindung eines zweiten G-Blocks (Dimer, ,,egg-box*), 3. Zusammenschluss mehrerer Dimere
zu Multimeren (Gelbildung) (Fang et al. 2007). Im Gegensatz zu thermotropen Gelen (z.B. Gela-
tine, Agar-Agar) ist Ca- oder Ba-Alginat bei physiologischen Temperaturen stabil und weist eine
hohe mechanische Stabilitédt auf. Hydrogele von hoher mechanischer Stabilitit werden mit Hilfe
von Ca®* oder Ba®* gewonnen, wihrend Fe?*, Fe>* und Cu®* eher weiche Gele bilden. Bei der
Einschlussimmobilisierung oder Verkapselung werden Zellen, Gewebe oder Organe innerhalb
einer dreidimensionalen Alginatmatrix eingeschlossen, wobei eine Versorgung mit Néhrstoffen
und Sauerstoff sowie die Abgabe von Stoffwechselprodukten (z.B. Insulin) und Kohlenstoff-
dioxid gewdhrleistet bleiben.

Diese in Alginatkapseln eingeschlossenen Zellen, Gewebe oder Organe, spielen vor allem
bei der immunisolierten Transplantation eine wichtige Rolle. Durch die rdaumliche Abschirmung
des Transplantats gegen das Immunsystem kann dessen Abstoung verhindert werden, ohne dass
sich der Empfinger einer immunsuppressiven Behandlung unterziehen muss. Zudem lisst sich
durch die Verwendung artfremder Gewebe die Knappheit an Spenderorganen umgehen. Weit
fortgeschritten ist die Verkapselung und Implantation Langerhansscher Inseln (Lim und Sun
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1980, de Vos et al. 1996, Zimmermann et al. 2004 und 2005) zu Diabetestherapie. Immobilisierte
Zellen werden zudem vielfach als Modellsysteme fiir Gewebe genutzt, um z.B. die Auswir-
kungen einer 3D Umgebung auf Mitose, Apoptose oder Differenzierung zu testen. Die Auswir-
kungen der Einschlussimmobilisierung unterscheiden sich je nach Zelltyp und Verkapselungsbe-
dingung. Vielfach angewandt werden dreidimensionale Alginatmatrizen in der Erforschung der
Knorpelregeneration. Die multipotente Zelllinie CeH10T1/2 beispielsweise weist in Monolayer-
kultur Markerproteine von Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten auf. In einer Alginatkapsel
werden bevorzugt Chondrozytenmarker (Kollagen II, CS4, CS6) exprimiert (Weber et al. 2002,
Steinert et al. 2003). In Alginat verkapselte Zellen heften sich nicht bzw. nur schwach an Alginat
an, da dieses nicht die adhédsionsfordernden Eigenschaften (z.B. spezifische Bindestellen, positive
Ladung) von ECM besitzt. Fiir die optimale Funktion von Zellen (Proliferation, Migration, Apop-
toschemmung) ist die Ankopplung an ECM, bzw. die dadurch ausgelosten Signale notwendig
(Redding et al. 2005). Die Adhésion von Zellen an die Alginatmatrix kann jedoch durch Zumi-
schung von ECM-Molekiilen verbessert werden, was z.B. positive Auswirkungen auf die
chondrogene Differenzierung hat (Pound et al. 2007). Neben ECM sind weitere Moglichkeiten
bekannt, die Eigenschaften der Alginatmatrix zu verdndern. Die Zumischung von Serumalbumin
zeigte sich beispielsweise vorteilhaft beim Erhalt der Vitalitit von Langerhansschen Inseln
(Schneider et al. 2003).

Man unterscheidet bei der Herstellung der Alginatkapseln verschiedene Verfahren. Am
gebriuchlichsten ist die Eintropfmethode in polymerisierende Losung, wobei der Tropfenabriss
entweder durch elektrostatische Ladung, Vibration oder koaxiale Luftstrome kontrolliert werden
kann. Als etabliert wird die Verkapselungsanlage verwendet, wie sie in Abbildung 2.11 darge-
stellt und in Zimmermann et al. 2001 detailliert beschrieben ist. Zunichst werden Zellen oder
Gewebe mit Alginatlosung (Na- oder K-Alginat) suspendiert. Mit Hilfe der Verkapselungsanlage
werden kleine Tropfen abgerissen, die in ein Ca®**- oder Ba**-haltiges Polymerisationsbad ge-
tropft. In diesem Polymerisationsbad findet die Vernetzung von Alginat und Kationen zur Algi-
natmatrix statt. Da die Kationen zunéchst an der Oberfliache angreifen und dann erst langsam ins
Innere des Alginattropfens diffundieren, kommt es dabei zu einer inhomogenen Vernetzung: die
Kapselperipherie ist stark vernetzt, wohingegen der Kapselkern nur relativ schwach vernetzt
bleibt (NMR-Untersuchung des Anteils an gebundenem Wasser s.h. Manz et al. 2004). Auswir-
kung auf den Vernetzungsgrad (Zimmermann et al. 2001, Wolf et al. 2005).

Abbildung 2.11: Schematische Darstellung
des Verkapselungsvorganges. In die Ver-
kapselungsanlage wird eine Suspension aus

sterile Druckluft

fliissigem Alginat und Zellen gegeben, die

Vorschub —] [ Alginat-Zellsuspension mit Hilfe einer Diise und einem koaxialen
Luftstrom in kleinste Tropfchen gerissen

\ /Dise wird (Kompartimentierung). Wihrend der

Crystal Gun Fallstrecke werden die Tropfchen mit
BaCl, Staub gespriiht, um interne Polyme-

| OWmerisaﬁo&m\ ‘ risation auszuldsen, welche die Vernetzung
homogener macht. Beim Eintreffen ins

BaCl2 Voratsbehélter Polymerisationsbad bzw. der anschlielen-
BaCl,Partikel  \ den Inkubation diffundieren zweiwertige

\ it Kationen in die Kapsel und sorgen fiir eine

- - durchgehende Vernetzung des Alginats.

Nach anschlieBenden Waschschritten um
Reste von Polymerisationsbad zu entfernen,
konnen die Kapseln verwendet werden.

b

Alginatkapseln
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AuBerdem haben sowohl die Konzentration der vernetzenden lonen als auch die Einwirkzeit eine
direkte Bei Anwendung der ,,crystal gun“-Methode wird die externe um die interne Vernetzung
erweitert, indem CaCl,- oder BaCl,-Kristalle in die fliissigen Alginattropfen geschossen werden,
bevor diese im Polymerisationsbad eintreffen. Dadurch erreicht man eine homogene Vernetzung
der Alginatmatrix, d.h. auch im Kapselinneren befindet sich das Alginat in einem gelartigen Zu-
stand. Der Beschuss mit Kristallen beeintrichtigt dabei die Vitalitit von den bisher getesteten
Zellen nicht. Alginatkapseln konnen zusétzlich durch Proteine, wie humanes Serumalbumin
(HSA) oder Poloxamer (Pluronic) modifiziert werden. Der Einschluss osmotisch aktiver Stoffe
verdndert die Wasserstrukturierung innerhalb der Alginatkapseln, die zu 98% aus Wasser beste-
hen, wodurch die Wasseraufnahme aus dem Medium und damit das Anschwellen der Alginat-
matrix verringert wird.

Eine weitere Technik zur Einschlussimmobilisierung von Zellen in Alginat, bei der belie-
big formbare dreidimensionale Konstrukte geschaffen werden konnen, ist die ,,moulding* Tech-
nik. Dabei wird der fliissigen Alginat-Zellsuspension CaSO4 oder BaSOy (als Suspension oder
Pulver) zugemischt, diese in eine Gussform injiziert oder gegossen und ca. Smin zur initialen
Polymerisation belassen. Gegebenenfalls kann eine weitere Inkubation in z.B. CaCl, — Losung
erfolgen, um die mechanische Stabilitdt zu erhtohen (Chang et al. 2001, Lee et al. 2007). Um Ab-
drucke bzw. Abgiisse von Oberfldchenstrukturen mit Alginat zu machen, hat sich ein weiteres
,molding*-Verfahren bewihrt (Franzesi et al. 2006). Dabei wird fliissiges Alginat auf die struktu-
rierte Oberfldache gegossen und das Alginat mit einem Agarosesheet oder — block bedeckt. Die
Agarose wurde mit CaCl,-Losung angesetzt. Dabei diffundiert Ca® in Alginat und vernetzt die-
ses. Nach Abnahme des Agaroseblocks kann das Alginat durch Nachpolymerisation mit CaCl,-
Losung zusitzlich verfestigt werden, bevor es von der Oberfliche abgenommen wird.

2.2.3 Probleme der therapeutischen Anwendung

Kommerziell erhiltliche Alginate erfiillen zurzeit die Voraussetzungen zur Anwendung in der
immunisolierten Transplantation nicht. Obwohl endotoxinarme Alginate angeboten werden, kann
die Quelle des Alginates nicht definiert werden, so dass der G/M Anteil unbekannt ist bzw. auf-
windig selbst bestimmt werden muss und je nach Charge variiert. Verunreinigungen durch unter-
schiedliche bakterielle (vor allem deren pyrogener Zellwandbestandteil Lipopolysaccharid),
pflanzliche, tierische und anthropogene Stoffe sowie der Aufreinigungsprozess (Formaldehydbe-
handlung) selbst, lassen zwar dieses Alginat fiir Lebensmittel und Kosmetikindustrie zu, jedoch
nicht fiir Transplantationszwecke. AuBlerdem spielt das Molekulargewicht eine entscheidende
Rolle zur Vertriglichkeit von Alginathydrogelen. Grole Molekiile und Polymere werden generell
weniger vom Immunsystem angegriffen als kleine. Kommerzielles Alginat besitzt im Allgemei-
nen eine geringe Viskositit, wihrend das manuell aufgereinigte Alginat hoch viskos ist. Bei-
spielsweise werden kommerzielle Alginate in Konzentrationen von ca. 2%, angesetzt wihrend
das UHV Alginat fiir Kapselherstellung 0,65% - 0,7%ig verwendet wird.

Extraktionsprozess und Ernte mussten neu gestaltet und in Tierversuchen auf Vertriglichkeit
und Langzeitstabilitit getestet werden, bevor die Zulassung fiir medizinische Zwecke erfolgen
kann. Nach ersten Versuchen (Implantation von Leerkapseln in Miusen) zeigte sich, dass die
Alginatkapseln, die aus von Hand im Labor extrahiertem Alginat hergestellt wurden, weder fibro-
tischen Uberwuchs noch deutliche Volumenzunahme aufwiesen. Fiir die klinische Zulassung
muss jedoch die Produktion auf groflere MaBstibe skaliert sowie umfassende SOPs (standard
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operating procedures) nach GMP/GCP (good manufacturing/clinical practice) angefertigt werden,

was zurzeit noch in Arbeit ist.

Neben der Verfiigbarkeit von UHV-CG Alginat zeigt sich der Verkapselungsprozess selbst
optimierungsbediirftig. Das derzeitige System, das die Alginatlosung iiber Spriihtechnik in
kleinste Tropfchen zerlegt und in Polymerisationsbad fallen 1dsst, produziert Alginatkapseln mit

Abbildung 2.12: 1929 Sphiroid (griin) in einer Alginat-
kapsel. Deutlich zu erkennen ist die stark dezentrale Lage des
Sphéroiden. Der Sphiroid wurde mit FDA gefirbt (eine Fluo-
reszenzbelichtung sorgt fiir die Sichtbarkeit der griinen Far-
be) die Kapsel mit Alcianblau.

einer statistischen Verteilung von einge-
schlossenen  Partikeln  (z.B. Lan-
gerhanssche Inseln). Die Produktion von
Leerkapseln lédsst sich dabei kaum ver-
meiden, was bedeutet, dass nach diese
nach der Verkapselung aufwiindig ent-
fernt werden miissen, da sich sonst das
Transplantatvolumen stark vergroBert.
Es sind etwa 1 x 10° Inseln notwendig,
um bei einem Erwachsenen Normogly-
kidmie herzustellen was einem Trans-
plantationsvolumen von ca. 520ml ent-
spricht (angenommen wird eine Kapsel-
grofle von 500pum Durchmesser und eine
Insel pro Kapsel). Es versteht sich, dass
ein groBerer Anteil von Leerkapseln
nicht toleriert werden kann. Eine zusitz-
liche Problematik besteht in der Verkap-
selungstechnik darin, dass die einge-

schlossenen Partikel nicht zentriert werden konnen (Abbildung 2.12). Eine inhomogen dicke Al-
ginatschicht um die Zellen sorgt fiir unterschiedlich lange Diffusionsstrecken und in Extremfillen
fiir Angriffsmoglichkeiten des Immunsystems, wenn die Alginatschicht an einer Stelle zu diinn
ist. Neue Verkapselungstechniken, wie z.B. mikrofluidische Systeme, sollen an diesen Problemen

ansetzen (Zimmermann et al. 2005).
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3. Material und Methoden

3.1 Techniken zur Zellkultur

3.1.1 Zellen und Zellkultur

L1929 Zellen wurden von der DSZM (Deutsche Sammlung von Zellen und Mikroorganismen)
bezogen und in einen Kulturmedium bestehend aus 450ml DMEM, 50ml FBS und 1ml Gentamy-
cin (1g/ml) (Zellkulturmedien und Zusétze wurden wenn nicht anders genannt von PAN Biotech,
Aidenbach bezogen) kultiviert. Wahlweise wurden Kulturflaschen (Corning, Niederlande) mit
25cm? (T25) oder 75cm? (T75) Kulturflache verwendet. Die Zellen wurden etwa 2x pro Woche
passagiert, indem das Kulturmedium entfernt und Iml (T25) oder 3ml (T75) Trypsin/EDTA —
Losung (0,02%/0,025%) dazugegeben wurde. Sobald die Zellen sich abgerundet, aber noch nicht
abgelost haben, (mikroskopische Kontrolle) wurde die Trypsinlosung entfernt und die Zellen mit
Sml (T25) bzw. 10ml (T75) Kulturmedium abgespiilt. 2ml der Zellsuspension wurden mit 11ml
Kulturmedium in eine neue T75-Kulturflasche gegeben, 0,7ml mit Sml Kulturmedium in eine
T25. 1929 wurden bis zu einer Passagennummer von etwa 150 verwendet. Kultiviert wurden die
Zellen, sofern nicht anders angegeben, in einem CO;-Inkubator bei 5% CO,-Begasung, 37°C und
anndhernd 100% Luftfeuchtigkeit.

PC-3 Zellen wurden ebenfalls von der DSZM bezogen. Das Kulturmedium bestand zu
gleichen Teilen aus Ham’s F12 und RPMI 1640 Basismedium. Zu 450ml dieses Basismediums
wurden 50ml FBS und 1ml Gentamycin zugegeben. Die Zellen wurden ebenfalls in T25 oder T75
Kulturflaschen kultiviert und auf die gleiche Art wie 1929 Zellen passagiert. PC-3 Zellen wurden
bis zu einer Passagennummer von etwa 50 verwendet.

N2a Zellen wurden von der ATCC bezogen. Das Kulturmedium setzt sich zusammen aus
RPMI 1640 (4,5g/1 Glucose, Na-Pyruvat und L-Glutamin) (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) mit
10%FBS (Gibco/Invitrogen, Karlsruhe). Die Zellen wurden in T25 bzw. T75 Kulturflaschen kul-
tiviert (CO;-Inkubator bei 37°C) und ein bis zwei Mal pro Woche passagiert, indem zuerst das
Medium abgenommen wird, 3ml (T75) Trypsin ( 0,5g/1 Trypsin, 0,2g/l EDTA, mit Phenolrot,
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe) dazugegeben wird und die Zellen bis zum vollstindigen Abldsen im
CO,-Inkubator gelassen werden. Die Trypsinierung wird mit der Zugabe von 7ml Kulturmedium
gestoppt und 1ml der Suspension in eine neue T75 Kulturflasche mit 10ml Kulturmedium iiber-
fiihrt. Differenzierung wird durch Zugabe von Retinsidure (Sigma, Schelldorf) ausgelost. Dazu
wurden 50mg Retinsdure in 16,7ml Me,SO gelost, sterilfiltriert und bis zur Verwendung vor
Licht geschiitzt bei -20°C aufbewahrt.

3.1.2 Sphiroidherstellung

Sphéroide wurden auf drei verschiedene Weisen hergestellt: ,.freie* Sphiroide (FS), ,,hanging
drop* Sphéroide (HD) (Kelm et al. 2003, Del Duca et al. 2004) und Spinnerflaschen — Sphiroide
(SF) (Abbildung 3.1). Fiir FS wurde eine Zellsuspension der Dichte 2 x 10* oder 1 x 10° ml™! her-
gestellt. Die Zellsuspension wurde in eine Petrischale (nicht zellkulturbehandelter Boden) gege-
ben und im CO, Inkubator, sofern nicht anders angegeben, 4 Tage kultiviert. Zur Herstellung der
HD Sphiroide wurde zunichst in den Boden einer Petrischale 15ml isotone sterile Losung
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(wahlweise PBS, Zellkulturmedium, Basismedium) pipettiert. Diese dient zur Erhaltung einer
hohen Luftfeuchtigkeit, was bei HD besonders wichtig ist. Eine Zellsuspension der Dichte 2 x
10* oder 1 x 10° ml™ wurde in ca. 30 20ul Tropfen in den Deckel der Petrischale pipettiert. Der
Deckel wurde vorsichtig umgedreht und auf den Boden der Petrischale gesetzt. Nach 4 Tagen
Kultivierung im CO, Inkubator wurden die Sphéroide geerntet, indem die Tropfen vorsichtig mit
Kulturmedium abgespiilt wurden. Zur Herstellung von SF-Sphéroiden wurde in eine Spinnerfla-
sche (25ml Arbeitsvolumen) 20ml einer Zellsuspension der Dichte 2 x 10* oder 1 x 10° mlI™ ge-
geben. Unter Riihren (50rpm) wurden die Zellen so lange kultiviert, bis stabile Sphiroide entste-
hen. PC-3 Zellen bediirfen dazu ca. 2 Wochen unter 2 x wochentlichem Mediumwechsel. Dieser
wurde folgendermaBen durchgefiihrt. Zunichst wurde die Flasche vom Magnetrithrer genommen
und es wurde kurz (ca. 1min) gewartet, bis die Sphiroide abgesunken sind. Danach wurde die
Hilfte des Mediums abgesaugt und ebensoviel Frisches dazugegeben.

Abbildung 3.1: Techniken zur Sphiroidherstellung; die obere Reihe zeigt mikroskopische bzw. fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahmen von Sphiroiden, darunter ist jeweils schematisch die Herstellungstechnik dargestellt:
a: ,freie* Sphiroide; die Zellen werden in einer nicht-adhdsiven Kulturschale kultiviert und aggregieren selb-
standig zu Sphéroiden unterschiedlicher Grofie; b: ,,hanging droplet Technik; Zellsuspension wird in den Deckel
einer Kulturschale getropft und im héngenden Zustand kultiviert, was Sphiroide von sehr homogener GroBe gibt;
c: Spinnerflasche; Zellsuspension wird unter konstantem Riihren kultiviert.

Zur Bestimmung der Zahl der Sphéroide in einer FS oder SF-Kultur wurden 4 Proben a 100ul
gezogen und in eine 4er Wellplatte gegeben. Unter einem Mikroskop wurden sdmtliche Zellag-
gregate mit mehr als 10 Zellen gezihlt. Zur Groenbestimmung wurden die Sphiroide der Probe,
entweder im Durchlicht oder Fluoreszenzmodus (z.B. in Kombination mit Lebend-Tot-Féarbung),
fotografiert. Die Bilder wurden mit ImageJ Software (Freeware) getffnet und der Umriss des
Sphéroids mit der ,,Freehand selection markiert. Nach dem Befehl ,,Measure* wird vom Pro-
gramm unter anderem die Flidche in Pixel angegeben. Diese kann in mm?2 umgerechnet werden.
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3.1.3 Isolation primérer Zellen

Humane Tumore (Ovarial- oder Mammakarzinome) wurden nach chirurgischer Entnahme (Uni-
versitidts-Frauenklinik Essen) in der Transportlosung Liforlab (Oncoscience AG, Wedel) trans-
portiert. Nach Ankunft im Labor wurde der Tumor inklusive Transportlosung in eine Petrischale
dberfithrt. Um ihn in moglichst kleine Stiicke zu zerteilen, wurden im ersten Ansatz 2 Skalpelle
und eine Pinzette, im zweiten Ansatz ein Gewebe-Chopper (Mcllwain Tissue Chopper, The
Mickle Laboratory Engineering Co. Ltd., UK) verwendet. Die Suspension wurde in ein Zentrifu-
genrohrchen tiberfiithrt und das Transportmedium, nach dem Absetzen der Stiicke, durch 5ml
Kulturmedium (ohne Protein) ersetzt. Nachdem sich die Tumorstiicke abermals abgesetzt hatten,
wurde das Kulturmedium durch eine Collagenaselosung ersetzt, die aus Kulturmedium (ohne
Protein) mit 200U/ml (Units) Collagenase Typ III, Gentamycin (0,1mg/ml) und Amphotericin B
(0,5ug/ml) bestand. Die Tumorsuspension wurde 16 — 20h unter gelegentlichem Schiitteln, bei
37°C in einer Petrischale inkubiert. Nach ca. 16h wurde die Suspension mit einer 1ml Pipette
resuspendiert. Wenn sich dabei die noch vorhandenen Tumorstiicke nicht vollstindig auflosten,
wurde die Suspension weiter inkubiert. Je nach Tumorbeschaffenheit kann die Dissoziierung
zwischen 16 und 28h dauern (Abbildung 3.2).

Abbildung 3.2: Dissoziierung humaner
solider Tumore mittels Collagenase. Frische
oder aufgetaute Tumorstiicke (Lebend-tot-
Farbung b) werden 16 — 20h in Collagenase-
I6sung inkubiert (a). Nach Entfernen der
tiberschiissigen Enzymlosung wird eine
Probe genommen um die Zellzahl zu
bestimmen (c) und zur Kultivierung in eine
Kulturflasche gegeben (d, Vitalitéitsfarbung
von Tumorzellen nach iiber Nacht Kultur).

Zellsuspension

N\

Aufgetaute Tumorstiicke wurden durch zweimaliges Waschen mit Kulturmedium vom Kryome-
dium befreit und iiber Nacht in Kulturmedium bei 37°C inkubiert. Die Dissoziierung mit Colla-
genase erfolgte danach wie oben beschrieben. Waren alle Gewebestlicke aufgelost, wurde die
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Suspension in ein Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt und abzentrifugiert. Nach 1x Waschen in Kul-
turmedium wurde das Pellet in 1ml Kulturmedium aufgenommen. 4 x 10ul der Probe wurden je
1:1 mit Vitalititstestlosung gemischt und mittels Neubauerkammer ausgezihlt, um die Zellzahl
und Vitalitdt der Zellsuspension zu erhalten. 100ul der Probe wurden zusammen mit 400ul Kul-
turmedium in eine 4 x 1ml Wellplatte ausgesit und tiber Nacht kultiviert. Der Rest der Zellsus-
pension wurde mit 4ml Kulturmedium in eine Kulturflasche (25c¢cm? Kulturfliche) gegeben und
im COs-Inkubator kultiviert.

Erythrozyten (RBCs) und Blutplasma wurden aus ,,Buffy Coats* gewonnen, die am Kran-
kenhaus Winterberg in Saarbriicken zur Verfiigung gestellt wurden. Buffy Coat ist die leukozy-
tenreiche, mittlere Schicht, die nach dem Zentrifugieren von Vollblut zu sehen ist. Nach der Ab-
trennung von Erythrozyten und Blutplasma bleibt der Buffy Coat als ,,Abfall*“ zuriick, wobei dar-
aus fiir Experimente noch geniigend Erythrozyten bzw. Plasma gewonnen werden konnen. Unter
der Sterilbank wurden die beiden Schliuche am Blutbeutel gedffnet und das Blut in ein oder
mehrere 50ml Zentrifugenrohrchen gegeben. Das Blut wurde bei 4°C und 4000rpm, 10min lang
zentrifugiert. Je nach Bedarf wurde entweder Blutplasma abgenommen und verwendet oder ge-
zielt das Erythrozytenpellet entnommen, zweimal mit isotoner 0,9%iger NaCl — Losung (Merck,
Darmstadt) gewaschen und verwendet.

Primére embryonale neuronale Vorlduferzellen wurden aus 15 Tage alten Wistar Ratten-
embryonen gewonnen. Die Muttertiere wurden mit CO, betidubt und durch Genickbruch getétet.
Nach Offnen der Bauchhhle wurden die Embryonen entnommen und in Petrischalen iiberfiihrt.
Umgebende Héute und Plazenta wurden mit Pinzetten entfernt, ebenso die Kopfhaut und Schi-
deldecke. Die Gehirne wurden entnommen und in steriles, kaltes PBS (mit 1% Penicil-
lin/Streptomycin) tiberfiihrt. Danach wurden die Gehirne durch ein feinmaschiges Nylonsieb (Po-
rengrofle 180um) passiert und die entstehende Suspension durch Pipettieren durch immer feinere
Pasteurpipetten in Zellen vereinzelt. Nach mehrfachem Waschen mit PBS (1-3x, bis der Uber-
stand farblos und klar ist) (300g, 15min, 4°C) wurde eine Zellsuspension in einer Konzentration
von 2 x 10° Zellen/50ml BME mit 15% FBS hergestellt und in eine Spinnerflasche (125ml Vo-
lumen) gegeben. Neben FBS wird BME 2mM L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin und 1g/1
Glukose zugesetzt. Nach ca. 2h bei 60rpm sollten sich erste Aggregate gebildet haben, so dass die
FBS Konzentration durch Zugabe von 50ml BME mit 5% FBS auf 10% gesenkt werden kann.
Nach weiteren ca. 24h in Kultur wurde das Volumen durch Zugabe von BME mit 10% FBS auf
125ml erhoht. Téglich wurde die GroBe der Sphiroide mittels Objektivmikrometer, Glukose-,
Laktat-, Ammonium-, Glutamat- und Glutaminkonzentration, Osmolaritit und LDH-Aktivitit
bestimmt (Details zur Isolation von neuronalen Vorlduferzellen s.h. S4 Santos et al. 2006).

3.1.4 Vitalititstests und Nachweis spezieller Stoffwechselleistungen

Die FDA/EB Vitalititstest — Losung (oder Lebend-Tot-Firbung) bestand aus Sml proteinfreiem
Basismedium (oder auch PBS, HEPES oder 0,9% NaCl-Losung), der 8ul FDA (Fluoresceindi-
acetat, 5mg/ml in Ethanol Stocklosung, Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe) und 50ul EB
(Ethidiumbromid, 1mg/ml in Wasser Stocklosung, Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe) zu-
gesetzt wurden. Zu testende Zellsuspensionen wurden 1:1 mit der Vitalitdtstest — Losung ge-
mischt und 10pl der Mischung in eine Zihlkammer, ein Himozytometer (Neubauerkammer),
pipettiert. Das Auszihlen der Zdhlkammer erfolgte am Mikroskop unter Fluoreszenz- (Tripel-
bandfilter und ggf. Texas Red — Filter) (TE300 oder SMZ1500, Nikon, Diisseldorf), um die le-
benden, griin fluoreszierenden Zellen von den toten, rot fluoreszierenden zu unterscheiden und
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schwachem Durchlicht, um die Umrisse der Zahlkammer zu erkennen. Die Zellzahl/ml errechnet
sich wie folgt:

Zellzahl/ml = (Zahl der Zellen aus 4 Feldern)/4 * 10000 (Kammerfaktor) * 2 (Verdiinnung mit
Vitalititstestlosung)

Vitalitit [%] = Zahl der lebenden Zellen/(Zahl der lebenden + der toten Zellen) *100

Verkapselte Zellsuspensionen wurden in eine 4er Wellplatte pipettiert. Nach Absinken der Kap-
seln wurde das iiberstehende Medium durch Vitalititstestlosung ersetzt. Bei zu starker Hinter-
grundfluoreszenz wurde die Vitalititstest — Losung durch einmaliges Waschen mit PBS oder
HEPES entfernt. Die Zahl der lebenden und der toten Zellen pro Kapsel wurde am Mikroskop
mit Fluoreszenz- und Durchlicht durch Zihlen bestimmt und daraus die Vitalitéit errechnet (s.0.).

Sollte die Vitalitdt von Sphéroiden oder Langerhansschen Inseln bestimmt werden, wurde
die Sphiroidsuspension in eine 4er Wellplatte gegeben. Sobald sich die Sphiroide abgesetzt ha-
ben, wurde das iiberstehende Medium entfernt und durch Vitalititstest - Losung ersetzt. Bei zu
starker Hintergrundfluoreszenz wurde die Vitalititstest — Losung durch 1 x waschen mit PBS
oder HEPES entfernt. Zur Auswertung wurden Fotos von mindestens 8 Sphéroiden einer Probe
gemacht. Sofern nicht anders angegeben, wurde dazu ein Tripelbandfilter verwendet. Die Aus-
wertung erfolgte iiber Bildbearbeitung mit ImageJ (frei im Internet erhéltlich) (Details s.h. Ehr-
hart et al. 2008). Adhérente Zellen wurden vom Kulturmedium befreit und mit 500ul Vitalitéts-
testlosung versetzt. Nach einer kurzen Inkubationszeit wurde die Losung abgenommen und durch
PBS oder HEPES ersetzt. Die Probe wurde am Fluoreszenzmikroskop fotografiert, wobei von 3
Stellen der Probe je eine Aufnahme mit FITC- und Texas Red-Filter gemacht und mittels Bildbe-
arbeitung mit ImageJ ausgewertet wurde. Dazu wurde das FITC- bzw. das Texas-Red-Bild in
schwarz-weif} konvertiert und mit der Funktion ,,Analyze Particles die ,,Partikel* bzw. die griin
oder rot leuchtenden Zellen gezihlt. Die Vitalitét ergibt sich wieder wie oben genannt.

Zur Vitalititsbestimmung mit Trypanblauldsung wurden 20ul der zu bestimmenden Zell-
suspension in ein Reaktionsgefdl gegeben und 2ul 4%ige Trypanblauldsung dazugegeben. 10ul
der Zellsuspension wurden in ein Hdmozytometer pipettiert und, wie oben erwihnt, ausgezihlt.
Trypanblau ist, wie Ethidiumbromid, nicht membrangingig und dringt folglich nur in to-
te/membrangeschidigte Zellen ein und férbt diese blau. Die Zellzahl/ml errechnet sich wie folgt:

Zellzahl/ml = Zahl der Zellen aus 4 Feldern)/4 * 10000 (Kammerfaktor) * 1,1 (Verdiinnung mit
Trypanblauldsung)

die Vitalitit:
Vitalitit [%] = Zahl der lebenden/(Zahl der lebenden + der toten Zellen) *100

Zur spezifischen Farbung des Zytoskeletts mit BODIPY® (Molecular Probes/Invitrogen, Darm-
stadt) wurden adhirente Zellen 2 x mit PBS gewaschen und danach 10min mit 3,7%iger Formal-
dehydlosung (Applichem, Darmstadt) in PBS fixiert. Die Formaldehydlosung wurde abgenom-
men, 2-3x mit PBS gewaschen und durch eine 0,1%ige Triton-X-100 (Sigma, Schelldorf) Losung
in PBS ersetzt. Nach 3-5min Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Zellen gewaschen. Sul
einer fertigen Fluo-Phallotoxin-Losung (BODIPY®) wurden mit 200ul PBS verdiinnt und auf
der Probe 20min inkubiert. Gegebenenfalls wurde vor dem letzten Waschschritt 2ul Ethidi-
umbromidldsung oder 10ul Hoechstlosung (Molecular Probes/Invitrogen, Darmstadt) zur Kern-
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farbung dazugegeben und kurz inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde die Probe
im Fluoreszenzmikroskop betrachtet.

Bei Erythrozyten wird der Erfolg der Kryokonservierung tiber das Ausmaf} der Himolyse
bestimmt. Wenn die Zellen zerstort oder beschéddigt werden, wird Himoglobin freigesetzt, das im
Uberstand spektrophotometrisch nachgewiesen werden kann. Frische oder aufgetaute Erythrozy-
ten wurden in einem Reaktionsgefdll gesammelt und Smin abzentrifugiert. Bei verkapselten Ery-
throzyten reichten ca. 30s Ruhezeit, damit sich die Kapseln absetzen konnten. Der Uberstand
wurde abgenommen und gegebenenfalls verdiinnt, wenn entweder zu wenig Uberstand vorhan-
den oder die Farbe zu intensiv war (d.h. optische Dichte groBer als 2) und je 200ul in 4 Wells
einer 96er Wellplatte gegeben. Die 100% Himolyse Kontrolle wurde hergestellt, indem 3ul Ery-
throzytenkonzentrat mit Iml 1%iger Triton X 100 Losung vermischt und Smin bei 3000rpm
zentrifugiert wurden. Je 200ul des Uberstandes wurde in 4 Wells gegeben. Die Absorption durch
Héamoglobin wurde am Spectra Rainbow Photometer (SLT Labinstruments, Crailsheim) gemes-
sen, bei Messwellenlidnge 543nm, Referenz 650nm. Die Hamolyse (H) in % wurde folgenderma-
Ben berechnet:

%
H [%] = M*IOO
(EIOO% 100% )
H = Hamolyse

E; = optische Dichte der Probe

K, = Verdiinnungskoeffizient der Probe

Ei00% = optische Dichte bei 100% Hamolyse

Ki00% = Verdiinnungskoeffizient bei 100% Hamolyse

Bei der Berechnung der Verdiinnungskoeffizienten wurde beriicksichtigt: Die Verdiinnung der
(konzentrierten) Erythrozyten in Gefriermedium bzw. bei verkapselten Erythrozyten die Verdiin-
nung der (konzentrierten) Erythrozyten in Alginat und die Verdiinnung der Kapseln in Gefrier-
medium, sowie die eventuelle Verdiinnung des Gefriermediums nach dem Auftauen (sofern die
optische Dichte des unverdiinnten Mediums iiber 2 war). Es ergaben sich Werte fiir K; zwischen
50 und 5000.

Die Laktatdehydrogenase ist ein Enzym, das im Zytosol der Zelle vorkommt. Bei Beschi-
digung oder Lysis kommt es zur Freisetzung, so dass Aktivitit im Uberstand nachgewiesen wer-
den kann. Durch Zugabe von Pyruvat und NADH kommt es bei Anwesenheit der LDH zur Reak-
tion zu Laktat und NAD+, wobei das letztere photometrisch nachgewiesen werden kann. Proben
des Uberstandes von Neuroaggregaten wurden bei 4°C nicht linger als sieben Tage gelagert. Der
Reaktionspuffer setzte sich zusammen aus 81,3mM Tris und 203,3mM NaCl (pH = 7,2). NADH
(0,17mg/ml) wurde in Reaktionspuffer frisch zubereitet, ebenso wie eine Losung aus 9,76mM
Pyruvat in Reaktionspuffer. Die Proben wurden an einem Beckman DU-530 Spektrophotometer
mit Peltierelement (37°C) in einer Quarzkiivette gemessen. Zur Messung wurde zuerst eine Mi-
schung aus 833ul der NADH — Losung mit 70ul der Probe (Uberstand) gemischt und der Absorp-
tionsabfall iiber 2min bei 340nm bestimmt. Danach wurde 167ul der Pyruvatlosung zugegeben
und der Absorptionsabfall {iber 2min erneut bestimmt (Details s.h. S& Santos et al. 2005).
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Die LDH Aktivitit berechnet sich wie folgt:

LHD Aktivitit [U/ml] = (Mbs » _ AAbs, j* V

11
A, A, | 622%d*V

AAbs; = Absorptionsédnderung der ersten Messung

AAbs; = Absorptionsdnderung der zweiten Messung

Aty bzw. At, = Zeitintervall der ersten, bzw. zweiten Messung
V= Gesamtvolumen der Kiivette [ml]

V; = Probenvolumen [ml]

d = optische Distanz [cm]

U = umol NADH pro Minute

Der Nachweis der Differenzierung der Neuroaggregate wurde iiber Inmunfluoreszenz bestimmt.
Dazu wurden die Neuroaggregate, verkapselt oder unverkapselt, entnommen und zweimal mit
PBS gewaschen. Fixiert wurden die Proben 1h bei Raumtemperatur mit 4% Paraformaldehyd in
PBS. Nach dreimal waschen in PBS wurde die Permeabilisierung 10min lang mit 0,3% Triton X
100 in PBS durchgefiihrt. Danach wurde wiederum drei Mal mit PBS gewaschen. Zum Abdecken
unspezifischer Proteinbindungsstellen wurden die Proben 1h lang in Blockierungsldsung, die aus
1% BSA (Bovines Serumalbumin), 0,1% Triton X 100 in PBS bestand, inkubiert. Die primiren
Antikorper gegen GFAP (Maus, MsXGFAP, Chemicon International), Neurofilament (Kanin-
chen Anti-Neurofilament Light, NF-L, Chemicon International), Nestin und Synaptophysin wur-
den 1:200 verdiinnt in PBS mit 0,1% Triton X 100 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde
stets der Antikorper gegen Neurofilament in Kombination mit entweder Nestin, GFAP oder Sy-
naptophysin verwendet. Nach 3 x waschen wurden die sekundédren Antikorper (Alexa Fluor 488,
Ziege anti-Maus, 1:200 und Alexa Fluor 594, Ziege anti-Kaninchen, 1:500, Molecular Probes)
zugegeben und 1h lang bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die verkapselten oder unver-
kapselten Aggregate wurden gepickt und auf einem Objekttriger platziert. Zwei Deckglédser wur-
den links und rechts der Probe platziert und dort mit Nagellack fixiert, um als Spacer zu dienen,
damit die Probe nicht gequetscht wird. Als Eindeckmittel wurden ein bis zwei Tropfen Prolong
Gold antifade (mit DAPI) von Molecular Probes verwendet. Die Proben wurden mit einem weite-
ren Deckglas abgedeckt. Betrachtet wurden die Proben am Fluoreszenzmikroskop.

3.1.5 Elektronenmikroskopie: REM und block-face REM

Fir REM-Aufnahmen wurden entweder adhirente Zellen auf Cellocate bzw. Thermanox (Glas
oder Plastikdeckgliser, deren Oberfliche zur Zellkultur geeignet ist) kultiviert oder Sphéroide,
die fiir die Préparation in Zellkultureinsidtzen (Micell, 12um PorengroBe, Millipore, Schwalbach)
behandelt wurden. Um die Strukturen der Zellen und Sphéroide zu erhalten und im REM sichtbar
zu machen, wurde zunichst eine Fixierung mit Glutaraldehyd und Schwermetallkontrastierung
durchgefiihrt (Katsen et al. 1992, modifiziert 1998). Die Proben wurden dazu 3x mit ca. 500ul
PBS oder HEPES gewaschen und bis zur Priparation (mindestes 2h) in sterilfiltrierter 1,8%iger
Glutaraldehydlosung (Plano, Wetzlar) in 0,1M Cacodylatpuffer (Plano, Wetzlar) belassen. Alle
Losungen, die mit der Probe von nun an in Kontakt kamen, wurden zum Partikelausschluss steril-
filtriert. Die Proben wurden 3 x mit 0,15M Cacodylatpuffer gewaschen und 1h in 2% Osmium-
tetroxid (Plano, Wetzlar) in 0,15M Cacodylatpuffer unter Lichtausschluss inkubiert. Nach ca. 6x
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waschen (bis die Losung klar ist) mit doppelt destilliertem Wasser (A. bidest.) wurden die Proben
1h in 1%iger Tanninsdure (Plano, Wetzlar) in Aqua bidest. im Dunkeln inkubiert und nochmals
ca. 6x mit A. bidest. gewaschen.

Darauthin wurden die Proben mit 1%iger Uranylacetatlosung (Plano, Wetzlar) 20min im
Dunkeln behandelt und abschlieBend ca. 6x mit A. bidest. gewaschen. Proben, die Alginat ent-
hielten, wurden ebenso behandelt, mit der Ausnahme, dass die Uranylacetat-Kontrastierung ent-
fallt, samtliche Waschschritte mit 0,15M Cacodylatpuffer durchgefiihrt und auch Osmiumtetroxid
und Tanninsdure in 0,15M Cacodylatpuffer gelost wurden. Dies ist notwendig, da Alginatgele
osmotisch aktiv sind und in destilliertem Wasser massiv an Volumen zunehmen wiirden. Zur
Entwisserung wurde zuniéchst eine Ethanolreihe durchgefiihrt, wobei die Ethanolkonzentration
schrittweise von 50% auf 100% erhoht und danach der Ethanol durch 100% Aceton ersetzt wird.
Anschliefend wurden die Proben mittels kritische-Punkt-Trocknung (CPD) getrocknet, d.h. mit
Hilfe von fliissigem CO, vom Aceton befreit. Die getrockneten Proben wurden auf REM-Triger
aufgeklebt, eventuelle Liicken zwischen Probe und Triger wurden mit Leitsilber {iberbriickt. Ab-
schlieBend wurden die Proben mit Kohle und/oder verschiedenen Metallen (Gold, Platin) be-
dampft (SCD-030, Balzers, Lichtenstein) und konnten so im REM (LEO 435 VP, Carl Zeiss NTS
GmbH, Oberkochen) betrachtet werden.

Proben, die fiir ,,block-face*-REM prépariert wurden, wurden wie fiir REM mit Osmium-
tetroxid, Tanninsdure und Uranylacetat (bzw. Alginat nur in Osmiumtetroxid und Tanninsédure)
kontrastiert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Proben 3x 5Smin mit 70%igem Aceton
gewaschen und es folgt eine Reihe von je 15min 80%igem, 90%igem 95%igem und 4x
100%igem wasserfreiem Aceton. Danach wurden die Proben je 1-1,5h in einer Mischung aus
Aceton:Epon 3:1; 1:1 und in 1:3 inkubiert. Epon wurde angesetzt aus 51ml Mischung A (20ml
Embed 812 und 31ml DDSA), 37ml Mischung B (20ml Embed 812 und 17ml NMA) und 2,2ml
BDMA (alles von Plano, Wetzlar). In reinem Epon werden die Proben zunéchst iiber Nacht bei
Raumtemperatur belassen, dann 1h bei 40°C, 1h bei Raumtemperatur und abschlieend, nach
dem Umfiillen in spezielle Einbettformchen, 2 Tage bei 60°C im Trockenschrank auspolymeri-
siert. Nach dem Auskiihlen konnten die Blockchen geschnitten werden und nach Oberflichenpo-
litur im REM mit ,,block-face* Einrichtung betrachtet werden (Katsen-Globa et al. 2004 und
2005).

3.2 Kryokonservierung

3.2.1 Zubereitung der Kryomedien und deren Zugabe

Liforlab (L) ist ein kommerziell erhéltliches Medium (Oncoscience, Wedel), das speziell zum
Transport von humanen Tumoren bei Raumtemperatur entwickelt wurde. Isotone Trehaloselo-
sung (T) wird aus 5SmM Histidin, SmM KCI und 285mM Trehalose angesetzt und entweder pur
verwendet oder fiir die Kryomedien KT bzw. LT 1:1 mit dem jeweiligen Kulturmedium (K) bzw.
Liforlab verdiinnt. Das Stdrkehydrolysat N-Oil (National Starch, Hamburg) wird entweder in
Kulturmedium (KS) oder Liforlab (LS) 5%ig (W/V) eingewogen und zur Sterilisation kurz bis
zum Siedepunkt erhitzt. Stiarkehydrolysathaltige Kryomedien wurden stets frisch angesetzt, da sie
im Laufe der Zeit eintriiben, wahrscheinlich aufgrund von Stérkeprizipitation.

Fiir Kryomedien, die Me,SO enthalten, wurde das Kulturmedium in der entsprechenden
Menge vorgelegt und mit Me,SO versetzt, bevor es zu den Zellen gegeben wurde. Me,SO haltige
Kryomedien wurden iiberwiegend mit 5% oder 10% Me,SO verwendet. Eine Ausnahme bilden
hierbei Zellen, die in Mikro-Kryosubstraten eingefroren wurden. Hier wurden, z.B. 27.5ul fiir 5%
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Me,SO (oder 22,5ul fiir 10%), Zellsuspension in die Wells pipettiert und Me,SO am Nanoplotter
(GeSim, Dresden) (Abbildung 3.3) zugegeben. Fiir glyzerinhaltige Kryomedien wurde die ent-
sprechende Mengen Glyzerin mit Kulturmedium gemischt und zum Zellpellet zugegeben. Sofern
nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von Sigma-Aldrich (Schelldorf) bezogen.

3.2.2 Kryokonservierungsprotokolle

Zur Kryokonservierung von Zellsuspensionen wurden die Zellen von der Oberflidche ihres Kul-
turgefiBes entsprechend dem jeweiligen Zellkulturprotokoll abgeldst und auf eine Dichte von 1 x
10° Zellen/ml eingestellt. Nach dem Abzentrifugieren wurde das Pellet im jeweiligen Kryomedi-
um resuspendiert und auf die Kryogefdfe verteilt: 1ml Kryorohrchen oder 30 x 25ul Mikro-
Kryosubstrat. Sphéroide und Kapseln wurden von den KulturgefiBen in Zentrifugenrdohrchen
dberfithrt und 1 x mit Kulturmedium gewaschen bevor das Kryomedium zugegeben wurde.

Abbildung 3.3: Nanoplotter zur automatischen Zugabe kleinster Me,SO Mengen. a: Gesamtiibersicht der Anlage
inklusive Pumpen; b: Entnahmestelle fiir Me,SO; c: Ubersicht iiber den Priparationstisch inklusive Entnahmestelle,
Probenhalter und piezoelektrischer Dosierkopf; d: Zugabe von Me,SO in eine 30 x 25ul Mikro-Kryosubstrate.

Me,SO wurde im Mikro-Kryosubstrat, sofern nichts anderes erwihnt ist, stets mit dem Nanoplot-
ter zugegeben. Nach der Zugabe des Kryomediums wurden die Proben min. 30min bei 4°C inku-
biert bevor sie mit einem programmierbaren Einfriergerit (Planer, UK) mit 1°C/min auf -80°C
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eingefroren und danach in die Gasphase eines Fliissigstickstofflagertanks tiberfithrt wurden. Mik-
ro-Kryosubstrate wurden aufgetaut durch Sminiitige Inkubation im CO,-Inkubator bei 37°C, 1ml
Kryorohrchen im 37°C Wasserbad. Bei Zellsuspensionen wurden 4 Proben von je 20ul entnom-
men, 1:1 mit Vitalititstestlosung gefdrbt und die Vitalitit, wie oben beschrieben, bestimmt. Sphi-
roide und Kapseln wurden in einem Well einer 4er Wellplatte gesammelt, mit Vitalitétstestlosung
gefirbt, ggf. mit PBS gewaschen, und die Vitalitét, wie oben beschrieben, bestimmt.

Zur Kryokonservierung von adhirenten Zellen wurden die Zellen im Kultur-, bzw. Kryo-
gefill (4er oder 12er Wellplatte) vom Kulturmedium befreit und 1x mit Kulturmedium gewa-
schen bevor das Kryomedium zugegeben wurde. Die Menge des Kryomediums variiert von 1ml
bis ca. 100ul je nach Versuch. Bei Me,SO-haltigen Kryomedien wurde die Probe vor dem Ein-
frieren im Planer 30min bei 4°C inkubiert. Kryokonservierte adhidrente Zellen wurden, je nach
Versuchsansatz, entweder im CO,-Inkubator aufgetaut, was bei Iml Kryomedium bis zu 10min
dauern kann, oder durch schnelle Zugabe von 1ml 37°C warmen Kulturmedium bei Proben mit
sehr wenig iiberstehendem Kryomedium. Nach dem Auftauen wurde das Kryo-, bzw. Kulturme-
dium abgenommen und durch Vitalitétstestlosung ersetzt und die Vitalitdt der Probe, wie oben
beschrieben, bestimmt.

Humane Tumore wurden in 5 Sml Rohrchen mit je einem Teilstiick Tumor und Sml Lifor-
lab von der Uniklinik Essen transportiert. Nach Erhalt (stets am Tag nach der Entnahme) wurden
die Tumorstiicke entweder mit 2 Skalpellen oder in einem anderen Versuchsansatz mit einem
Gewebechopper (125um Schnitte) zerteilt. Die Stiickchen von je einem Teilstiick wurden fiir
Frischkontrolle, Kryokonservierung mit 10% Me,SO, Liforlab, LT oder LS verwendet. Die
Frischkontrolle wurde direkt einer Dissoziierung unterzogen (s.h. Kapitel 3.13). Die anderen Pro-
ben wurden in Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt, abzentrifugiert und nach 1 x waschen mit Liforlab,
bzw. die Me,SO-Probe mit Kulturmedium, im Kryomedium aufgenommen. Mit Hilfe einer Pin-
zette wurden die Tumorstiickchen in die Wells eines IBMT-Kryosubstrates verteilt und diese mit
Kryomedium aufgefiillt. Me,SO wurde mittels Nanoplotter zugegeben und die Probe 30min bei
4°C inkubiert. Die Proben wurden mittels Planer von 4°C auf -80°C mit 1°C/min eingefroren und
in der Gasphase eines Stickstofflagertanks bis zum Auftauen gelagert. Die Tumorstiicke wurden
durch Sminiitige Inkubation im CO,-Inkubator aufgetaut und in ein Zentrifugenrdhrchen iiber-
fiihrt. 1-2 Stiicke wurden entnommen, mit Vitalitdtstestlosung gefirbt und fotografiert. Die rest-
lichen wurden einmal mit Kulturmedium gewaschen und mit Sml Kulturmedium in eine Petri-
schale tiberfiihrt. Nach tiber Nacht Inkubation im CO,-Inkubator wurden die Stiicke einer Disso-
ziterung durch Collagenase unterworfen (s.h. Kapitel 3.13). Es wurde die Lebendzellzahl be-
stimmt, sowie eine Kultivierung der Zellen begonnen.

3.2.3 Kryomikroskopie und Hochgeschwindigkeitskryomikroskopie

Zur Kryomikroskopie wird die Cryostage (Cryostage MDBCS 600, Linkam Instruments, UK)
anstelle des Objekttisches im Mikroskop (Eclipse 80i, Nikon, Diisseldorf) eingebaut (Abbildung
3.4). Der Heizblock kann sowohl mit fliissigem Stickstoff gekiihlt als auch mit einem elektri-
schen Heizdraht gewédrmt werden. Die Temperatur wird iiber einen Thermosensor iiberwacht. Die
Steuerung der Einfrier- und Auftauraten erfolgt tiber das Steuergerit TP94, das mit dem PC ver-
bunden ist. Mit fliissigem Stickstoff versorgt wird die Cryostage aus einem externen Behélter mit
Hilfe der Fliissigstickstoffpumpe LNP2. Zur mikroskopischen Beobachtung werden besondere
Objektive mit groBem Arbeitsabstand und Vergroflerungen von 4x, 10x, 20x und 50x verwendet
(20x und 50x sind SLWD-Objektive).
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Innenansicht der Cryostage:

I N2 =
Heizdraht
-«

_Probengefald

Thermosensor

Heiz- und Kuhlblock

Abbildung 3.4: Links oben: Komplettaufbau Kry-
omikroskop; Als Basis dient ein Mikroskop (Nikon
Eclipse 80i) mit Kamera (d) und PC wobei anstelle
des Objekttisches die Cryostage (MDBCS 196) (f)
montiert ist. Gesteuert wird die Stage tiber den PC
wobei Temperature Controller TP94 (b) und xy-
Motor (c) verwendet werden. Die Fliissigstickstoff-
pumpe (a) zieht Stickstoff aus dem Vorratsbehilter
(e) durch die Cryostage. Rechts oben: Die Cryosta-
ge mit Stickstoffzu- (c¢) und —ableitung (d), xy-
Motor (a) und Deckel mit Sichtfenster (b). Links
unten: Innenansicht der Cryostage.

Abbildung 3.5: Anlage zur Hoch-
geschwindigkeitskryomikroskopie.
Auf das Kryomikroskop, wie in
Abbildung 3.4 beschrieben wird
eine Hochgeschwindigkeitsvideo-
kamera aufgesetzt. Besonders zu
beachten ist dabei die ausreichende
Beleuchtung der Probe.
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Der Probentrédger besteht aus einem Deckglas von 22mm Durchmesser mit einem aufgeklebten
Ring, der in den Probenhalter passt. Die Probe (2ul Zellsuspension (Zelldichte 1 x 10%ml oder
hoher), Zellsphéroide oder reine Losungen) wird auf den Probentréiger pipettiert und mit einem
herkdmmlichen runden Deckglas (Stirke ca. 150pm) mit einem Durchmesser von 7, 16 oder
22mm abgedeckt wird. Das Verhalten der Probe wird mit Hilfe einer Farbdigitalkamera (Pixel-
Link) verfolgt und aufgezeichnet. Am PC konnen aus den Rohdaten iiber die Steuersoftware
LinkSys32 sowohl Filme als auch Einzelbilder gespeichert werden. Fiir Hochgeschwindigkeits-
videoaufnahmen wurde anstelle der PixelLink-Kamera die Hochgeschwindigkeitskamera Visario
LT400 von Weinberger Vision (Deutschland) eingesetzt (Abbildung 3.5). Aufgezeichnet wurde
der Gefriervorgang mittels der zugehorigen Software Visart 2.1. Die Bilderrate konnte von 125 —
4000 Bildern pro Sekunde (fps) eingestellt werden. Ublicherweise wurde eine Geschwindigkeit
von 500 oder 1000fps gewéhlt. Aus den Rohdaten wurden Einzelbilder oder Filme erstellt und
zur Auswertung verwendet. Gegebenenfalls wurde Kontrast und Helligkeit der Bilder und Filme
nachtriglich verstarkt.

3.3 Methoden zur Immobilisierung von Zellen mit Alginat

3.3.1 Prozessierung und Reinigung von Alginat

Ausgangsmaterial sind getrocknete, geschnittene und mit Antiseptika behandelte Algenstingel
der Arten Lessonia nigrescens oder L. trabeculata, die an der Kiiste von Chile geerntet und ge-
trocknet wurden. Zur Extraktion werden die Algenschnitzel zunéchst iiber Nacht mit Ampuwa
(Fresenius Kabi AG) gewissert. L. trabeculata Rohmaterial wird danach 1h bei 4°C mit 5%iger
Salzsdure behandelt (Roth Chemikalien, Karlsruhe), um toxische Proteine zu entfernen oder zu
zerstoren. Nach dem neutral waschen mit Ampuwa wird eine 50mM EDTA (Roth Chemikalien,
Karlsruhe) und 50mM Na-Glukonat (Merck, Darmstadt) enthaltende Extraktionslosung zugege-
ben und 3 Tage unter Riihren inkubiert. Danach wird noch mal EDTA und Na-Glukonat zugege-
ben, die Schnitzel in einem Mixer zerkleinert und noch ein drittes Mal EDTA und Na-Glukonat
zugegeben. L. nigrescens Algenschnitzel werden nach dem Wissern 72h in 70%igem Ethanol
(aus 99%igem, mit 1% MEK vergilltem Ethanol von Roth Chemikalien, Karlsruhe, und Ampuwa
angesetzt) inkubiert (nach jeweils 24h Wechsel des Ethanols) um organische Pigmente herauszu-
16sen.

Die Extraktion erfolgt bei L. nigrescens mit 50mM Diiminosuccinat (Markenname Bay-
pur CX 100 MU von Lanxess, Leverkusen). Nach der Extraktion erfolgen Vor- und Sterilfiltrati-
on, bei der ungeloste Algenreste und Mikroorganismen entfernt werden. Danach wird das geloste
Alginat 3x mit Ethanol gefillt und in 0,13M, 0,5M und 0,13M KCI-Losung (Merck, Darmstadt)
wieder gelost. Nach einem letzten Fillschritt wird Alginat zur Sterilisation in 70%igem Ethanol
eingelegt, mit einer Schere in ca. 3-5mm grof3e Stiicke geschnitten und steril getrocknet. Vor der
Verwendung wird der Protein- und Polyphenolgehalt bestimmt, das Material auf Sterilitdt und
Mitogenitét gepriift und die Viskositit mit einem Kugelrollviskosimeter bestimmt was das Labor
des Lehrstuhls fiir Biotechnologie der Universitdt Wiirzburg durchgefiihrt. Die Extraktion wurde
sowohl im LabormalBstab (Einwaage 10g Algenschnitzel, Ausbeute 2-4g Alginat) als auch in der
auf industrielle MaB3stibe ausgelegten Pilotanlage zur GMP-gerechten Produktion von Alginat
(180 — 360g Einwage, 40 — 100g Ausbeute) (Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Prototypische Anlage zur GMP konformen Herstellung von Alginat. a: Extraktion mit Ca** bin-
dendem EDTA oder Diiminosuccinat; b: Vorbereitung zur ersten Féllung nach der Sterilfiltration; c: Nach der Ste-
rilfiltration wird das ausgefallene Alginat sichtbar; d: Auflosen des gefillten Alginats in KCI-Losung. Deutlich zu
erkennen ist die Farbverinderung von braun nach weil.

3.3.2 Herstellung massiver Alginatkapseln

Zur Herstellung der Alginatlosung wurde getrocknetes Alginat von L. nigrescens und L. trabecu-
lata getrennt in steriler 0,9%iger NaCl — Losung gelost. Je nach Ansatz wurde 0,65%, wenn die
Crystal Gun verwendet werden soll, oder 0,7% (ohne Crystal Gun) (w/v) Alginat eingesetzt. So-
bald das Alginat vollstindig geldst ist wird L. nigrescens-Alginat und L. trabeculata-Alginat 1:1
gemischt (NT-Alginat) und zur vollstindigen Durchmischung ca. 1h in einen Rotationsmischer
gestellt. Fiir die Crystal Gun wurde speziell vorbehandeltes BaCl, Pulver verwendet: BaCl, x 2
H,O (Merck, Darmstadt) wurde bei 140°C 4h lang getrocknet. Danach wurde es im Morser zer-
stofen und mit 2 Sieben auf die Korngrée zwischen 80 — 300um gebracht. Zellen aus der Zell-
kultur wurden abgelost und zu einem Pellet von 1 x 10° Zellen verarbeitet. Sollten Sphiroide
verkapselt werden wurden %2 Petrischale freie Sphiroide oder 3-5 Schalen HD-Sphiroide geerntet
und in einem Zentrifugenrohrchen als Pellet gesammelt. Der Uberstand wurde abgenommen und
das Pellet in 1ml von dem gemischten NT-Alginat resuspendiert. Zur Verkapselung von Erythro-
zyten wurde 10 — 50ul Erythrozytenpellet mit einer Pipette aufgenommen und unter das Alginat
gemischt. Die Alginat-Zellsuspension wurde in eine 1ml Spritze aufgezogen und in die Verkapse-
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lungsanlage (Zimmermann et al. 2001) eingespannt (Abbildung 3.7). Pro 1ml Alginat-
Zellsuspension wurde 1 Petrischale mit 20ml Polymerisationsbad (20mM BaCl,, SmM Histidin
(Sigma, Schelldorf), 215mM NaCl, sterilfiltriert) bereitgestellt.

Abbildung 3.7: Verkapselungsanlage fiir Alginat. Die
Alginat-Zellsuspension wird in einer 1ml Spritze (a)
auf den, mit einer Diise versehenen Block (b) gesetzt.
Der Vorschub (c) driickt das Alginat langsam durch
die Diise wihrend ein koaxialer Luftstrom (d) fiir den
Tropfenabriss sorgt. Gegebenenfalls werden die Trop-
fen im Fallen mit BaCl, Pulver bespriiht (e) (Crystal
Gun) bevor sie im Polymerisationsbad eintreffen (f).
Die Fallstrecke zwischen Diise und Polymerisationbad
betrigt etwa 10cm.

Die Parameter der Verkapselungsanlage waren: Vorschub: 2,00; Luft: 1bar, 2,5 — 3,5/min. Die
Crystal Gun wurde mit Y2 Laborloffel BaCl, Pulver gefiillt und bei 10l/min Luftdurchfluss bei
2bar betrieben. Sobald die Zellsuspension komplett durch die Anlage gelaufen war wurden die
fertigen Kapseln weitere 20min im Polymerisationsbad bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
wurden die Kapseln in einem 50ml Zentrifugenrohrchen gesammelt und 3 x mit 10ml 0,9%iger
NaCl — Losung gewaschen. Nach Entnahme einer Probe fiir die Vitalititskontrolle (EB/FDA —
Losung) (nicht bei Erythrozyten) wurden die Kapseln in die fiir die jeweilige Zellart geeignetem
Kulturmedium aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung iiber Nacht im CO,-Inkubator,

Abbildung 3.8: Schematische Darstel-
lung der Versuchsanordnung zur Beo-

Spritze mit gefarbtem Alginat bachtung des Verhaltens von Alginat

beim Eintropfen in verschiedene Ver-
suchslosungen.

Alginattopfen

Kuvette mit Fliissigkeit (nicht-

/ bzw. polymerisierend)
|5

~—— Skala
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bzw. im Kiihlschrank bei 4°C bei Erythrozyten, inkubiert. Zur Herstellung von groleren Kapseln
zur Untersuchung der Deformationskinetik wurde Alginatlésung je nach Bedarf 0,1 — 0,7%ig in
0,9%iger NaCl mit oder ohne 1% HSA (aus 20%igem Octalbin von Octapharma, Langenfeld)
angesetzt und mit Phenolrot in der gewlinschten Farbintensitit gefirbt. Das Alginat wurde in eine
Iml Spritze aufgezogen und zusammen mit einer Kaniile in einer Halterung befestigt (s.h. Abbil-
dung 3.8 und Abbildung 3.9). Ein transparenter Behilter, in dem ein Objektivmikrometer (Nikon,
Diisseldorf) befestigt wurde und, je nach Versuch, Polymerisationsbad, isotoner NaCl-Losung
oder destilliertem Wasser eingefiillt wurde, wurde 6¢cm, 13cm oder 27cm unterhalb des Endes der
Kaniile aufgestellt. Der Eintropfvorgang wurde mittels Hochgeschwindigkeitsvideo oder —
fotografie aufgezeichnet. Zur Hochgeschwindigkeitsfotografie wurde die Anlage, wie sie in
Schelenz 2004 beschrieben ist, verwendet. Deformationsdiagramme wurden erstellt, indem eine
Videoaufnahme in Einzelbilder zerlegt wurde. Der Durchmesser des Alginattropfens wurde an
der horizontal breitesten Stelle gemessen. Aus den Messdaten wurden Durchmesser-Zeit-
Diagramme, bzw. Deformationsdiagramme erstellt.

’ Abbildung 3.9: Darstellung der Versuchsan-
ordnung zur Beobachtung des Verhaltens von

Alginat beim Eintropfen in verschiedene
Versuchslosungen. Links ist die Halterung
fir die Eintropfkaniile und die Kiivette zu
sehen, rechts die Hochgeschwindigkeitsvi-
deokamera und dahinter das aktuelle Bild.

3.3.3 Herstellung von Alginatsheets

Alginatsheets werden mit Hilfe einer speziellen Gussform hergestellt, die detailliert in Zimmer-
mann et al. 2007 beschrieben ist (Abbildung 3.10). Vor Beginn miissen die Filter und die Kera-
mikschwidmme in Polymerisationsbad gelegt werden um mittels Unterdruck (im Exsikkator) die
eingeschlossene Luft zu entfernen. Nach dem Zusammenbau der Gussform wird mit einer Sprit-
ze luftblasenfrei 0,7%iges Alginat (1:1 Mischung L. trabeculata, L. nigrescens) in die untere
Schlauchoffnung eingefiillt. Fiir den 1,5mm Spacer wird etwa 9ml, fiir den 2mm Spacer ca. 12ml
Alginatlosung bendtigt. Sobald der Meniskus der Alginatlosung im oberen Schlauch zu sehen ist
kann durch die zwei unteren Zuginge in der Plastikhalterung Polymerisationsbad eingefiillt wer-
den. Auf die offenen oberen Zuginge werden zwei 20ml Spritzen ohne Kolben aufgesetzt. Wenn
die Menisci des Polymerisationsbades in den Spritzen an den oberen Zugingen zu sehen sind
kann in die oberen Spritzen je 20ml Polymerisationsbad gegeben werden. Nach 2h oder 15h kann
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die Gussform wieder zerlegt werden und das fertige Sheet entnommen werden. Vor der Verwen-
dung muss das Sheet mindestens 1h in destilliertem Wasser quellen. Sollen Zellen auf dem Sheet
kultiviert werden entnimmt man das Sheet dem Wasser und legt es in eine trockene Petrischale
(9cm Durchmesser), trigt tropfenweise Fibronektinlosung (0,25mg/ml) auf und lédsst es mit offe-
nem Deckel in einer Sterilbank 2h antrocknen. Danach wird eine dichte Zellsuspension (ca. 1 x
106/m1) aufgetropft, so dass das Sheet bedeckt ist und lisst diese 2h im CO, — Inkubator adhirie-
ren. Erst danach konnen 15ml Kulturmedium zugegeben werden.

Zur Strukturierung mittels Photoablation wurden nicht nur Alginatsheets sondern eben-
falls groBere, massive Alginatblocke verwendet. Diese wurden hergestellt, indem 0,5ml 0,7%iges
NT-Alginat in ein Zellsieb (Millipore) mit 2um PorengroBle gegeben wurde, das in einer 4er
Wellplatte (Nunc) steht. Danach wurde das Well langsam mit ca. 700ul Polymerisationslosung
gefiillt, wobei darauf zu achten ist, dass sich keine Luftblase unter dem Zellsieb bildet. Weitere
ca. 300ul der Polymerisationslosung wurden von oben in das Zellsieb iiber das Alginat gegeben.
Nach 2h oder 15h kann der Alginatblock entnommen und fiir Photoablation verwendet werden.

Abbildung 3.10: Anlage zur Herstellung von Alginatsheets.
In den inneren Hohlraum (1) wird fliissiges Alginat gefiillt.
Der Hohlraum wird einerseits begrenzt von einem Sili-
konspacer (2), der 1,4 oder 2mm dick ist, auf der anderen
Seite von 2 Zellulosefiltern (3) die sich an 2 Keramikfritten
(4) anschlieBen, die von Polymerisationslosung getriankt
sind. Die Fritten werden von einem Polyacetatrahmen (5) in
Position gehalten, der seinerseits von 2 Edelstahlplatten (6)
zusammengedriickt wird. Alginat wird von unten einge-
spritzt um Luftblasenbildung im Sheet zu vermeiden (Abb.
aus Zimmermann et al. 2007).

3.3.4 Herstellung von Alginatschichten, -spots und —patches

Zum Aufbringen von Alginatschichten auf Oberfldchen miissen diese zunédchst, wenn nicht schon
gegeben (Zellkultur-behandelte Plastikoberflachen, Cellocate, Thermanox), hydrophilisiert wer-
den. FEine Behandlung mit Argon-Plasma hat sich dabei als die einfachste Methode erwiesen.
Alternativ konnen die Oberflichen auch chemisch hydrophilisiert werden, indem die Probentré-
ger zunidchst durch je 15min in Aceton, in Ethanol und destilliertem Wasser im Ultraschallbad
entfettet werden. Danach ldsst man sie 60min im Ultraschallbad in einer 1:9 Mischung aus gesét-
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tigter NaOH-L6sung und Ethanol hydrophilisieren. Abschliefend werden die Probentriger 30min
in destilliertem Wasser, das 1-2-mal gewechselt wird, im Ultraschallbad gereinigt. Fiir die Kulti-
vierung von Zellen werden die Probentriger entweder autoklaviert oder mit UV-Licht sterilisiert.
Damit Alginat auf der Oberflidche haften bleibt ist eine Beschichtung mit Poly-L-Lysin (PLL)
(Sigma, Schelldorf) notwendig.

Sollen zunéchst Zellen auf der Oberflidche kultiviert werden ist eine Beschichtung mit
1:100 verdiinnter Stocklosung (0,01%) PLL angebracht, soll die Alginatbeschichtung direkt auf-
getragen werden kann eine hohere Konzentration gewihlt werden. Von der PLL Losung wird
soviel aufgetragen, dass die Oberfliche gerade bedeckt ist. Nach 30min bei 37°C wird der Rest
der Losung abgenommen und die Oberflidche 3 x mit gepufferter Losung gewaschen. Sollen Zel-
len beschichtet werden, wird Zellsuspension auf die Oberfliche gegeben und mindestens bis zur
Anheftung der Zellen im CO,-Inkubator kultiviert. Nach Entfernung des Kulturmediums und 3x
waschen mit gepufferter Losung kann Alginat als 0,7%ige Losung auf die von Pufferlésung be-
freite, aber noch feuchte Oberfldche (ohne Zellen kann Alginat auch auf eine getrocknete PLL
Schicht aufgetragen werden), aufgetropft werden. BaCl,-Polymerisationsbad wird nun langsam
dazugegeben und 20min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3 x waschen mit gepufferter Lo-
sung kann wieder Kulturmedium dazugegeben werden. Reine Alginatschichten, ohne Zellen
konnen auch getrocknet und rehydriert werden. Zellmonolayer konnen je nach Sensibilitdt der
Zellen auch direkt mit PLL beschichtet werden.

Zur Beschichtung kleiner Oberfldchen, bzw. zur Produktion von Alginatspots von weni-
gen 100um Durchmesser, wird der Alginatdispenser eingesetzt. Die Vorgehensweise ist dieselbe
wie bei der manuellen Beschichtung mit der Ausnahme dass die Alginattropfchen vom Dispenser
produziert werden. Zur gezielten Ablosung von Zellen, die nicht unter der Alginatschicht liegen,
wird Trypsin/EDTA (0,02/0,025%; dieselbe Losung fiir Zellkultur) aufgetragen und ca. 2-3min
bei Raumtemperatur inkubiert. Durch vorsichtiges Abspiilen kénnen die nicht von Alginat be-
deckten Zellen entfernt werden. Sollen Alginatpatches hergestellt werden, 1dsst man die Trypsin-
16sung ca. 4-5min inkubieren und spiilt etwas stédrker bis zur vollstindigen Ablosung der Zellen
und des Alginates.

3.3.5 Strukturierung von Alginat

Die Strukturierung von Alginat durch Photoablation wurde an einem kommerziell erhéltlichem
Laser Scanning Mikroskop von Carl Zeiss Microlmaging GmbH (Deutschland) (LSM 510 ME-
TA) durchgefiihrt (Abbildung 3.11). Als Lichtquelle diente ein Ti:Saphir-Femtosekundenlaser
(150fs, 1,3 W bei 800nm) (Mai Tai, Spectra Physics, USA). Der Laser wurde durch ein Olim-
mersionsobjektiv (Zeiss EC Plan Neofluor 40x NA 1.3) fokussiert. Alginat lief sich optimal bei
einer Wellenlidnge von 740nm und 70% - 90% der maximalen Anregungsenergie strukturieren.
Die Alginatprobe wurde auf einem Glastriager befestigt, wobei zur Vermeidung von Austrock-
nung zusétzlich ein feuchtes Filterpapier in die Probenkammer eingebracht wurde.

Die Strukturierung mittels Partikelstrahl wurde mit dem Sandmaster der Fa. Hasenfratz (Os-
terreich) durchgefiihrt. Als Partikel wurde Reinigungspulver aus Natriumbikarbonat verwendet
(Nr. 0.489.0012, Kaltenbach & Voigt GmbH & Co).
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Abbildung 3.11: Anlage zur
Strukturierung von Alginat mit
Mehrphotoneneffekt. Das Licht des
Ti:Saphir-Lasers (a) wird in einem
AOM (akkusto-optical Modulator
seiner Intensitit geregelt (b) und
durch das Linsensystem (c) aufge-
weitet, bevor es in der Scan-Einheit
(d) PC-gesteuert auf die Probe (f),
die auf einem Mikroskop aufliegt
(e), durch ein Objektiv fokussiert
wird.
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4. Resultate

Im ersten Kapitel des Resultatteils soll auf die Entwicklung und Validierung von Immobilisie-
rungstechniken eingegangen werden. Im zweiten Kapitel werden Immobilisierungstechniken spe-
ziell zur Optimierung der Kryokonservierung von Zellen eingesetzt und evaluiert.

4.1 Entwicklung und Validierung von Immobilisierungstechniken

Ziel war es, neue Erkenntnisse iiber die Kinetik der Kapselentstehung zu gewinnen und diese zur
Optimierung der Verkapselung von Langerhansschen Inseln einzusetzen. Basierend auf Hochge-
schwindigkeitsaufnahmen konnte ein Auswerteverfahren entwickelt werden das Aufschluss tiber
die Polymerisationskinetik und Deformierbarkeit von Alginat gibt. Einige dieser Erkenntnisse
fiihrten schlieBlich zur Entwicklung der oberflichenbasierten Verkapselung, oder Beschichtung,
adhdrenter Zellen, wobei die Biovertraglichkeit und Effektivitit dieser Beschichtung im Experi-
ment gezeigt werden konnte. Es wurde aulerdem erstmals die Verkapselung von neuronalen Vor-
lauferzellen und Neuroaggregaten durchgefiihrt und etabliert. Neuronale Zellen sind nicht nur
von Bedeutung fiir die Grundlagenforschung am neuronalen Stoffwechsel sondern auch interes-
sant zur Untersuchung der Pathophysiologie nach Storungen, z.B. Sauerstoffmangel, oder der
Wechselwirkung mit Medikamenten.

4.1.1 Untersuchungen zu Vernetzungseigenschaften und Materialeigenschaften

Der Vorgang des Eintropfens lauft sehr schnell ab, zu schnell um auswertbare Aufnahmen aus
herkdmmlichen Foto- oder Videokameras zu gewinnen. Daher wurde zur Beobachtung und Un-
tersuchung des Eintropfvorganges auf Techniken zur Hochgeschwindigkeitsfotographie bzw. —
video zuriickgegriffen. Die ersten Versuche zur Untersuchung der Verkapselungskinetik wurden
mit der Hochgeschwindigkeitsfotographieanlage durchgefiihrt die in Schelenz (2003) detailliert
beschrieben ist. Eine Spritze mit gefiarbtem Alginat wurde iiber einer Kiivette mit der Versuchs-
l6sung fixiert und Alginat wurde tropfenweise abgegeben. Der Tropfen féllt dabei durch eine
Lichtschranke. Das elektrische Signal der Lichtschranke wird von einem Verzogerer mikrose-
kundengenau einstellbar verzogert und 16st darauthin einen 15us kurz eingestellten Blitz aus. Das
Bild wird von einer digitalen Fotokamera, die auf lange Belichtungszeit eingestellt ist aufge-
nommen. Um eine Bildserie eines Vorganges zu erhalten miissen mehrere Bilder in unterschied-
lichen Verzogerungsabstinden gemacht werden und der Vorgang selbst muss hoch reproduzier-
bar sein. Die Reproduzierbarkeit ist beispielsweise nicht mehr gegeben, wenn statistisch verteilte
Partikel im Alginat sind, und die Bewegung dieser Partikel nachverfolgt werden soll. Aus diesem
Grund wurde fiir diese Versuche eine Hochgeschwindigkeitsvideokamera anstelle der Fotokame-
ra (mit Blitz und Verzogerer) benutzt.

Beobachtet man das Eintreffen des Alginattropfens im Polymerisationsbad von oben kann
man die Entstehung eines so genannten Kronentrichters beobachten, der typisch ist fiir den Ein-
schlag von Tropfen oder Festkorpern in Fliissigkeit oder sogar losen Sand (s.h. Kap. 5). Die Beo-
bachtung von der Seite mit Hilfe der Hochgeschwindigkeitsfotographie zeigt ein komplexes Ver-
halten des Alginattropfens (s.h. Abbildung 4.1). Es lassen sich vier verschiedene Stadien unter-
scheiden: Zunichst wird der Tropfen durch das Auftreffen auf die Wasseroberfldche stark defor-
miert (1. Deformationsphase) und unter Wasser gedriickt (2. Eintauchphase). Nachdem sich der
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Alginattropfen von der Wasseroberfldche geldst hat nimmt er eine, Erythrozyten dhnliche, Form
an (3. Erythrozytenphase) und sinkt zu Boden. Dabei, bzw. in den folgenden Sekunden, nimmt
der Alginattropfen langsam eine sphérische Form an (4. Schwellphase).

0 5
' mSﬁ — . < 5ms
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ca. 10ms

40ms
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1 2
"" : ° @
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Abbildung 4.1: Fliissiges Alginat wird in BaCl,-Polymerisationsbad eingetropft. Links: Hochgeschwindigkeits-
fotographien unter Angabe des zeitlichen Abstandes vom ersten Bild (t=0). Alginat wurde zur besseren Sichtbar-
keit mit Phenolrot gelb gefirbt. Im letzen Bild (2s) sieht man ein leichtes rotes Ausbluten des Farbstoffes. Zu
beachten ist, dass jedes Bild einen anderen Alginattropfen darstellt. Beim Einschlag des Alginattropfens auf die
Fliissigkeitsoberfliache wird der Tropfen stark deformiert (0 — Sms) und unter die Wasserlinie gedriickt wobei der
Alginattropfen an der Fliissigkeitsoberfldche verbleibt und sich erst bei t = 20ms davon 16st. Beim Absinken hat
der Alginattropfen zunichst eine Erythrozyten-dhnliche Form die er im Laufe der nidchsten 2s zugunsten einer
sphérischen Form verliert. Rechts: schematische Darstellung des Eintropfvorganges; die Nummern indizieren die
vier Phasen des Eintropfvorganges (Abb. aus Ehrhart et al. 2005).

Ist die Kiivette, bzw. der Fiillstand des Polymerisationsbades, flacher als die maximale Eindring-
tiefe der Luftblase (Abbildung 4.1 bei 10ms) wird der Alginattropfen zu Boden gepresst und viel
stiarker deformiert. Die folgenden Aufnahmen fiir die quantitative Untersuchung des Eintropfvor-
ganges wurden ausschlieBlich mit einer Hochgeschwindigkeitsvideokamera gemacht um
Schwankungen der Tropfengrofle auszuschlieBen. Misst man den horizontalen Durchmesser des
Alginattropfens an der breitesten Stelle und trigt diesen gegen die Zeit auf, zeigt sich ein charak-
teristischer Kurvenverlauf (Abbildung 4.2), das Deformationsdiagramm, das aufgrund seiner ho-
hen Spezifitit und guten Reproduzierbarkeit auch der charakteristische Fingerabdruck (,,Fin-
gerprint®) des Alginats genannt wurde. Die Deformationsphase spiegelt sich wieder im Ein-
schlagsmaximum (,,Impact Peak®), der die maximale Deformation beim Auftreffen des Algi-
nattropfens auf die Wasseroberfliche anzeigt. Am Ablosungsminimum (,,Detachment Mini-
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Abbildung 4.2: typische Stadien
des Eintropfens von Alginat im
Deformationsdiagramm: 1: Durch-
messer des fliissigen Tropfens vor
dem Einschlag; 2: ,Impact Peak*
maximale Deformation des Trop-
fens beim Auftreffen auf die Fliis-
sigkeitsoberfldche; 3: ,,Detachment
Minimum® Ablosen des Alginats
von der Luftblase; 4: , Exponential
Decay* Tropfen rundet sich lang-
sam zur Kugelform ab. (n= 5)
(Abb. verdndert aus Zimmermann
et al. 2007)

mum®) 16st sich der Alginattropfen von der Luftblase, was sich in einer Stauchung des horizonta-
len Durchmessers duflert. Wihrend der exponentiellen Abnahme des Durchmessers (,,Exponenti-
al Decay*) sinkt der Tropfen zu Boden und nimmt langsam seine sphérische Form an. Dabei geht
die Zunahme im Vertikalen zu Lasten des horizontalen Durchmessers wodurch die bestidndige
Abnahme des horizontalen Durchmessers entsteht. In Abbildung 4.2 sind Mittelwert und Stan-
dardabweichung aus 3 Messungen aufgetragen. Zu erkennen ist die gute Reproduzierbarkeit der
Experimente, die durch Normierung auf den Ausgangsdurchmesser noch betont werden kann.
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Abbildung 4.3: Interpolation einer
Messkurve des charakteristischen De-
formationsdiagramms. Verwendet wurde
0,65%iges NT-Alginat, welches aus einer
Hohe von 13cm in Polymerisationsbad
eintropft. Gut zu erkennen ist, dass die
beiden Maxima (Einschlags- und Ablo-
sungsmaximum) ab Gaufische Funktio-
nen erinnern wihrend die langsame Ab-
nahme des Durchmessers eine exponen-
tielle Abnahme 1. Ordnung darstellt.
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Nachdem also gezeigt wurde, dass die Erfassung der Deformation im Durchmesser/Zeit-
Diagramm funktioniert und reproduzierbar ist wurden Versuche unternommen um die Polymeri-
sationskinetik von Alginat zu untersuchen. Zunichst soll der Einfluss der polymerisierenden lo-
nen untersucht werden. Wird die polymerisierende BaCl, — Losung gegen nicht-polymerisierende
isotone NaCl-Losung getauscht zeigen sich deutliche Unterschiede im Fingerabdruck des Algi-
nats (Abbildung 4.3). Die initiale Deformation (,,Impact Peak*) fillt im NaCl-Bad deutlich gro-
Ber aus, wihrend das ,,Detachment Minimum* kleiner wird. Im NaCl-Bad wird der Algi-
nattropfen also stirker deformiert. Auch nimmt der Alginattropfen im NaCl-Bad am Ende keine
sphérische Form an sondern sinkt zu Boden und 16st sich langsam auf.
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Abbildung 4.4: Darstellung der Unterschiede im Deformationsdiagramm von Alginat beim Eintropfen in a) BaCl,
— Polymerisationsbad und b) isotone NaCl-Losung. Das Einschlagsmaximum f#llt ohne Barium wesentlich hoher
aus, d.h. die Deformation beim Aufprall ist groBBer. Das Ablosungs-Minimum wenn sich der Tropfen von der Fliis-
sigkeitsoberfliche ablost ist kleiner, d.h. auch hier findet eine stirkere Deformation statt als mit Barium im Bad.
Der Tropfen im Polymerisationsbad rundet sich im Laufe der niachsten Sekunden zur Kugelform ab wihrend der in
der NaCl-Losung zu Boden sinkt und sich auflost. (n=5)

Ausgehend von der theoretischen Uberlegung, dass die Viskositit der Losung das AusmaB ihrer
Deformation beim Einschlag in Fliissigkeiten beeinflusst (Weber-Zahl, s.h. Kap. 5), wurden Ver-
suche mit Alginatlosungen unterschiedlicher Viskositit und mit unterschiedlichen Einschlagsge-
schwindigkeiten durchgefiihrt. Die Viskositit einer Alginatlosung wird unter anderem durch den
Alginatanteil bestimmt. Im Experiment wurden Losungen von 0,3%, 0,5%, 0,65% und 0,7% ver-
wendet. Die 0,3%ige Losung konnte nicht ausgewertet werden, da sich der Tropfen an der Ober-
fliche ausbreitete und dort verblieb wo aufgrund des Meniscus der Fliissigkeit keine exakte Mes-
sung moglich war.

Abbildung 4.4 zeigt den maximalen horizontalen Durchmesser beim Eintropfvorgang. Die
Graphen zeigen den Mittelwert wobei aufgrund der guten Ubereinstimmung der einzelnen Mess-
werte (s.h. auch Abbildung 4.3) auf die Darstellung der Standardabweichung verzichtet wurde.
Deutlich zu erkennen ist, dass die maximale Deformation am Einschlagsmaximum umso gro3er
ausfillt, je geringer die Alginatkonzentration, und damit die Viskositit, ist. Bei 0,5%igem Alginat
fillt zudem die starke Deformation am Ablosungsminimum auf.
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Abbildung 4.5: Vergleich der Deformationsdiagramme von Alginatlosungen unterschiedlicher Konzentration
beim Eintropfen in Polymerisationsbad. Je hoher die Viskositit, desto geringer die Deformation. Die Pfeile mar-
kieren die maximale Ausdehnung am Einschlagsmaximum der unterschiedlichen Konzentrationen. Verwendet
wurde NT-Alginat (mit L929 Zellen), welches aus einer Hohe von 13cm eingetropft wurde. Zur besseren Uber-

sichtlichkeit wurden die Standardabweichungen weggelassen. (n=3)

160 180 200

Die Viskositit einer Alginatlosung wird auBler durch die Konzentration vom M- bzw. G-Anteil
bestimmt (Mannuronsiure, bzw. Gulluronsiure). L. nigrescens Alginat enthélt mehr Gulluronsiu-
re, die in helikalen Strukturen organisiert ist, L. trabeculata Alginat mehr Mannuronsdure.
Abbildung 4.5 und Abbildung 4.6 zeigen die Deformation von Alginat, das aus unterschiedlichen
Quellen stammt. Alginat aus L. nigrescens ist viskoser als das aus L. trabeculata und deformiert
nicht so stark beim Eintreffen in Polymerisationsbad. Die 1:1 Mischung der beiden Alginatsorten

liegt in der Deformation zwischen den reinen Alginaten
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Abbildung 4.6: Hochgeschwindigkeitsfotographie von Alginattropfen in Polymerisationsbad am Punkt der maxi-
malen Deformation (Impact Peak). Die Viskositét erhoht sich von links nach rechts; a: 0.1%ige Alginatlosung, b-c:
0.65%ige Alginatlosung von verschiedenen Algenspezies wobei c eine 1:1 Mischung aus a) (L. trabeculata) und b)
(L. nigrescens) ist Die Eintropfhohe betrug 13cm. (Abb. aus Ehrhart et al. 2005).

Weiterhin von Bedeutung fiir das Ausmall der Deformation der Alginattropfen ist die Ein-
schlagsgeschwindigkeit. Im folgenden Versuch wurde die Eintropfhohe variiert so dass sich un-
terschiedliche Geschwindigkeiten ergaben. In Tabelle 4.1. sind die Eintropfhohen mit der zuge-
horigen Einschlagsgeschwindigkeit und Weberzahl zusammengefasst. Abbildung 4.7 zeigt die
Fingerabdriicke von Alginat (0,65%iges NT-Alginat mit 0,5 x 10° L929 Zellen/ml) das aus den
unterschiedlichen Hohen in Polymerisationsbad eingetropft wurde. Je hoher der Abstand (die
Einschlagsgeschwindigkeit) desto grofler die Deformation.

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der physikalisch relevanten Daten fiir die Variation der Eintropf-
hohen.

Eintropthohe Einschlagsgeschwindigkeit Weberzahl
D )
S We = pU2 2 [sm™]
g o
6,5cm 1,1 31,1
13cm 1,6 44.0

27cm 2,5 69,5
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Abbildung 4.7: Deformationsdiagramm von 0,65%igem NT — Alginat aus unterschiedlichen Fallh6hen. Dem
Alginat waren 0,5x 10° L929 Zellen/ml zugemischt. (n=3)

Abbildung 4.8: Eintropfen von (gelb gefirbtem) Alginat in Polymerisationsbad. Das fliissige Alginat wurde mit
blau gefarbten Bariumalginatkapseln, die mittels Verkapselungsanlage hergestellt wurden, versetzt. Die Kapseln
bewegen sich innerhalb des Alginattropfens wihrend der Deformationsphase aber bleiben auf ihrer Position
wihrend der folgenden Phasen (Abb. aus Ehrhart et al. 2005).
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In der Anwendung finden reine, massive Alginatkapseln lediglich als Testsysteme fiir die Rein-
heit des Alginats Gebrauch (z.B. Langzeitstabilitit und Fibroseentwicklung im Tiermodell). Die
biomedizinische Anwendung von Alginatkapseln wird durch den Einschluss von Zellen oder
kleinen Gewebestiicken gegeben wobei die Alginatkapsel als dreidimensionale Kultivierungsmat-
rix und Schutz vor duBleren Einfliissen, z.B. Immunsystem, dient. Um die Dynamik bei der
Einschlussimmobilisierung zu untersuchen wurde ein Testsystem im groferen, sichtbaren MaB3-
stab verwendet. Reine Alginatkapseln (ca. 300-500um Durchmesser), die mit Hilfe der Verkapse-
lungsanlage hergestellt, mit Alcianblau gefirbt wurden dienten dabei als Modellsystem. Die Par-
tikel wurden mit gelb gefidrbter Alginatlosung gemischt bevor sie, unter Beobachtung durch die
Hochgeschwindigkeitsvideokamera, in Polymerisationsbad getropft wurden. Abbildung 4.8 zeigt
ausgewihlte Momente des Eintropfvorganges. Deutlich zu erkennen sind die blauen Alginatku-
geln, die sich wihrend der Deformation in der Kapsel verschieben, am unteren Rand anordnen
und auch wihrend des Schwellvorganges in dieser Position verbleiben. In Abbildung 4.9 sind
nochmals separat die Alginatpartikel dargestellt. Gut zu erkennen ist die Verschiebung der Parti-
kel in die untere Hilfte der groBen Alginatkapsel. Um diese Verdringung der eingeschlossenen
Partikel an den Rand der Kapsel zu vermeiden wurden erste Versuche unternommen eine alterna-
tive, deformationsfreie Methode der Kapselproduktion zu finden (s.h. Ausblick Kapitel 5).

Abbildung 4.9: Separate, schematische Darstellung des de-

> W formierten fliissigen Alginats (gelb) aus Abbildung 4.8 mit den
eingeschlossenen Alginatpartikeln (blau). Deutlich zu erkennen

ist, dass die Partikel, die zu Beginn zufillig in der Kugel ver-
; <

teilt waren zum Ende in der unteren Hilfte (rot markiert) der
Kugel versammelt sind.
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Im Folgenden wird das Eintropfen von Alginat mit Langerhansschen Inseln (aus der Ratte) ge-
zeigt (Abbildung 4.10 links). Auch hier werden die Inseln (Festkorper im fliissigen Alginat) am
Rand der Kapsel ,,gefangen*. Dasselbe Phidnomen ist bereits von den Kapseln bekannt, die durch
die Verkapselungsanlage entstehen (s.h. Abbildung 4.10 oben).

ms 14ms

Abbildung 4.10: Links: Langerhanssche
Inseln werden in Alginat in ein Polymerisa-
tionsbad eingetropft. Die Insel (Pfeil in
Bild 2) verschiebt sich durch den Aufprall
an den Rand des deformierten Tropfens.
Der Kontakt zu Polymerisationsbad wird an
der Oberseite des Alginats durch die Luft-
blase verzogert. Beim Abriss der Luftblase
(Bild 3 und 4 (Pfeil)) bleibt eine kleine
Luftblase am Alginat zuriick. (Abb. aus
Zimmermann et al. 2007); Oben: L929
Sphéroid in Alginatkapsel. Zu erkennen ist
die stark dezentrale Lage des Sphéroiden in
der Kapsel.

Auf das Einschlagsmaximum einer Alginatlosung scheinen eingeschlossene, feste Partikel jedoch
keine, oder wenige, Auswirkungen zu haben. Abbildung 4.11 (b) zeigt die Messwerte dreier
Tropfen mit eingeschlossenen Langerhansschen Inseln und einen, aus derselben Losung stam-
menden, ohne Insel. Der Tropfen, der den einzigen, deutlich abweichenden Graphen stellt, hatte
zusitzlich eine Luftblase eingeschlossen und rotierte wihrend der Aufnahme. Werden kleinere,
aber mehr Partikel, wie z.B. Zellen, zum Alginat gemischt zeigte sich eine leichte Erhhung der
Deformationsféhigkeit am Einschlagsmaximum und am Ablosungsminimum (Abbildung 4.11 a).

Die stirkere Deformierung konnte jedoch ebenfalls einer reduzierten Viskositit zuge-
schrieben werden, da das Zellpellet stets noch Fliissigkeit enthélt bevor die Alginatlosung zuge-
geben wird. Die Einschlagsmaxima unterscheiden sich kaum, wéhrend die Ablosungsminima
stiarker unterscheiden als in Abbildung 4.5 (unterschiedliche Viskosititen) konnte ein Einfluss der
Partikel am Ablosungsminimum vorliegen.
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Abbildung 4.11: Deformationsdiagramme von einzelnen Alginattropfen mit eingeschlossenen Zellen bzw. Lan-
gerhansschen Inseln. a: viele kleine Partikel (Zellen) reduzieren leicht die Deformation beim Aufprall auf die Fliis-
sigkeitsoberfliche (,,impact peak™) scheinen aber das Ausmal} der Deformation am ,,detachment minimum® zu
erhohen. Verdiinnungseffekte durch das Zumischen von Zellpellets konnen nicht ausgeschlossen werden; b: Es
wurden aus derselben Alginatlosung, die Langerhanssche Inseln enthilt vier Tropfen abgegeben wobei in drei
Tropfen Inseln waren, in einem befanden sich keine. Da Verdiinnungseffekte ausgeschlossen werden konnen ldsst
sich schliefen, dass offensichtlich grofere Partikel keinen Einfluss auf das Deformationsverhalten haben. Eine
starke Abweichung im ,,Fingerprint lasst sich auf eine eingeschlossene Luftblase zuriickfiihren. (a: n=3)
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4.1.2 Wachstum und Differenzierung von Neuronalen Zellen in einer Alginatkapsel

Neuronale Vorlduferzellen werden fiir unterschiedliche Forschungen verwendet wie z.B. fiir
grundlegende Studien iiber die Gehirnentwicklung, Reaktion auf Medikamente oder Erkrankun-
gen. Diese Zellen bilden in Kultur (Oberfldchenkultur) ein Netzwerk an Verbindungen aus iiber
die sie kommunizieren. In Suspensionskultur (Spinnerflasche) verklumpen die Zellen rasch und
bilden so genannte Neuroaggregate. Neuronale Zellen sind dafiir bekannt, dass sie Apoptose ein-
leiten wenn sie ohne die Moglichkeit Zell-Zellkontakt herzustellen kultiviert werden (z.B. durch
zu geringe Zellkonzentration). Ob dies auch in einer Alginatkapsel gegeben ist soll im Versuch
geklért werden. Im Versuch wurde eine Suspension dieser Zellen in Alginat verkapselt und iiber
einen Zeitraum von 7 Tagen beobachtet.

Abbildung 4.12: Alginatkapseln (wei-
Ber Pfeil) mit eingeschlossenen primi-
ren neuronalen Vorlduferzellen
(schwarzer Pfeil). Die Zellen wurden
unmittelbar nach der Isolation aus 15
Tage alten Rattenembryonen mit 0,65%
Alginat verkapselt und iiber Nacht kul-
tiviert.

Die Zellen wurden aus embryonalen Ratten (15d alt) gewonnen und direkt nach der Isolierung
verkapselt (Abbildung 4.12). Da die optimalen Verkapselungsparameter fiir diese Zellen noch
nicht bekannt sind wurde versuchsweise mit 0,4%igem Alginat, was sehr weiche Kapseln ergibt
und bei der Kryokonservierung vorteilhaft ist (s.h. Kapitel 4.2.2), 0,65%igem mit Crystal Gun
Behandlung (optimale Kapselparameter fiir Langerhanssche Inseln) und 0,7%igem Alginat ver-
kapselt. Zudem wurden dieselben Konzentrationen mit 1% HSA versetzt getestet. Das Ergebnis
war jedoch stets dasselbe: die Zellen starben innerhalb weniger Tage ab (Abbildung 4.13), was
nicht nur am Riickgang der Vitalitit (FDA/EB — Firbung) sondern auch an der Abnahme der
Zellzahl pro Kapsel festzustellen war. In einem zweiten Versuch wurde die Zellzahl um den Fak-
tor 10 erhoht um eine hohere Zelldichte und eventuell eine hohere Konzentration 16slicher Kom-
munikationsfaktoren zu erhalten. Eine verkapselte Zellsuspension mit 1 x 107 Zellen/ml Alginat
wurde unter denselben Bedingungen kultiviert mit jedoch gleichem Ergebnis: die Zellen starben
innerhalb weniger Tage ab. Fiir den Tod der Einzelzellen kommen als Ursache sowohl fehlende
Zell-Zellkontakte als auch Mangel an Niahrstoffen und 16slichen Kommunikationsfaktoren in
Frage.
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Abbildung 4.13: a: Vitalitit von primiren, neuronalen Vorliuferzellen in einer Alginatkapsel (1 x 10° Zellen/ml
Alginat) iiber die Dauer von 7 Tagen; b: absolute Zahl der Zellen pro Kapsel (lebend und tot). Deutlich zu erkennen
ist die starke Abnahme in Vitalitdt und Zellzahl iiber die Kultivierungsdauer, die unabhingig von Alginatkonzentrati-
on und HSA-Zusatz stattfindet. Dargestellt ist jeweils die lineare Trendlinie fiir 0,4%iges Alginat. (n=8)
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In einem weiteren Versuch wurden daher Neuroaggregate in Alginat verkapselt, die untereinan-
der starke Zell-Zellkontakte ausbilden. Neuroaggregate bilden sich, wenn man neuronale Vorliu-
ferzellen in einer Spinnerflasche kultiviert durch Verklumpung der Zellen. Am Tag 5 nach der
Isolierung sind die Neuroaggregate stabil genug um den Verkapselungsprozess zu iiberstehen.

Es wurden je 1/3 der entstandenen Aggregate mit 0,4%igem Alginat (weiche Kapseln)
und mit 0,65%igem Alginat und Crystal Gun Behandlung (harte Kapseln) verkapselt und neben
der unverkapselten Kontrollgruppe in je einer separaten Spinnerflasche 16 Tage kultiviert. Jeden
Tag wurden Proben gezogen um Kapsel und Aggregatdurchmesser, Vitalitit und Metaboliten-
konzentration zu bestimmen. In einer ersten breit angelegten Testreihe (nicht gezeigte Daten)
wurde bereits nachgewiesen dass der Zusatz von 1% HSA weder die Vitalitit der Aggregate be-
einflusst noch Auswirkungen auf die Stabilitdt der Kapseln hat, ebenso wie die Alginatkonzentra-
tion. Die Auswahl der Parameter beschrinkte sich in diesem daher auf weiche (0,4%iges) und
harte (0,65% mit CG-Behandlung) Alginatkapseln.

Es zeigte sich, dass sich Neuroaggregate, erstens, den Verkapselungsprozess mit hoher
Vitalitit iiberleben und, zweitens, im Gegensatz zu Einzelzellen, in Alginatkapseln kultivieren
lassen. Die Lebend-Tot-Farbung mit FDA und EB zeigte eine durchgehend hohe Vitalitit der
Aggregate (Abbildung 4.14), die durch den LDH — Assay (Laktat-Dehydrogenase - Assay) veri-
fiziert wurde. Unmittelbar vor und nach der Verkapselung konnten tote Zellen nachgewiesen
werden (rote Punkte in Abbildung 4.14 untere Reihe), die Zahl der toten Zellen nahm jedoch iiber
den Beobachtungszeitraum ab. 6 Tage nach der Verkapselung und spéter konnten, auf mikrosko-
pische Weise, keine toten Zellen mehr identifiziert werden.

Abbildung 4.14: Lebend-Tot-Fiarbung von Neuroaggregaten; obere Reihe: FITC Filter, untere Reihe: Tex Red
Filter; a: ein Aggregat unmittelbar vor der Verkapselung wobei neben der roten, flichigen Fluoreszenz, die als
unspezifische Fluoreszenz interpretiert wird einzelne tote Zellen zu sehen sind die als deutlich abgegrenzte rote
Punkte zu erkennen sind; b: unmittelbar nach der Verkapselung; c: schlieBlich 6 Tage nach der Verkapselung.
Bis auf eine leichte rote unspezifische Fluoreszenz sind kaum noch tote Zellen zu erkennen. Eine konstant hohe
griine Fluoreszenzintensitit zeigt den aktiven Stoffwechsel lebender Zellen an.
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Abbildung 4.15: Aktivitit der LDH im Uberstand von verkapselten und unverkapselten Neuroaggregaten; Am Tag
0 fand die Isolierung statt, am Tag 1 wurde Kulturmediumvolumen von 100ml auf 125ml erhoht. Teilweise Me-
dienwechsel erfolgten an den Tagen 5, 9 und 13. a) LDH Aktivitit in U/ml; b) anhand der Zelldichte und LDH
Aktivitit errechnete Vitalitét; Deutlich zu erkennen ist eine konstant hohe Vitalitit der Aggregate sowohl verkap-
selt als auch unverkapselt. In b) ist der lineare Trend der Probe ohne Kapsel eingezeichnet.

Zum Kontrolle der Vitalfirbung wurde parallel ein LDH-Assay durchgefiihrt. LDH ist ein zyto-
solisches Enzym, das bei Beschiidigung oder Lysis der Zellen in den Uberstand gelangt und dort
nachgewiesen werden kann (Abbildung 4.15 a). Ist die Zahl der Zellen bekannt kann die Zahl der
toten Zellen, bzw. die Vitalitidt, bestimmt werden (Abbildung 4.15 b). Deutlich zu erkennen ist,
dass die Aktivitdt des Enzyms iiber die Kultivierungsdauer konstant abnimmt. Durch Verrech-
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nung der Enzymaktivitdt mit der bekannten Zellzahl zeigt sich dass die Zellen {iberwiegend vital
sind (95% - 100%) was mit der Vitalititsfirbung {ibereinstimmt.
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Abbildung 4.16: a: Durchschnittliche Grofle (Durchmesser in um) von Neuroaggregaten in einer Alginat-
kapsel im Laufe von 13 Tagen Kultur. Am Tag 0 wurden die Zellen isoliert und in einer Spinnerflasche kulti-
viert. Am Tag 5 wurden die entstandenen Neuroaggregate mit unterschiedlichen Protokollen (0,4%iges Alginat
ohne, bzw. 0,65%iges Alginat mit Crystal Gun) verkapselt. b: Aus dem Durchmesser errechnetes Aggregatvo-
lumen in pm3. Dargestellt sind die linearen Trendlinien zu den Daten. Dargestellt sind zusitzlich typische fluo-
reszenzmikroskopische Bilder von Neuroaggregaten. (n > 15)
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Abbildung 4.17: Kapseldurchmesser verkapselter Neuroaggregate bleibt konstant bei etwa 400pm bei 0,4%igem
Alginat und 450pm bei 0,65%; d.h. die Kapselstabilitit wird iiber die Kultivierungsdauer von 8 Tagen nicht durch
Schwell- oder Schrumpfvorginge beeintrichtigt. Dargestellt ebenfalls die linearen Trendlinien. (n > 15)

Die durchschnittliche GroBe der Aggregate erhoht sich im Laufe von 10 Tagen von ca. 150um
auf ca. 275um (Abbildung 4.16). Zu beobachten war ebenfalls, dass die Grolenzunahme der un-
verkapselten Aggregate etwas stidrker ausfiel als die der unverkapselten. In Abbildung 4.16 b
wurde zur besseren Ersichtlichkeit der GroBenzunahme das Aggregatvolumen aus dem durch-
schnittlichen Durchmesser berechnet. Die KapselgroBe blieb wihrend dessen konstant
(Abbildung 4.17). Die unterschiedliche Grofe der aus unterschiedlichen Alginatkonzentrationen
hergestellten Kapseln lédsst sich auf geringfiigige Unterschiede der Parametereinstellung bei der
Herstellung der Kapseln zuriickfiihren.

Uber die Stoffwechselaktivitit der Zellen gibt der Verbrauch von Nihrstoffen, bzw. die
Abgabe von Abfallstoffen, Aufschluss. Der konstante Verbrauch von Glukose (Abbildung 4.18 a)
und die Produktion von Laktat (Abbildung 4.18 b) zeigen einen aktiven Stoffwechsel der neuro-
nalen Zellen sowohl in der Kapsel als auch ohne Kapsel an. Der Verbrauch von ca. 0,5mM Glu-
kose bzw. Produktion von weniger als ImM Laktat pro Tag spricht fiir einen tiberwiegend aero-
ben Stoffwechsel, d.h. die Zellen erleiden keinen Mangel an Sauerstoff oder Nihrstoffen. Der
jeden dritten bis vierten Tag erfolgte Medienwechsel kann an einem schnellen Anstieg der Glu-
kosekonzentration, bzw. Abfall der Laktatkonzentration nachvollzogen werden (Abbildung 4.18).
Neuronale Zellen haben weiterhin die Besonderheit, dass sie in hohem Mafle Glutamin verbrau-
chen und zu Glutamat und Ammonium spalten, die spezifisch im Uberstand des Kulturmediums
nachgewiesen wurden (Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.18: Stoffwechsel in verkapselten und unverkapselten Neuroaggregaten iiber 19 Tage in Spinnerfla-
schenkultur. Am Tag O fand die Isolierung statt, am Tag 1 wurde Kulturmediumvolumen von 100ml auf 125ml erhoht
(blauer Pfeil). teilweise Medienwechsel erfolgten an den Tagen 5, 9 und 13 (schwarze Pfeile). a: Glukosekonzentrati-
on; b: Laktatkonzentration im Kulturmedium. Deutlich zu erkennen ist ein konstanter Glukoseverbrauch von ca.
0,5mM/Tag und eine Laktatproduktion von ca. ImM/Tag. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die Messpunkte
miteinander verbunden. (n=1)
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Abbildung 4.19: Spezifische Stoffwechselleistungen in verkapselten und unverkapselten Neuroaggregaten; Am
Tag 0 fand die Isolierung statt, am Tag 1 wurde das Kulturmediumvolumen von 100ml auf 125ml erhoht (blauer
Pfeil). Teilweise Medienwechsel erfolgten an den Tagen 5, 9 und 13 (schwarze Pfeile). a: Glutaminkonzentrati-
on; b: Ammoniumkonzentration; Neuronale Zellen verbrauchen Glutamin und geben Ammonium und Glutamat
ab. Sowohl verkapselte als auch unverkapselte verbrauchen und produzieren im gleichen Mall Glutamin bzw.
Ammonium. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die Messpunkte miteinander verbunden. (n=1)
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Abbildung 4.20: Unverkapselte Neuroaggregate (Kontrolle) am Tag 15 der Kultur. Kernfarbung wurde stets mit
DAPI (blau) durchgefiihrt (1. Reihe) und Immunfirbung mit Anti-Neurofilament (rot) (3. Reihe). Spezieller Nach-
weis von entweder Nestin (neuronale Vorlduferzellen) (a), GFAP (Astrozyten) (b) oder Synaptophysin (Synapsen)
(c) wurde in griin markiert (2. Reihe). Die 4. Reihe stellt die tibereinander gelegten Farbkanile dar.

Nestin ist ein Marker fiir neuronale Vorlduferzellen (bzw. allgemeiner Marker fiir undifferenzier-
te Zellen) der ebenso wie Neurofilament von Anfang der Kultur bis zum Ende in allen Proben
nachgewiesen werden konnte. Der Nachweis von GFAP, ein Marker fiir Astrozyten, zeigte ab
Tag 9 erste positive Ergebnisse, deren Intensitit bis Tag 15 Tagen in allen Proben, der unver-
kaspelten Kontrolle (Abbildung 4.20) sowie mit 0,4% igem und 0,65%igem Alginat verkapselten
Neurosphiren zunahm (Abbildung 4.21). Der erste Nachweis von funktionalen Neuronen, nach-
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gewiesen durch Synaptophysin, erfolgte am Tag 13, wobei das Signal am Tag 15 stirker wurde
und zwar ebenfalls in allen Proben. Auch die Verteilung und Hiufigkeit der Immunfluoreszenz
waren in verkapselten und nicht verkapselten Proben ungefihr gleich, was den Schluss zulisst,
dass die Alginatverkapselung die Differenzierung von Neuroaggregaten nicht beeinflusst.

Abbildung 4.21: Neuroaggregate verkapselt am Tag 15 der Kultur. Kernfirbung wurde mit DAPI (blau) durchge-
fihrt. Immunfiarbung wurde mit Neurofilament (rot) und wahlweise in griin Nestin (neuronale Vorlduferzellen) (a),
GFAP (Astrozyten) (b) oder Synaptophysin (funktionale Neuronen); obere Reihe: 0,4%ige Alginatkapsel; untere
Reihe: 0,65%ige Alginatkapsel; dargestellt sind iibereinander gelegte Bilder der Aufnahmen von einzelnen Farbkani-
len.

Zu Beginn des Versuches lagen alle beobachteten Aggregate in Kapseln vor. Ab Tag 6 war zu
beobachten, dass einzelne Neuroaggregate aus den Alginatkapseln entkamen indem sie aus den
Kapseln ,,schliipfen* (Abbildung 4.22). Bis zum Ende des Kultivierungsversuches kamen auf 10
Aggregate ca. 2-3 , freie” Aggregate. Die Ursache konnte in der dezentralen Lage einzelner Ag-
gregate liegen, die einseitig von einer zu diinnen Alginatschicht umgeben waren (z.B. Abbildung
4.22 b unten rechts). Die Alginatschicht konnte im Laufe der Kultivierung beschidigt werden
(Riihrgerit der Spinnerflasche) oder briichig werden und zuerst einzelnen Zellen und schlieBlich
dem ganzen Aggregat weichen. Um das Entweichen der Sphiroide zu verhindern sollte die Zent-
ralisierung der Aggregate in den Kapseln erreicht werden.
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Abbildung 4.22: Neuroaggregate am Tag 6 (a) bzw. Tag 7 (b) nach der Verkapselung. Deutlich zu erkennen in
Bild B ist, dass das Neuroaggregat einen Hohlraum (Pfeil) zuriickldsst indem es aus der Alginatkapsel ent-
kommt.

4.1.3 Herstellung und Manipulation von Alginat-Zellkonstrukten

Neben der Verkapselung von Zellen und Geweben in einer dreidimensionalen Alginatkapsel ist
die Verkapselung von adhédrenten Zellen auf Oberflichen interessant. Die physische Trennung
einzelner adhdrenter Zellen oder Zellkolonien voneinander oder von bestimmten Faktoren im
Medium kann zurzeit nicht ohne massive Beeintrichtigung der Zellen durchgefiihrt werden. Da-
her soll in diesem Kapitel zunichst die Entwicklung einer Methode zur in situ-Beschichtung von
Zellen mit Alginathydrogel vorgestellt werden. Im Folgenden wird zunichst das Protokoll zur
Erstellung von Alginatschichten beschrieben, das die besten Ergebnisse in Bezug auf Stabilitét
der Alginatschicht und Vitalitidt der Zellen zeigte.

Zur Herstellung von Alginatoberflichen musste zundchst eine geeignete Oberfliche ge-
schaffen werden, die sowohl Zelladhédsion und —ausbreitung als auch Alginathaftung gewéhrleis-
tet. Alginat ist ein Polyanion, so dass sich eine Oberflachenbeschichtung mit Polykationen anbie-
tet die fiir eine, auf elektrostatischer Wechselwirkung beruhende, Haftung sorgt. Optimale Zell-
und Alginathaftung konnten bei einer Poly-L-Lysin (PLL) - Beschichtung mit 0,001%iger Lo-
sung erreicht werden, wobei es unerheblich ist ob Poly-L- oder Poly-D-Lysin verwendet wird.
Bei zu geringer Konzentration haftete Alginat nicht wéhrend bei zu hoher die Zellen zwar ,.kle-
ben* blieben, sich aber nicht auf der Oberfldche ausbreiteten. In Tabelle 4.2 ist die Versuchsreihe
zusammengestellt. Hohere Konzentrationen als die ,,optimale® 1:100 Verdiinnung koénnen ver-
wendet werden wenn die Zellen bereits auf der Oberfldche adhérent sind.

L1929, PC-3, MEF, CEpan3b und N2a Zellen zeigten sich gegeniiber PLL in den verwen-
deten Konzentrationen von 1:10 — 1:100 als unempfindlich. Nach der Inkubation mit PLL wurden
die Zellen 3x mit PBS gewaschen um ungebundene PLL-Reste zu entfernen. Um Alginat aufzu-
tragen wurde zunichst sdmtliche iiberstehende Fliissigkeit entfernt. Daraufthin wurde ziigig, um
Austrocknung zu vermeiden, 0,7%ige Alginatlosung aufgetropft und durch vorsichtiges Schiitteln
der Probe auf der Oberflidche verteilt. Polymerisierende BaCl,-Losung wurde langsam vom Rand
der Kulturschale zugegeben und 10 — 20min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3 weiteren
Waschschritten um ungebundenes Ba’* zu entfernen konnen die Zellen wieder mit Kulturmedium
bedeckt und kultiviert werden. Diese Methode eignet sich zur Beschichtung groer Flichen mit
Alginat (im Bereich von wenigen cm?).
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Um die Funktionalitit der Alginatbeschichtung zu testen wurden Lysisversuche mit humanem
Blutserum durchgefiihrt. Dazu wurden adhérente Zellen nach Protokoll mit Alginat beschichtet
und humanem Blutserum 20min, 40min oder 60min ausgesetzt. Es zeigte sich, dass beschichtete
Zellen stets die Serum-Behandlung iiberlebten wihrend nicht beschichtete Zellen in den meisten
Fillen lysiert wurden (Abbildung 4.23).

Tabelle 4.2: Untersuchung zur Haftung von L929 Zellen und Alginat auf Poly-L-Lysin beschichteten
Oberflidchen

Poly-L-Lysin 1:5 1:10 1:50 1:100 1:500
Verdiinnung

einer 0,1%igen

Stammlodsung

Alginatadhision + + + + -
Zellausbreitung - - - + +

-

b2

Abbildung 4.23: 1.929 auf PLL beschichteten Cellocates nach 40min Inkubation mit Blutplasma; Die erste Rei-
he zeigt eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus: a: unbeschichtete Zellen; b: beschichtete Zellen. 2.
Reihe: Hoffmann-Kontrast Aufnahme; 3. Reihe: Vitalfirbung (FDA / EB), Fluoreszenzaufnahme, Tripelbandfil-
ter; Deutlich zu erkennen ist die Zelllyse in Bild a2 (Zellfragmentierung) und a3 (Iebend — tot Farbung zeigt nur
eine einzige lebende Zelle) wihrend in b2 und b3 fast ausschlieBlich intakte Zellen bzw. FDA positive Zellen zu
sehen sind. Die weiflen Balken entsprechen 100um.
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Die Dauer bis zur Lysis war stark unterschiedlich, ebenso kam es in Einzelfillen (ca. 2 von 10
Ansitzen) vor, dass weder beschichtete noch unbeschichtete Zellen nach 60min Inkubation An-
zeichen von Lysis zeigten. Eine Mischung aus dem Plasma von 5 Spendern zeigte stets lysierende
Wirkung. Osmolaritit und pH-Wert wurden parallel {iberwacht um auszuschlieen, dass
Schwankungen fiir die Zelllysis verantwortlich sein konnten. Die Osmolaritit blieb wihrend der
Versuchsdauer konstant (ca. 320mOsmol). Der pH-Wert stieg gegen Ende der Versuchsdauer von
7 auf 8 an. Dieser pH Anstieg kann moglicherweise durch Abgabe von im Plasma gelostem CO,
erkliart werden, da das Plasma von vendsem Blut stammt.

Abbildung 4.24: PC-3 Zellen neben einer Alginat-
schicht (blau). Obwohl die Zellen erst nach der Auf-
tragung des Alginats zugegeben wurden haften sie sich
nicht auf dem Alginat sondern bevorzugt daneben an.
Native Alginatschichten hemmen die Zelladhésion.
Der weille Balken entspricht 100pum.

Native Alginatschichten hemmen die Adhésion von Zellen wie in Abbildung 4.24 und Abbildung
4.25 deutlich zu erkennen ist (in Ubereinstimmung mit Zimmermann et al. 2007, Oberfléiche vorn
Alginatsheets). Zuerst wurde ein Teil der Kulturplatte mit Alginat beschichtet (blaue Schicht) und
danach PC-3 Zellen zugegeben. Nach Ubernachtkultur zeigte sich, dass die Zellen sich iiberwie-
gend neben dem Alginat angesiedelt hatten. Wenige, einzelne Zellen hatten sich auf der Alginat-
schicht angeheftet, jedoch nicht ausgebreitet (Abbildung 4.25). Die Grenze der Alginatschicht ist
durch die Alcianblaufdarbung und die klare Grenze der Zellbesiedelung definiert. Die Zellen sind
vital, wie eine Vitalititsfarbung zeigte (Abbildung 4.25). Moglicherweise durch Synerese des
Alginats bei der Polymerisation ergaben sich oft Alginatschichten mit ,,fransigen* Rindern (Ab-
bildung 4.26). Behandelt man eine Alginatschicht erneut mit PLL konnen darauf Zellen angesie-
delt und diese erneut mit Alginat beschichtet werden. Da die Schichten sehr diinn sind kann die
Oberflichenstruktur der Zellen im REM durch die Schicht erkannt werden was die Identifizie-
rung von einzelnen Zellen unter Alginatschichten erleichtert (Abbildung 4.26). Die manuelle Be-
schichtung ldsst wenig Kontrolle iiber die Schichtdicke zu so dass sehr diinne (Abbildung 4.27 a)
oder eher dicke (Abbildung 4.27 b) Alginatschichten entstehen konnen.
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Abbildung 4.25: REM-
Aufnahme einer PC-3 Zelle
auf einer Alginat beschich-
teten Oberflache. Die Zelle
ist vital, wie an der voraus-
gehenden Vitalititsfarbung
(a) und den intakten Mikro-
villi (b) zu erkennen ist,
aber nicht auf der Oberfli-
che ausgebreitet. Native
Alginatoberfldachen von
UHV-CG Alginaten hem-
men Adhision von Zellen
(s.h. auch Zimmermann et
al. 2007).

Mgg= 200K X 2um
—

Mag= 50X ‘Z@J Oum

Abbildung 4.26: PC-3 Zellen zwischen zwei Alginatschichten. Zellen wurden auf Poly-L-Lysin behandelter
Oberfliche ausgesit und mit einer weiteren Alginatschicht bedeckt. Deutlich zu erkennen ist in a2 die fransige
Struktur der Alginatgrenzfliche, die auch im Lichtmikroskop mit Alcianblaufirbung zu sehen ist (al), und eini-
ge, von Alginat bedecke, Zellen (weille Pfeile), von denen einige stirker vergrofert in bl und b2 dargestellt sind.
Ebenfalls zu erkennen ist in a2 in der Mitte eine beginnende Ablosung der oberen Alginatschicht.
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Abbildung 4.27: PC-3 Zellen zwischen zwei Alginatschichten. Zellen wurden auf Poly-L-Lysin behandelter
Oberfliche ausgesit und mit einer weiteren Alginatschicht bedeckt. Alginatschichten neigen an den Rédndern
zur Ablosung (a) und konnen unterschiedlicher Dicke sein. In a und b sind eine sehr diinne und eine dickere
Alginatschicht iiber einer Zelle dargestellt. Ob Alginatschichten in Fliissigkeit reiflen konnen wie in c1 und
c2 dargestellt oder dies ein Priparationsartefakt ist, konnte nicht geklidrt werden. Auch die Dicke der Algi-
natschicht, die sich nach Préparation und Trocknung auf < 1pum belduft, bedarf noch der Priifung ebenso das
Vorkommen paralleler linienartiger Strukturen wie in (b).

Weitere Artefakte entstehen durch beginnende Ablosung von Alginatschichten die durch, z.B.
starke Stromungen beim pipettieren entstehen konnen (Abbildung 4.27 a2 Mitte). Ob Alginat-
schichten auch im hydrierten Zustand reilen, wie in Abbildung 4.27 c1 und c2 gezeigt, oder dies
ein Priparationsartefakt ist konnte bisher nicht geklidrt werden. Auch die Messung der Schichtdi-
cke aus den REM-Abbildungen die (im dehydrierten Zustand) unter 1um betragen kann, muss
kritisch hinterfragt werden. In Abbildung 4.27 b sind ausgeprigte regelmifige Linien zu sehen.
Ahnliche Strukturen werden in geringerer Anzahl und RegelmiBigkeit ofter vorgefunden. Es
konnte sich dabei um Falten oder lokale Verdickungen in der Alginatschicht handeln, die durch
die Synerese bei der Polymerisation entstehen. Da diese Strukturen bisher nicht in AFM-
Messungen vorgefunden wurden konnte es sich allerdings auch um ein Trocknungsartefakt han-
deln.

Die Dispensierung von Alginat zum Zweck der Beschichtung adhirenter Zellen auf Ober-
flichen ist mit einer Pipette (z.B. Eppendorf) moglich, aber die Schichtdicke ldsst sich nur schwer
einstellen. Zum exakten Dispensieren kleinster Alginattropfen (ul- bis nl-Bereich) wurde daher in
Zusammenarbeit mit der GeSim der piezoelektrische Alginatdispenser entwickelt. Das Grundge-
riist bildet ein PC-gesteuerter Nanoplotter (2.1), wihrend der Dispensorkopf von DELO® bezo-
gen wurde (Abbildung 4.28). Der Dispensorkopf ist druckluftunterstiitzt, geeignet fiir hochvisko-
se Fliissigkeiten, leicht zu reinigen und zu sterilisieren.
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Abbildung 4.28: Alginatdispenser. Grundgeriist bildet der Nanoplotter 2.1 (GeSIM) (a), ausgestattet mit einem
piezoelektrischem Dosierkopf von DELO (b), der iiber der Probe, hier einer Multiwellplatte (c), positioniert
wird. Zum Dosieren hoch viskoser Fliissigkeiten wird der Dosierkopf von Druckluft unterstiitzt (d). Fiir Wasch-
und Spiilschritte sowie fiir die Anwendung einer piezoelektrischen Pipette wird der Diluter (f) bendtigt sowie
Vorrats- und Abfallflaschen fiir Wasser (g). Der Alginatdispenser ist PC-gesteuert (e).

Erste Versuche an fixierten Zellen belegten eine gute Dispensierbarkeit von Alginat im Bereicht
von 20 — 240nl, was eine SpotgréBie von ca. 100 — 500um ergab (Tabelle 4.3 und Abbildung 4.29).
Ebenso zeigte sich, dass die PLL-Beschichtung auch fiir das automatisiert dispensierte Alginat
geeignet ist. Eine hdufige Beobachtung war, dass beim Dispensieren einzelner Tropfen neben
einem ,,Hauptspot* einer oder mehrere, wesentlich kleinere Satellitenspots entstanden. Bei den
ersten Versuchen an lebenden 1.929 Zellen wurde jedoch schnell offenbar, dass es mit dem Algi-
natdispenser auch moglich ist, Zellen gezielt zu toten oder abzulosen und so genannte ,,splash
erosion® durchzufiihren. Durch eine Anpassung der Geriteparameter, vor allem die Regulation
von Druck und Spannung am piezoelektrischen Dispensierkopf, konnte die Aufprallgeschwin-
digkeit dermaBen gedrosselt werden, dass selbst empfindliche Zellmonolayer nicht beschidigt
wurden.

Tabelle 4.3: Durchschnittliche Tropfengrof3e abhingig von Oberflachenmaterial und Abstand *

Abstand Polystyren [mm?] Glas [mm?2] Poly-L-Lysin [mm?]
[mm]
5 0.03 +0.01 0.90 0.25 2.26 +0.24
7 0.03 +0.02 0.32 +0.32 1.55 +0.40
15 0.01 0.01 0.14 x0.16 0.89 +0.23

*Tabelle aus Gepp et al. 2008
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Abbildung 4.29: Mit dem Nanoplotter applizierte
Alginattropfen auf fixierte L929 Zellen in unterschied-
lichen VergroBerungen. Alginat wurde zur besseren
Sichtbarkeit mit Alcianblau gefiarbt. Der schwarze
Balken entspricht 100um.

Nachdem es nun moglich ist, adhérente Zellen mit Alginat zu beschichten, stellte sich die Frage,
wieweit sich das Alginat priparativ wieder entfernen ldsst. Zunéchst wurde ein Versuch durchge-
fiihrt, bei dem die behandelten Zellen mit der auch zum enzymatischen Ablosen von Zellen ver-
wendeten Mischung aus Trypsin und EDTA inkubiert wurden. Es zeigte sich, dass Bariumalginat
weitgehend stabil bleibt, jedoch lieBen sich je nach Behandlung die Alginatspots oder die unbe-
schichteten Zellen um die Spots selektiv ablosen. Nach kurzer Inkubationszeit (ca. 2min) kénnen
durch sanftes Abspiilen die den Alginatspot umgebenden Zellen abgelost werden wihrend der
Spot mit den darunter liegenden Zellen verbleibt. Durch ldngere Inkubationszeiten (ca. Smin) und
stiarkeres Abspiilen konnten sowohl Einzelzellen als auch Alginatspots abgeldst werden, wobei
die Zellen unter dem Spot am Alginat haften blieben (Abbildung 4.30). Das selektive Ablosen
von nicht-beschichteten Zellen stellt eine niitzliche Methode dar, um raumlich definierte Kokul-
turen zu schaffen. Ebenso konnen mit der Ablosung von adhérenten Zellen, die ihre rdumliche
Verteilung durch Haftung am Alginatspot behalten, zelluldre Strukturen iibertragen werden. An-
wendung konnte diese Technik z.B. in der Ubertragung von vordefinierten neuronalen Netzwer-
ken von Kulturoberfldachen auf elektronische Bauteile genutzt werden.
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Abbildung 4.30: Oben: Schematische Darstellung der Technik von zelluldrer Strukturbildung und —iibertragung mit
Alginatspots. Nach Aufbringen von Alginatspots auf adhirente Zellen wird Trypsin/EDTA zugegeben. Durch Dauer
der Inkubation und Spiilintensitit kann der Alginatspot, zusammen mit den darunter liegenden Zellen, entweder
abgelost werden oder auf der Oberfldche verbleiben, wihrend lediglich die umliegenden, nicht von Alginat bedeck-
ten Zellen abgelost werden. a: komplett abgeloster Alginatspot mit anhaftenden Zellen (ein so genannter CAP (Zell -
Alginat - Patch); b: am Substrat haftender Alginatspot, ein CAI (Zell — Alginat - Insel), wobei umliegende Zellen
grofteils abgelost wurden (Abb. verdndert aus Gepp et al. 2007).

Die rdumliche Struktur von Alginatspots wurde mit AFM und CLSM — Techniken untersucht.
Diese Techniken haben den Vorteil, dass Alginat nicht prépariert und getrocknet werden muss,
was zu Artefakten fithren kann. Aus den AFM Messdaten zeigte sich, dass die Alginatspots eine
iiberwiegend klar definierte rdumliche Begrenzung aufweisen (Abbildung 4.31) wihrend an eini-
gen Stellen an der Spotgrenze ein immer flacher werdendes ,,Auslaufen* des Spots zu beobachten
war.
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Abbildung 4.31: Untersuchungen der raumlichen Struktur von Alginatspots mittels Rasterkraftmikroskopie. Deut-
lich zu erkennen ist ein hoherer Randbereich, der in einen etwas flacheren Innenbereich iibergeht. Aufgrund des
Offsets von 4um kann eine Hohe des Alginatspots von 2,5um bzw. 1,5um angegeben werden (AFM Aufnahme
Felix Wihlisch).

Eine vollstindige Abbildung des Spots war mittels AFM-Technik nicht moglich, da die Spots zu
grof} (bzw. die Hohenunterschiede zu grof}) fiir das AFM waren. Durch die Messung an den
Randbereichen der Alginatspots lédsst sich die Hohe von ca. 2um abschitzen, was in etwa den
elektronenmikroskopisch ermittelten Schichtdicken entspricht. Eine vollstandige Abbildung eines
Satellitenspots konnte mittels CLSM erstellt werden. Dazu wurden dem Alginat fluoreszierende
Nanopartikel zugemischt und die rdumliche Struktur aus den Schnittbildern errechnet (Abbildung
4.32).

Natives Alginat hemmt zwar die Adhésion von Zellen (Abbildung 4.33 a), lédsst sich aber
durch verschiedene Methoden so modifizieren, dass Zellen adhirieren. Bereits bekannt ist die
Behandlung mit Fibronektin oder die Ankopplung von Peptiden an Alginat (Rowley et al. 1999).
In Versuchen zeigte sich, dass ebenso die Aufrauung der Oberfldche, z.B. durch einen Partikel-
strahl (Abbildung 4.33 c), zur verbesserten Adhésion von Zellen fiihrt. Als Partikel wurde im
Versuch Reinigungspulver fiir die Zahnmedizin (auf Natriumhydrogenkarbonat-Basis) verwen-
det. Die Oberflache von Alginatsheets konnte damit groBflichig behandelt werden (ca. 5 x
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10cm), was die Adhidsion im Vergleich zum unbehandelten Sheet stark verbessert. Ebenso konn-
ten durch den Partikelstrahl Locher in Alginatsheets eingebracht werden, deren Lumen zur Adhi-
sion von Zellen gut geeignet war (Abbildung 4.33 b).

Abbildung 4.32: Untersuchungen der raumlichen Struktur von Alginatspots mittels CLSM. Gezeigt wird ein klei-
ner Satellitenspot. Dem Alginat wurden fluoreszierende Nanopartikel beigemengt und aus den einzelnen z-
Schnitten (a) eine 3D Konfiguration (b) errechnet (CLSM Aufnahme Daniel Dorr).

Abbildung 4.33: al und a2: Unbehandelte Kontrolle, L929 Zellen wurden auf nativer Alginatoberfliche (Sheet)
ausgesit und tiber Nacht kultiviert. b: Ein, durch Partikelstrahl verursachtes, Loch im Alginatsheet bietet 1.929
Zellen gute Anheftungsmoglichkeiten; c: Durch Partikelstrahl gleichméBig aufgeraute Oberflédche, die gleichma-
Big mit Zellen bewachsen ist (11,25x VergroBerung).
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Eine Methode, die besonders exakte Strukturen und gute Zellvertriglichkeit aufweist, ist die Pho-
toablation durch Multi-Photonen-Absorption. Es zeigte sich, dass Alginatsheets auf diese Weise
mit Oberflichenstrukturen versehen werden konnen, die Anheftungsmoglichkeiten fiir Zellen
bieten. Im Versuch zeigte sich, dass sich Zellen bevorzugt auf der Struktur anhaften und ihre Fi-
lopodien in Richtung der Linien ausstreckten (Abbildung 4.34). Die Form der Strukturen ist frei
programmierbar und offen fiir vielfdltige Anwendungen in der Zellkulturtechnik, wie Abbildung
4.35 zeigt.

Abbildung 4.34: Zellen haften sehr schlecht auf nativer Alginatoberfliche. Die linienartige Strukturierung mit-
tels Photoablation schafft die notwendige Rauhigkeit. a: Zellen auf strukturierter Oberfldche (Phasenkontrastauf-
nahme); b: Dieselbe Stelle nach FDA/EB Firbung (Fluoreszenzmikroskopieaufnahme). Die intensiv griine Fluo-
reszenz spricht fiir lebende Zellen.

Abbildung 4.35: Alginat Sheet, dessen Oberfliche
durch Photoablation strukturiert wurde. Die Form
der Struktur ist frei programmierbar. (Abb. aus
Ehrhart et al. 2007)
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Abbildung 4.36: 3D Strukturierung in einem Algi-
natvolumen. a) zeigt einen lichtmikroskopischen
Uberblick iiber die Struktur. b)-d) wurden mittels
LSM (laser-scanning microscopy) aufgenommen,
wobei lichtbrechendes Material (Alginat) hell,
heraus geloste Hohlrdume schwarz erscheinen.
(Abb. aus Ehrhart et al. 2007)

Mittels Photoablation konnen nicht nur oberfldachige Strukturen in Alginat geschaffen werden,
sondern auch innerhalb eines Alginatvolumens. Hohlrdume unterschiedlicher Grée und Form
konnen in einer Dimension von ca. 10um in Alginat ,,gebrannt* werden (Abbildung 4.36). Die
Wahl der Intensitit des Lasers spielt eine entscheidende Rolle bei der Exaktheit der Strukturen.
Zu hohe Intensitit fithrt zu lokalen Verbrennungen des Materials, d.h. es wird zuviel Alginat ent-
fernt, wihrend zu niedrige Intensitiit eine geringere strukturierende Wirkung hat, die das geplante
Muster unvollstdndig ldsst. Beide Effekte mindern die Exaktheit der Struktur (Abbildung 4.37).

Abbildung 4.37: Fehlerquellen beim Struktrieren: a) zu hohe Intensitit fithrt zu Verbrennungen (schwarzer
»Ring*, markiert von einem Pfeil), b) zu niedrige Intensitit fithrt zu unvollstdndigen Strukturen (Pfeil: Unter-
brechung in der Struktur). Das kleine Bild zeigt die geplante Struktur. (Abb. aus Ehrhart et al. 2007)
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4.1.4 Untersuchungen an Zellen auf bzw. unter Alginatschichten

Nachdem die grundlegenden Techniken und Methoden zur Verkapselung adhérenter Zellen er-
stellt und deren Vitalitidt unmittelbar nach der Verkapselung gewihrleistet wurden, soll im fol-
genden Kapitel das Wachstum und Verhalten von Zellen unter Alginatschichten nédher untersucht
werden.

Abbildung 4.38: Koloniebildung von L929 Zellen unter einer Alginatschicht. a: Tag 1 Alcianblaufiarbung nach
der Beschichtung; es ist bereits zu erkennen, dass sich Zellen, die sich geteilt haben, nicht voneinander trennen.
b-d: Vitalitétstest (Fluoreszenz) Tag 7 nach der Beschichtung; Die Zellen bilden bei hoher Vitalitit runde (b),
langliche (c) oder, bei sehr hoher Dichte, gemischte (d) Kolonien.

1929 Zellen wurden in geringer Dichte auf PLL beschichteter Zellkulturoberfldche ausgesit, mit
Alginat beschichtet und kultiviert. Bereits am folgenden Tag war zu erkennen, dass sich Zellen
nach der Mitose nicht trennen, sondern nebeneinander verbleiben (Abbildung 4.38 a). In Lang-
zeitinkubationsversuchen zeigte sich durch Zeitrafferaufnahmen sogar, dass die zwei aus der Mi-
tose hervorgehenden Zellen exakt denselben Platz einnehmen, wie die einzelne Zelle zuvor
(Gepp et al. eingereicht 2008). Die Alginatschicht hat also eine stark migrationseinschrinkende
Wirkung. Nach 7 Tagen Kultivierung haben sich deutlich abgegrenzte Kolonien in unterschied-
lichen Formen gebildet, die entweder rund, ldnglich oder eine Mischform darstellen. Angenom-
men wird, da das Wachstum von 1.929 Zellen nicht kontaktinhibiert ist, dass die Zellen im Laufe
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der Zeit das Alginat nach und nach verdringen. Moglicherweise wird dies durch eine leichte
Aufweichung des Alginats im Kulturmedium unterstiitzt.

Eine Zytoskelettfarbung mit BODYPY® (und eine Kernfarbung mit Ethidiumbromid zur
Lokalisation der Zellen) wurde durchgefiihrt, um eine mogliche Veridnderung des Zytoskeletts
der Zellen zu untersuchen. Das fertige Priparat wurde im CLSM betrachtet und fotografiert. In
Abbildung 4.39 ist deutlich zu erkennen, wie die Zellen unter der Alginatschicht Kolonien bilden.
Besonders auffillig ist die Bildung feiner Auswiichse aus den gleichméfig rund erscheinenden
Kolonien, ebenso wie die runden, vesikelartigen Akkumulationen von Zytoskelett am Rande der
Kolonien. Moglicherweise deutet dies auf feine Spalten und Ritzen in der Alginatschicht hin.

Abbildung 4.39: 1L.929 Zellen nach 7d Kultur a) unter Alginat (Pipettenauftragung) und b) auflerhalb der Alginat-
schicht. Die Zytoskelettfarbung wurde mit BODYPY® und Kernfiarbung mit Ethidiumbromid-Homodimer durch-
gefiihrt und am CLSM betrachtet. Deutlich zu erkennen ist die Koloniebildung unter dem Alginat, wihrend die
Zellen auBerhalb des Alginats homogen verteilt sind und sich flachig auf der Kulturoberfldache angeheftet haben.

Die migrationseinschrinkende Wirkung der Alginatschicht konnte auch an N2a — Zellen beo-
bachtet werden. Nach 7 Tagen Kultivierung (ohne Zugabe von Retinsdure) konnte ebenfalls Ko-
loniebildung beobachtet werden (Abbildung 4.40). Die Zugabe von Retinsidure bewirkt eine Dif-
ferenzierung von N2a Zellen in Richtung Neuronen. Die Zellen stellen die Zellteilung ein, bilden
im Laufe von 7 Tagen Neuriten aus und exprimieren Neurofilament. Unter einer Alginatschicht
konnte zwar nur eine schwache Ausbildung von Neuriten beobachtet werden und auch der
Nachweis von Neurofilament tiber Immunférbung war negativ (die Ursache konnte auch durch
die Antikorper blockierende Wirkung der Alginatschicht bedingt sein), aber es kam eindeutig zur
Hemmung der Mitose (Abbildung 4.40 b und d). Die Zellen zeigten nach der Beschichtung mit
Alginat sowohl nach 1 Tag als auch nach 7 Tagen in Kultur hohe Vitalitdt (Malpique et al. einge-
reicht 2008).

Ebenfalls gute Kultivierungserfolge wurden erzielt, wenn die N2a Zellen nicht auf einer
PLL-Schicht, sondern auf Matrigel kultiviert wurden (Abbildung 4.41). Die Kultivierung auf
Matrigel ist im Zusammenhang mit der Kryokonservierung von adhérenten Zellen von Bedeu-
tung (s.h. auch Kapitel 4.2.3).
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Abbildung 4.40: N2a Zellen kultiviert auf einer
PLL-beschichteten Oberfliche unter Alginat,
wobei bei a und b die Alginatzugabe am Tag 1 bei
c und d am Tag 7 erfolgte. In den Proben b und d
wurde durch Zugabe von Retinsdure Differenzie-
rung ausgelost.

Abbildung 4.41: N2a Zellen kultiviert auf einer
Matrigel beschichteten Oberfliche unter Alginat,
wobei bei a und b die Alginatzugabe am Tag 1,
bei ¢ und d die Alginatzugabe am Tag 7 erfolgte.
In den Proben b und d wurde die Differenzierung
durch Retinsdure ausgelost. (Abbildungen teilwei-
se entnommen aus Malpique et al. 2008)
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4.2 Immobilisierung in der Kryobiologie

Ziel war es, neue Erkenntnisse zur Kryokonservierung multizelluldrer Systeme, vor allem medi-
zinisch interessante Gewebe (Tumor, Langerhanssche Inseln) und mit Hydrogelmatrizen immobi-
lisierte Zellen (3D Kapsel und 2D Beschichtung), zu gewinnen und diese zur Optimierung der
Kryokonservierungstechniken und -protokolle einzusetzen. Zunichst wurde die Entwicklung von
Gewebemodellen, Sphiroiden, untersucht und diese im direkten Vergleich zu Einzelzellen sys-
tematisch unterschiedlichen Kryokonservierungsprotokollen unterzogen. Ebenso systematisch
wurden verkapselte Systeme untersucht und es wurden bedeutende Unterschiede und Gemein-
samkeiten in der Kryotoleranz abhéngig von der Kulturform gefunden und experimentell belegt.

4.2.1 Kryokonservierung humaner Tumore fiir diagnostische Zwecke
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(Abb. aus Ehrhart et al. 2008)
(n=3)
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Um die Entwicklung von Sphéroiden zu untersuchen wurden, typische Parameter wie Vitalitit,
Sphéroidzahl und —grofle bestimmt, wobei die Anzahl bei ,hanging drop* Sphéroiden (HD) auf-
grund der Herstellungsmethode stets gleich bleibt und daher nicht dargestellt wird. In 3 unabhin-
gigen Experimenten zeigten sich grofe Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchen. Die
Unterschiede lagen in den Groflenordnungen von GroBe und Anzahl der Sphéroide, jedoch nicht
in der Tendenz zur Groen- bzw. Anzahlzunahme. Daher werden graphisch nur die Ergebnisse
eines Experiments dargestellt.

Die Vitalitdt von L929 Sphéroiden, die als freie Sphéroide (FS) oder ,,hanging drop* (HD)
in einer Petrischale angesetzt werden, blieb iiber den Versuchszeitraum von 8 Tagen konstant
hoch (Abbildung 4.42). Ebenso konnte eine stetige Zunahme der SphiroidgroBe festgestellt wer-
den, die bei den HD konstant bis Tag 7 zunimmt und an Tag 8 leicht zuriickgeht, wihrend die
GroBe der FS zwar mittelwertig konstant bleibt, aber die Tendenz hin zur Entstehung sehr grof3er
und sehr kleiner Sphiroiden geht, was an der Zunahme der Standardabweichung zu erkennen ist.
Bei FS ist ab dem ersten Tag die Entstehung von Sphiroiden zu beobachten. Das starke Schwan-
ken in der Anzahl der FS iiber den Versuchszeitraum lédsst sich auf zwei Effekte zuriickfiihren:
das Verschmelzen von kleinen Sphéroiden zu Grofen (bzw. das bei Zeitrafferaufnahmen im In-

Abbildung 4.43: Bestimmung von
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kubationsmikroskop beobachtete ,,Schlucken von kleinen Sphéroiden durch grof3e) und das pa-
rallele Neuentstehen von kleinen Sphiroiden aus Einzelzellen.

Die Vitalitdt von PC-3 Sphiroiden (Abbildung 4.43) lag bei den FS ebenfalls konstant um
die 80%, so dass sie nicht graphisch dargestellt wurde. Ahnlich wie bei L.929 Sphéroiden nimmt
die Anzahl der Sphéroide tiber den Versuchszeitraum kontinuierlich zu, wobei weniger Schwan-
kungen beobachtet wurden und die FS insgesamt sehr klein geblieben sind. Die HD dagegen zei-
gen eine stirkere GroBBenzunahme. Nachdem die Wachstumscharakteristiken untersucht wurden,
wurde als Zeitraum fiir optimales Wachstum und Vitalitét der Zeitraum zwischen 3-5 Tagen nach
dem Start der Kultur festgelegt. Sphiroide fiir die Kryokonservierung wurden in diesem Zeitraum
geerntet.

Zunichst soll jedoch die Kryokonservierung von 1929 Zellsuspensionen untersucht wer-
den. L929 Zellsuspension wurde mit verschiedenen Kryomedien entweder im miniaturisierten
Substrat oder im 1ml Kryorohrchen eingefroren. Die Vitalitidt wurde unmittelbar nach dem Auf-
tauen durch lebend-tot — Fiarbung bestimmt (FDA/EB). Kryokonservierung von L929 Zellsuspen-
sion war in einem Medium aus 5% Me,SO und 95% Kulturmedium (10% FBS) in miniaturisier-
ten Mikro-Kryosubstraten am erfolgreichsten (94,3% +12,5%) (Abbildung 4.44 und Tabelle 4.4).
Vergleichbare Vitalititen (89,1% +10,7%) lieBen sich mit einer Mischung aus Liforlab und Tre-

Abbildung 4.44: 1.929 Zellsuspensi-

on: Vitalitit nach Einfrieren in ver-
a 100- schiedenen Kryomedien (D = Kultur-
medium mit 5% Me,SO; C = Kultur-
medium; L = Liforlab; T = Trehalose;
S = Stirkehydrolysat); a: 1ml Kryo-
rohrchen; b: IBMT-Kryosubstrat (n=3)
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halose erreichen, aber nur im miniaturisierten Kryosubstrat. Im 1ml Kryorohrchen konnte ledig-
lich mit Kulturmedium und Trehalose eine Vitalitit von iiber 10% erreicht werden (38,3%
+13,9%), wihrend im miniaturisierten Substrat nur mit Kulturmedium allein sehr schlechte Vita-
litdten erzielt (Abbildung 4.44) wurden.

L.929 Sphiroide unterscheiden sich als multizelluldre Systeme deutlich von Zellsuspensi-
onen, was sich in der Kryokonservierbarkeit mit unterschiedlichen Kryomedien niederschlégt.
Die besten Ergebnisse in Bezug auf die Vitalitdt der L929 — Sphiroide wurden durch Verwen-
dung von Liforlab mit 5%igem Zusatz von Stirkehydrolysat (SHP) als Gefriermedium und mini-
aturisierten Kryosubstraten als Einfriergefdl erzielt: 70% + 26% (Tabelle 4.5, Abbildung 4.46
und Abbildung 4.47). Eine ebenfalls gute Vitalitit nach dem Auftauen lieferte eine 1:1 Mischung
aus Liforlab und Trehaloselosung (65% + 29%) in miniaturisierten Kryosubstraten und Kultur-
medium mit 5% Me,SO in miniaturisierten Kryosubstraten (61% =+ 25%) oder 1ml Rohrchen
(70% + 19%). Reine Liforlab — Losung erwies sich als méBig gutes Kryoprotektivum mit einer
Vitalitit von 44% =+ 35% (miniaturisiertes Kryosubstrat) bzw. 24% + 22% (1ml Rohrchen) an
L1929 Sphiroiden. Auffillig war ebenso, dass sich als Trédgerlosung fiir Kryoprotektiva wie Tre-
halose oder SHP Liforlab als deutlich besser geeignet zeigte als das Standard L.929 — Kulturme-
dium.

Tabelle 4.4: Vitalitit von L929 Zellsuspension nach dem Einfrieren in verschiedenen Kryome-
dien und — gefiBen (n=3)

Mikro - Kryo- 1ml Kryorohrchen
substrat [ %] [%]

D 943 £125 86,8 +5,0

C 2,1 £3,1 35 £48

L 179 17,2 46 +36
CT 62,6 +2273 38,3 +139
LT 89,1 +10,7 4,6 +36
CS 48,6 +£22,1 72 £6,5

LS 46,2 +289 0,8 =14

Die hohen Standardabweichungen von bis zu 29% erkléren sich zum einen durch die unterschied-
liche Ausgangsbedingungen vor dem Einfrieren, die durch unkontrollierbare Kultivierungsbedin-
gungen beeinflusst gewesen sein konnte. Es lassen sich beispielsweise deutlich ,,bessere® und
»schlechtere® Chargen unterscheiden. Es kam vor, dass in einem Versuch (z.B. L929 Sphiroide
Versuch Nr. 13) Sphéroide in Kulturmedium mit Vitalititen von 39% bis 85% tiberlebten und
allgemein hohe Vitalititen zeigten, wihrend in anderen (929 Sphiroide Versuch Nr. 4) Vitalita-
ten von 0% - 1,5% in LS (und generell in allen Kulturmedien niedrige Vitalititen) bestimmt wur-
den. Auch zwischen den einzelnen Sphéroiden einer einzigen Probe gab es starke Unterschiede
(s.h. Abbildung 4.45).
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Abbildung 4.45: freie“ Sphiroide,
eingefroren in Kulturmedium mit Treha-
lose (Versuch Nr. 13), Vitalfarbung mit
FDA und EB (lebend = griin, tot = rot)
Gezeigt werden 2 Sphiéroide (weille Pfei-
le) und einige Einzelzellen. Obwohl diese
beiden Sphiroide sehr stark unterschied-
lich vital sind stammen, sie aus derselben
Probe.

Abbildung 4.46: Fluoreszenzmikroskopische Aufnah- Abbildung 4.47: Fluoreszenzmikroskopische Aufnah-
men von frischen und aufgetauten 1L.929 FS, gefirbt mit men von frischen und aufgetauten L.929 HD, gefirbt mit
FDA und EB (griin = lebend, rot = tot); der weille Bal- FDA und EB (griin = lebend, rot = tot): der weifle Bal-
ken entspricht 100um. (Abb. aus Ehrhart et al. 2008) ken entspricht 100um.
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Tabelle 4.5: Vitalitit frischer und aufgetauter L929 Sphiroide im Vergleich (n=3 — 13)

FS Mikro- HD Mikro-
Kryosubstrate FS 1ml Kryo- Kryosubstrate HD 1ml Kryo-
[%] rohrchen [ %] [%] rohrchen [ %]
F 84 £5 84 +4
D 64 +24 80 £8 57 £27 55 £21
C 31 £29 32 £34 20 £29 20 £29
L 46 +37 13 £17 40 =29 38 £20
CT 55 +£38 38 £36 33 +34 32 +£25
LT 61 £32 60 +32 75 15 66 +15
CS 52 £30 68 =20 34 +48 41 +30
LS 70 £26 53 +£39 69 +26 77 £9

Im Gegensatz zu L1929 Zellsuspensionen besteht fiir Sphiroide, als multizelluldre Systeme, nicht
nur die Gefahr des Zelltods, sondern auch die des Verlusts der strukturellen Integritit durch
Fragmentierung. Die Fragmentierung der Sphéroide wird am REM untersucht. In REM Aufnah-
men (Abbildung 4.48) lassen sich ebenfalls Aussagen iiber die Vitalitit der Sphédroide machen,
indem der Zustand der Zellmembran (Mikrovilli-Besatz, vesikulidre Ausstiilpungen) und Zell-Zell
Kontakte betrachtet wird. Dies dient zur Gegenkontrolle der Vitalitdtsfirbung.

Frische HD sind in Form und Abmessungen gleichartig. Die Zell — Zell — Kontakte sind
sehr dicht und die Oberflédche ist mit Mikrovilli bedeckt (Abbildung 4.48 a und b). Frische FS
sind in Form und Abmessung unterschiedlich, was durch ihre weniger kontrollierte Herstellung
zu erwarten ist. Sie zeigen im Gegensatz zu den HD weniger dichte Kontakte zwischen den Zel-
len. An einigen Stellen auf der Oberflidche hat Ablosung der Zellen stattgefunden, doch die Ober-
flache ist mit Mikrovilli bedeckt, was auf einen guten Zustand der Zellen hinweist.

Nach der Kryokonservierung der FS in Kulturmedium mit 5% Me,SO, ist die Integritit
der Sphiroide gut erhalten. Die Oberfliche hat sich teilweise geglittet, d.h. die Mikrovilli sind
verschwunden, was auf Schwankungen im osmotischen Gleichgewicht verursachte Schidigung
des Zytoskeletts zuriickzufiihren ist. In Liforlab eingefrorene Sphiroide zeigen deutliche Ande-
rungen in der Struktur der Oberfldache (z.B. ,,Locher”) und dem Zusammenhalt der Zellen in den
Sphéroiden. FS, in Liforlab mit Trehalose eingefroren, zeigen eine leicht verdanderte duflere Form,
glatte Oberfldche, die frei von Mikrovilli ist, mit partieller Schidigung und Ablosung der Zellen.
Einzelne Sphiroide sind allerdings vollkommen intakt geblieben. Beim Vitalitdtstest zeigten
Sphéroide in Liforlab mit 5% SHP eingefroren die besten Ergebnisse. Dies lédsst sich auch durch
die REM - Aufnahmen bestétigen. Die Sphiroide zeigen insgesamt sehr gut erhaltene Integritét
und Oberfldche in Bezug auf Mikrovilli - Besatz und Zusammenhalt der Zellen (Abbildung 4.48
e und f).

Bei in Kulturmedium eingefrorenen Sphiroiden zeigt sich groflenabhingig unterschiedli-
ches Verhalten: die kleinen Sphéroide (ca. 30 um) haben Integritit und Oberflidchen - Merkmale
weitgehend beibehalten, wihrend die groBen offensichtlich zerfallen sind. Nach dem Einfrieren
in Kulturmedium mit Trehalose sind ebenfalls die groBeren Sphiéroide teilweise fragmentiert.
Am Rand sieht man beginnende Ablosung von Zellen, die allein allerdings keine groe Schidi-
gung darstellt. Die Mikrovilli auf der Oberfliche sind nach dem Einfrieren noch gut sichtbar.
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Nach der Kryokonservierung in Kulturmedium mit 5% SHP in 1ml Rohrchen ist die Integritit der
Sphéroide zerstort. Es zeigen sich viele Vesikel auf der Oberfliche, die auf beginnende Apoptose
hindeuten konnen. Nach der Kryokonservierung in Mikro-Kryosubstraten dagegen ist die Integri-
tdat und der Mikrovilli - Besatz der Sphiroide gut erhaltenen. Nach dem Auftauen von FS, die in
IBMT - Substraten in Trehaloselosung eingefroren waren, ist eine massive Schidigung der Form
und Oberfliche zu erkennen.

Abbildung 4.48: Elektronenmikroskopische Aufnahmen frischer und kryokonservierter L929 Sphiroide: A
und B: frische HD - Sphiroide A: vollstandiger Sphiroid, B: Sphiroidoberfliche; C, D, E und F: Sphiroide
nach der Kryokonservierung, C und D: Kulturmedium (schlechtestes Kryomedium im Versuch) E und F: Lifor-
lab mit Stiarkehydrolysat (bestes Kryomedium im Versuch) (Abb. aus Ehrhart et al. 2008)

Auf die Frage, warum Sphiroide so deutlich unterschiedliche Vitalititen im Vergleich zu Zell-
suspension und im Vergleich einzelner Versuche zeigen, wurde das Einfrieren am Kryo-
mikroskop untersucht, um neue Erkenntnisse zur Eisbildung und dem Eiswachstum zu gewinnen.
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Da der Gefrierprozess sehr schnell vonstatten geht, zu schnell fiir gewohnliche Foto- oder Video-
kameras, wurde am Kryomikroskop eine Hochgeschwindigkeitskamera installiert. Nach entspre-
chenden Modifikationen an der Beleuchtung der Probe (die Belichtungszeit der Hochgeschwin-
digkeitskamera betrdgt bei 1000 Bildern pro Sekunde (fps) etwa 1ms) konnte der Kristallisati-
onsprozess aufgezeichnet werden.

Es zeigte sich, dass multizelluldre Systeme die Struktur des gefrierenden Wasser in ihrer
Umgebung veridndern, wie an Abbildung 4.49 deutlich zu erkennen ist. Im oberen Bild kam die
Eisfront von links oben, im unteren von links unten. Gleichzeitig wird das Fortschreiten der Eis-
front im Sphéroiden nicht verlangsamt, wie es z.B. bei Alginatkapseln der Fall ist (s.h. Abbildung
4.59). Einzelzellen bewirken, wie in Abbildung 4.49 rechts zu sehen ist, keine Veridnderung in
der Eiskristallstruktur.

Abbildung 4.49: Kryomikroskopische Aufnahmen von zwei (links) gefrorenen 1.929 HD — Sphiroiden (4x Ver-
groferung, Quetschpriparate) und zwei Chargen 1.929 Einzelzellen (rechts) an der Gefriertemperatur, die jeweils
links oben im Bild angegeben ist. Deutlich zu erkennen ist, wie die dendritische Struktur von Eis, durch die Sphi-
roide ,,gebrochen” wird, wihrend sich keine Strukturverinderung, zumindest keine sichtbare, im Eis bei Einzel-
zellen ergibt. Eingefroren wurden die Zellen bzw. Sphiroide in Kulturmedium mit 5% Me,SO.
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Im Folgenden soll nun auf PC-3 Zellen eingegangen werden, die ebenfalls adhédrent wachsen und
eine dhnliche Morphologie wie 1929 besitzen, aber humane Prostatakarzinomzellen sind. PC-3
Zellen iiberleben zu 96% + 4,3% die Kryokonservierung, wenn sie mit 5% Me,SO in Kulturme-
dium und in einem 1ml Kryorohrchen eingefroren werden (s.h. Tabelle 4.6). Mit 74% bzw. 73%
schneiden 5% Me,SO (oder Kulturmedium und Trehalose im miniaturisierten Substrat) etwa
gleich hoch ab.

Tabelle 4.6: PC-3 Zellsuspension: Vitalitit nach Einfrieren in verschiedenen Kryomedien. (n=3)

Mikro — Kryosubstrat [%] 1ml Kryorohrchen [%]

D 74,2 +£30,0 96,3 +4,3

C 27,2 £12,6 11,7 £ 11,7
L 25,5 £253 23,8 £27,7
CT 73,4 £14,2 67,4 +10,0
LT 70,4 +20,6 452 +22.8
CS 43,0 £194 57,1 £139
LS 47,1 £18,7 20,3 £225

PC-3 Sphiroide wurden in der Spinnerflasche kultiviert, da HD und FS — Techniken keine me-
chanisch stabilen sphirischen Sphiroide ergab. Im Gegensatz zu 1.929 — Sphiroiden wurden bei
PC-3 Sphiroiden (Tabelle 4.7) die besten Ergebnisse in der Vitalitdt durch die Kryokonservie-
rung in Kulturmedium mit 5% SHP und in Kulturmedium mit 5% Me,SO, jeweils in 1ml Rohr-
chen, erreicht. Liforlab mit 5% SHP, das beste Kryoprotektivum bei 1.929 - Sphéroiden, erreichte
bei PC-3 Sphiroiden 70% + 21% in 1ml Réhrchen und 47% + 15% in miniaturisierten Kryo-
substraten.

Tabelle 4.7: Vitalitit frischer und aufgetauter PC-3 SF - Sphiroide (n=3)

Mikro — Kryosubstrate [%] 1ml Kryorohrchen [%]

F 84 =10

D 40 £20 84 +12
C 47 +35 61 +£29
L 40 +£18 10 £12
CT 62 +31 61 +34
LT 49 +27 51 £41
CS 67 =19 85 +11

LS 47 15 70 21
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L.929 und PC-3 Sphiroide sollten als Modellsysteme zur Evaluierung unterschiedlicher Kryopro-
tokolle im Hinblick auf verbesserte Kryokonservierung medizinisch relevanter Gewebe dienen.
Die Verwendung von Modellsystemen soll den Verbrauch des wertvollen primdren Materials
begrenzen, jedoch ist es notwendig, die Kryoprotokolle auch am Primédrmaterial zu testen. Ver-
wendet wurden humane, solide Karzinomproben aus dem Ovar und der Mamma, die von der
Universitits-Frauenklinik Essen zur Verfiigung gestellt wurden. Die Proben wurden in Liforlab
transportiert und ca. 1 Tag nach der Entnahme verarbeitet.

Abbildung 4.50: FDA/EB Firbung an einer 125um
dicken Scheibe eines humanen Ovarialkarzinoms. Zu
erkennen ist die inhomogene Verteilung der Zellen und
die teilweise grolen Abstinde zwischen den Zellen.

100um

Bei der Kryokonservierung humaner solider Tumorstiicke (1 x 1mm Fldche und ca. 150um dick)
musste auf eine andere Auswertungsmethode zuriickgegriffen werden, da die Tumorstiicke zu
grof} fiir die Bildbearbeitungsmethode waren und auch der Abstand der Zellen im Gewebe stark
unterschiedlich war (Abbildung 4.50). Aus Tumorgewebe wird zu diagnostischen Zwecken oft
eine Zellkultur angelegt, anhand derer z.B. Zytostatikaresistenzen untersucht werden. Daher fiel
die Entscheidung zugunsten der erfolgreich etablierten Zellkultur als Erfolgsnachweis fiir Tu-
morgewebe.

Nach dem Auftauen wurden die Tumorstiicke enzymatisch dissoziiert und die Zahl der le-
benden und toten Zellen bestimmt. Die Vitalitit stellt die Zahl der lebenden Zellen in Prozent der
Gesamtzellzahl (Lebende + Tote) in der Probe dar. Allerdings ist davon auszugehen, dass sich
zumindest ein Teil der Zellen, die durch das Einfrieren bzw. Auftauen der Probe getdteten wur-
den, bereits komplett aufgelost haben, denn zwischen dem Auftauen und dem Vitalitétstest der
Zellsuspension vergehen ca. 40-48h. Aussagekriftiger diirfte daher die absolute Zahl der leben-
den Zellen in der Probe nach der Dissoziierung, die Uberlebensrate, sein. Die Vitalitit und Le-
bendzellzahl nach der Kryokonservierung variierten sehr stark je nach Tumor. Insgesamt am bes-
ten zeigte sich ein 10%iger Me,SO — Zusatz zu Kulturmedium sowohl in der Vitalitét (55,1% +
40%) als auch Uberlebensrate (25,8% + 27%). Liforlab mit S5%igem N1 — Zusatz brachte nach
Me,SO die hochste Vitalitét (s.h. Abbildung 5.1), wihrend Liforlab mit Trehalose mit 16,6% =+
31% etwas weniger, aber mehr als reines Liforlab mit 9,1% + 15%, Vitalitit brachte.

Der Kultivierungserfolg aus aufgetauten und kontrollweise frischen Tumorgewebeproben
wurde anhand einer Kultivierung iiber 24 oder 48h auf Cellocates getestet. Als erfolgreiche Kul-
tivierung wurde betrachtet, wenn sich hinreichend viele Zellen an die Oberfliche angeheftet hat-
ten. Der Erfolg der Kryokonservierung von Tumoren ist sehr stark von Art und Zustand des Tu-
mors abhingig. Beispielsweise konnten bei den Tumoren 5 und 8 nach der Kryokonservierung in
fast allen Gefriermedien adhédrente Zellen vorgefunden werden, wihrend bei den Tumoren Nr. 6
und 4 unabhédngig vom Gefriermedium nur einzelne Zellen wuchsen. ,,Einzelne* Zellen bedeutet,
dass in der gesamten Probe weniger als 10 adhirente Zellen gefunden wurden. Nach der Dissozi-
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ierung des frischen Tumorstiickes konnte stets ein Anwachsen der Tumorzellen in ausreichender
Menge zum Start einer Kultur beobachtet werden (Abbildung 4.51). Nach der Kryokonservierung
in 10% Me,SO in Kulturmedium konnten in 5 von 7 Fillen adhidrente Zellen vorgefunden wer-
den. Der Erfolg der auf Liforlab basierenden Gefriermedien variierte stark je nach Tumor. Insge-
samt zeigte sich jedoch Liforlab mit Zusatz von 5% SHP besser als mit Trehalose und dieses
wiederum besser als reines Liforlab.

100 -

80 -

60

40

Vitalitat [%]

20

Abbildung 4.51: Links: Vitalitdt von primdren humanen Karzinomzellen, die aus frischen und aufgetauten Tumorstiicken
(Ovarial- und Mammakarzinom) isoliert wurden; Rechts: Fluoreszenzaufnahmen der Zellen nach iiber Nacht Kultivierung
auf Cellocates (FDA/EB — Farbung). Der weifle Balken entspricht 100um. (n=8)

Insgesamt zeigten sich also deutliche Unterschiede in der Vitalitit nach dem Auftauen zwischen
Tumor und Modellsystem. Auch wenn die Proben nicht direkt miteinander vergleich bar sind,
wegen der unterschiedlichen Auswertungsmethode, ldsst sich sagen, dass das Tumorgewebe
Me,SO mit deutlichem Abstand hohere Vitalititen liefert als alle extrazelluliren CPAs. Umge-
kehrt fiihrten extrazelluldre CPAs bei Sphiroiden zu deutlich hoheren Kryokonservierungserfol-
gen als Me,SO. Als Ursache fiir diese Unterschiede kommen nun entweder die unterschiedliche
strukturelle Anordnung (Gewebe — Sphiroid) oder zellspezifische Unterschiede (Zytoskelett,
hydraulische Leitfdhigkeit) in Frage. Um dies zu klidren, wurden aus Ovarial- und Mammakarzi-
nom isolierten Tumorzellen Sphéroide kultiviert. Beide Techniken, FS und HD, zeigten sich da-
bei erfolgreich (Abbildung 4.52), wihrend fiir einen Ansatz in der Spinnerflasche zu wenig Zel-
len vorhanden waren.
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Abbildung 4.52: Vitalitidt von Sphiroiden aus Mammakarzinomzellen, frisch und aufgetaut nach dem Einfrie-
ren mit diversen Kryomedien; a: HD-Sphéroide; b: freie Sphéroide; bzw. aus Ovarialkarzinomzellen, c: HD-
Sphéroide; d: freie Sphiroide (n = 1)

In einem ersten Versuch wurden die Tumorsphiroide kryokonserviert und die Vitalitdt der fri-
schen und aufgetauten Sphéroide iiber die griine bzw. rote Fluoreszenzintensitit nach der Fér-
bung bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Tumorsphéroide mit den gegebenen Kryomedien und
—protokollen insgesamt relativ schlechte Vitalititen (5% - 15%) nach dem Auftauen besitzen.
Eine Ausnahme bilden lediglich Sphiroide aus Ovarialkarzinomgewebe nach der Kryokonservie-
rung in 10% Me,SO, die 25% bzw. 40% Vitalitit besalen. Ein nicht-repriasentativer Versuch mit
der Kryokonservierung von Tumorzellen (Zellsuspension) zeigte dhnliche Ergebnisse. In 10%
Me,SO iiberlebten die Zellen mit hoher Vitalitit, wihrend die extrazelluliren CPAs keinen Er-
folg brachten.
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Abbildung 4.53: Vitalitit von Sphéroiden aus Ovarialkarzinomzellen, frisch und aufgetaut nach dem Einfrieren mit
diversen Kryomedien; a: HD-Sphéroide; b: freie Sphiroide (n = 1)
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4.2.2 Untersuchungen zur Kryokonservierung von verkapselten Zellen und Zellsystemen

fiir therapeutische Zwecke

Nach der vergleichenden Untersuchung von Zellen ohne Kontakt zu Zellen mit Zell-
Zellkontakten, soll nun im Folgenden der Einfluss einer zellfreien extrazelluldren Matrix auf den
Kryokonservierungserfolg untersucht werden. Zu Beginn werden Einzelzellen der etablierten

Zelllinien 1.929 und PC-3 in einer Alginatkapsel kryokonserviert und mit Zellen ohne Kapsel
bzw. mit verkapselten Sphéroiden verglichen.
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Abbildung 4.53: Vitalitit verkapselter L.929-Zellen; a: (n=3) oder b: PC-3 Zellen (n=2). Die Vitalitidt wurde
nach der Verkapselung bestimmt (verkap), nach Ubernachtkultur vor dem Einfrieren in Mikro-
Kryosubstraten (frisch) sowie nach dem Auftauen. Verwendet wurden unterschiedliche Kryomedien: D =
Kulturmedium mit 5% Me,SO, C = Kulturmedium, CS = Kulturmedium mit 5% SHP, CT = Kulturmedium

mit Trehalose. Deutlich zu sehen ist der massive Vitalititsverlust der Zellen in der Kapsel im Vergleich zu
unverkapselten Zellen.
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Zundchst wurden Zellen der etablierten Linien 1929 und PC-3 verkapselt und in unterschiedli-
chen Kryomedien eingefroren. Die Zellsuspension in Alginat dient als Modellsystem fiir z.B.
Gewebe mit stark ausgeprigter extrazelluldrer Matrix. Dabei stellte sich heraus, dass die Algi-
natmatrix den Kryokonservierungserfolg drastisch einschrinkt (Abbildung 4.53). Sowohl bei
verkapselten 1L.929 (a) als auch PC-3 Zellen (b) lag die Vitalitit bei der Verwendung von 5%
Me,SO als Kryomedium (Mikro-Kryosubstrat) bei lediglich 40%, wihrend die Vitalitit bei un-
verkapselten Zellen bei 95% (1.929) (Abbildung 4.44) bzw. 75% (PC-3) (Tabelle 4.6) liegt. Simt-
liche alternativen CPA (Trehalose, SHP) lagen unter 5% Vitalitit. Unverkapselte L929 Zellen
lassen sich dagegen mit 150mM Trehalose mit bis zu 89% Vitalitéit kryokonservieren, wihrend
mit SHP bis zu 49% erreicht werden.

Abbildung 4.54: 1.929 Sphiroide

eingefroren in 5% Me,SO oder

a [ Jwverkapselt Trehaloselosung, verkapselt oder
100 - I Unverkapselt unverkapselt; a: iiber Nacht Inku-
bation in Kulturmedium; b: in
Kulturmedium mit  Trehalose.
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In einem weiteren Versuch sollte gekldart werden, inwiefern sich die Alginatmatrix auch auf
Sphéroide derselben Zellart auswirkt. .929 Sphiroide wurden verkapselt und iiber Nacht entwe-
der in Kulturmedium oder in Kulturmedium mit Trehalose (KT) kultiviert. Die Vorinkubation mit
Trehalose sollte dazu dienen, die Kapseln und Zellen mit Trehalose zu beladen, da die Diffusi-
onsstrecken in der Kapsel relativ weit sind. Dabei zeigte sich, dass die Kultivierung in trehalose-
haltigem Kulturmedium keine Auswirkungen auf die Vitalitdt der frischen Sphiroide hat
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(Abbildung 4.54). Eine leicht erhohte Vitalitdt nach der Kryokonservierung zeigten verkapselte
Sphéroide im Gegensatz zu unverkapselten, wobei die Inkubation in trehalosehaltigem Kultur-
medium schwach negative Auswirkungen auf die Vitalitit nach dem Auftauen hatte, unabhéngig,
ob die Sphéroide in Me,;SO oder Trehalose kryokonserviert wurden.

Tabelle 4.8: L929 Sphiroide eingefroren in Me,SO oder Trehaloselosung, verkapselt oder un-
verkapselt, nach iiber Nacht Inkubation in Kulturmedium; bzw. in Kulturmedium mit Trehalose

(T)

Vitalitit nicht- verkapselte Sphiroide

Vitalitit verkapselte Sphéroide [%] [%]
frisch 90,07 +4,89 84,02 +£4,31
frisch-T 88,16 +£3,01 89,99 +3,48
Me,SO 68,94 +22,32 53,55 +£29,57
T- Me,SO 64,31 +23,81 57,85 +£24,01
T 68,27 +15,75 65,65 +27,14

T-T 36,05 +14,94 34,55 +25,55
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Wihrend die Verkapselung 1.929 Sphiroiden eine leicht erhohte Vitalitdt nach dem Auftauen
beschert, zeigten Versuche mit PC-3 Sphiroiden, die in einer Spinnerflasche kultiviert wurden,
das Gegenteil. Die verkapselten PC-3 Sphiroide zeigten eine konstant schlechtere Vitalitdt nach
dem Auftauen (Abbildung 4.55).

a 100+ [Jverkapselt Abbildung 4.55: Kryokonservie-
90 N Unverkapselt rung verkapselter und nicht verkap-
. selter PC-3 Sphiroide. Deutlich zu
80 4 erkennen ist die konstant niedrigere
70 Vitalitdt bei verkapselten Sphiroi-
] den, unabhingig vom Gefriermedi-
B? 60 um. a: Mikro-Kryosubstrate; b: 1ml
= 504 Kryoréhrchen. (n=3)
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Aus den bisherigen Versuchen zeigte sich also, dass der Effekt einer Alginatkapsel auf den Kryo-
konservierungserfolg von Zelltyp zu Zelltyp sehr unterschiedlich sein kann. Bereits bekannt ist,
dass Langerhanssche Inseln in Alginatkapseln ca. 10% hohere Vitalitit nach der Kryokonservie-
rung aufweisen (Katsen-Globa et al. 2007). Humane Erythrozyten konnen in einer Alginatkapsel
dazu dienen, die Sauerstoffversorgung anderer, koverkapselter Zellen oder Gewebe zu verbes-
sern. Die Kryokonservierbarkeit verkapselter Erythrozyten soll im Folgenden untersucht werden.

Abbildung 4.56: Himolyse ver-
kapselter und unverkapselter E-

100 + B eca pselt r}.fthrozyten r'1ach der Kfyokopser-
] I:l unverkapselt vierung mit Glyzerinhaltigem
P Kryomedium. (n=3)
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Abbildung 4.57: In Alginat verkapselte huma-
ne Erythrozyten

In Vorversuchen (Katsen-Globa A. et al., Posterbeitrag 2006) zeigte sich, dass Glyzerin als Kryo-
protektivum fiir humane Erythrozyten besser geeignet ist als Me,SO. Humane Erythrozyten wur-
den aus Buffy Coat gewonnen, verkapselt und in Kulturmedium mit einem Glyzerinanteil von
5%, 10% oder 20% kryokonserviert. Es wurde 0,65%iges NT-Alginat (CG) verwendet und die
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Kapseln wurden in Mikro-Kryosubstraten mit Goldbeschichtung kryokonserviert’. Im Experi-
ment zeigte sich, dass die Verkapselung die Himolyse bei der Kryokonservierung deutlich redu-
ziert, im Vergleich zu unverkapselten Erythrozyten (Abbildung 4.56).

Abbildung 4.58: N2a Zellen in einer Alginatkapsel; a und ¢ wurden am 1. Tag nach der Verkapselung fixiert, b
und d 7 Tage nach der Verkapselung. In a und c sind einzelne, bzw. Gruppen von 2 oder 3 Zellen zu erkennen,
wihrend nach 7 Tagen in Kultur ganze Sphiroide bzw. Kolonien entstanden sind. Die Alginatkapsel verhindert
Migration der Zellen.

N2a Zellen sind Neuroblastomazellen, die oftmals als Modelsysteme fiir neuronale Zellen ver-
wendet werden. N2a Zellen konnen durch Zugabe von Retinsidure Neurofilament exprimieren
und Neuriten ausbilden, womit ihre Funktionalitét leicht zu zeigen ist. Zu Kryokonservierung
verkapselter N2a Zellen wurden zunichst die Verkapselungsbedingungen optimiert. Es wurden
unterschiedliche Alginatkonzentrationen (0,4% und 0,7%), Crystal Gun Behandlung und Inkuba-
tionszeiten im Polymerisationsbad getestet. Die Vitalitdt der Zellen wurde nach der Verkapse-
lung, vor dem Einfrieren und nach dem Auftauen bestimmt. Als Optimal erwies sich die Ver-
wendung von 0,4%igem Alginat mit oder ohne Crystal Gun, sowie eine 20miniitige Inkubations-
dauer. Abbildung 4.58 zeigt Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von N2a Zel-
len in einer Alginatkapsel. Die Alginatkapsel selbst ist nicht sichtbar, da sich Alginat nur sehr
schwer kontrastieren lidsst. In Kapseln, die am ersten Tag nach der Herstellung fixiert wurden,
sind deutlich einzelne bzw. zwei dicht nebeneinander liegende Zellen zu erkennen. Nach 7 Tagen
in Kultur haben sich ganze Zellkolonien gebildet, die ca. 100um im Durchmesser messen.

? Friihere Experimente zeigten, dass Erythrozyten auf HDPE Oberflichen lysieren. Daher wurden die Mikro-
kryosubstrate vorher mit Gold besputtert.
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Mit 0,4%igem Alginat lieBen sich sowohl frisch verkapselte (Abbildung 4.59 obere Reihe) als
auch 7 Tage (Abbildung 4.59 untere Reihe) kultivierte N2a Zellen mit hoher Vitalitit kryokon-
servieren. Deutlich zu erkennen in (a3) ist, dass die Proliferation der Zellen 3 Tage nach dem
Auftauen bereits wieder eingesetzt hat.

Abbildung 4.59: Kryokonservierung verkapselter N2a Zellen; in der oberen Reihe (a) erfolgte die Kryokonser-
vierung am Tag nach der Verkapselung, in der unteren Reihe (b) erfolgte die Kryokonservierung 7 Tage nach
der Verkapselung; al/bl: vor dem Einfrieren; a2/b2: unmittelbar nach dem Auftauen; a3/b3: 3 Tage nach dem
Auftauen.

Es zeigte sich also, dass die Alginatkapsel den Kryokonservierungserfolg eingeschlossener Zellen
und multizelluldrer Systeme stark unterschiedlich beeinflusst. Um die unterschiedlichen Auswir-
kungen von Alginatkapseln auf den Kryokonservierungserfolg zu verstehen, wurde der Gefrier-
prozess verkapselter und unverkapselter Zellen mit dem, bereits erwdhnten, Hochgeschwindig-
keitskryomikroskop untersucht. Langerhanssche Inseln wurden zur Kryokonservierung vorberei-
tet, indem 7% Me,SO bei 4°C mittels Nanoplotter zugegeben wurden, was zurzeit das optimale
Protokoll zur Kryokonservierung Langerhansscher Inseln ist. Nach 30min Inkubationsdauer bei
4°C wurde 1 Insel mit ca. 2ul Fliissigkeit entnommen und in den Probenhalter des Kryo-
mikroskops eingesetzt. Das Eiskristallwachstum am Zeitpunkt des Gefrierens wurde mittels
Hochgeschwindigkeitsvideokamera festgehalten. Weitere Aufnahmen wurden bei 4°C vor dem
Einfrieren, sowie bei -80°C und beim Auftauen (-7°C) durch Kamerawechsel gemacht. Nach
dem vollstindigen Auftauen wurde das Kryomedium durch Vitalitétstestlosung ersetzt und die
Vitalitdt mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme bestimmit.

Deutlich zu erkennen in Abbildung 4.60 b, ¢ und d ist, dass das Kristallwachstum zu-
nichst im extrazelluldren Bereich stattfindet, wéhrend die intrazelluldre Eisbildung in der Insel
erst spéter stattfindet. Verkapselte Langerhanssche Inseln kommen, wie ein weiterer Versuch
zeigte, relativ lange (mehrere 100ms) nicht in Kontakt mit extrazelluldrem Eis: die Eisfront
wichst zuerst um die Alginatkapsel herum und ob in der Kapsel Eis entsteht, konnte im Versuch
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nicht eindeutig gezeigt werden. In Abbildung 4.61 ist die Kapsel bei -80°C noch als helle Stelle,
d.h. weniger lichtstreuende Eiskristalle, zu erkennen. In zwei weiteren Versuchen konnte die
Kapsel bei -80°C nicht gefunden werden. Die Art, Gro3e und Verteilung der Eiskristalle in der
Kapsel konnte z.B. durch Gefriersubstitution der gefrorenen Proben und anschlieenden Untersu-
chung im TEM geklart werden. Deutlich zu sehen ist ebenfalls, dass das Eiswachstum durch die
Alginatkapsel deutlich gebremst wird (Abbildung 4.62)
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Abbildung 4.60: Kryokonservierung einer Langerhansschen Insel (Ratte) mit 7% Me2SO. a: vor dem Einfrieren, b
und c: Hochgeschwindigkeitsaufnahmen vom Gefrieren der Insel im Kryomikroskop, d: bei -80°C, e: beim Auftauen
(Umkristallisation kurz vor dem Schmelzpunkt), f: fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der FDA/EB Firbung
nach der Kryokonservierung (Abbildung aus Zimmermann et al. 2007).

Abbildung 4.61: Kryokonservierung einer Langerhansschen Insel (Ratte) mit 7% Me2SO. a: vor dem Einfrieren, b
und c: Hochgeschwindigkeitsaufnahmen vom Gefrieren der Insel im Kryomikroskop, d: bei -80°C, e: beim Auftauen
(Umkristallisation kurz vor dem Schmelzpunkt), f: fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der FDA/EB Firbung
nach der Kryokonservierung.
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Abbildung 4.62: Hochgeschwindigkeitsaufnahme der Kristallisationsfront an verkapselten Langerhansschen Inseln.
Deutlich zu erkennen ist die Ausbreitung der Eisfront in 1 und 2, die an der Alginatkapsel gestoppt bzw. verzogert
wird wihrend das Wachstum seitlich der Kapsel mit unverminderter Geschwindigkeit weitergeht. (Abbildung aus
Ehrhart et al. 2008, Bioforum (im Druck))

4.2.3 Kryokonservierung von Alginat-Zell-Systemen fiir Anwendungen im tissue enginee-
ring

Im vorangegangenen Kapitel wurde eine Methode zur Beschichtung von adhirenten Zellen ent-
wickelt. Fiir Anwendungen im tissue-engineering oder als lebende Zell-Assays ist es interessant,
diese mittels Kryokonservierung haltbar zu machen. In einem ersten Ansatz wurden L929 Zellen
auf unterschiedlich behandelten Oberflidchen kultiviert und kryokonserviert: unbehandelte Plas-
tikoberfldche (zur Zellkultur geeignet), PLL mit und ohne Alginatbeschichtung (Zellen auf PLL
aber unter Alginat) und Alginat (Zellen auf Alginat). Die Vitalitit wurde unmittelbar nach der
Alginatbeschichtung, vor dem Einfrieren und nach dem Auftauen bestimmt. Nach der Beschich-
tung bzw. vor dem Einfrieren zeigten alle Proben eine sehr hohe Vitalitdt. Nach dem Auftauen
zeigte sich, dass Zellen, die auf Alginat angesiedelt waren, eine iiberraschend hohe Vitalitit auf-
wiesen (Abbildung 4.63). Eine méBig hohe Vitalitéit von ca. 35 - 40% wurde bei unbeschichteten
bzw. PLL beschichteten Oberfldchen vorgefunden, sofern 5% Me,SO im Kryomedium verwen-
det wurde. Ohne Kryoprotektivum war die Vitalitit nach dem Auftauen erwartungsgema8 niedrig
(unter 5%). Offensichtlich fordert die Alginatbeschichtung der Oberfliche das Uberleben der
darauf adhirenten Zellen, wihrend eine Alginatschicht auf den Zellen eher negative Folgen hat.
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Abbildung 4.63: Vitalitit von L929 Zellen auf unterschiedlichen Oberflichen nach der Verkapselung (nur bei
beschichteten Proben) (verkap), vor und nach der Kryokonservierung auf unterschiedlichen Oberfldchen: ohne
jede Beschichtung auf zellkulturgeeigneter Plastikoberfldche, auf PLL beschichteter Flache, auf PLL unter Algi-

nat und auf einer Alginatschicht. 1: Kulturmedium; 2: Kulturmedium + 5% Me,SO; 3: Kulturmedium mit Treha-
lose; 4: Kulturmedium +5% Me,SO und Trehalose (n=1)

N2a Zellen, die auf PLL beschichteten Oberflachen 7 Tage kultiviert und ohne Alginatbeschich-
tung eingefroren wurden (Kulturmedium mit 10% Me,SO), hatten eine sehr geringe Vitalitit
nach dem Auftauen und waren zudem grofitenteils von der Oberfliche abgelost. Durch Alginat-
beschichtung konnten die Zellen auf der Oberfldche zwar festgehalten werden und gelegentlich
wurde eine geringfiigig hohere Vitalitét erreicht, die jedoch nicht reproduzierbar war. Dabei war
es davon unabhingig, ob die Zellen differenziert waren oder nicht oder ob Alginat am Tag vor
der Kryokonservierung zugegeben wurde oder 7 Tage vorher (Abbildung 4.64). Wurden die Zel-
len nicht auf PLL, sondern auf Matrigel kultiviert und dann eingefroren zeigten sich ebenfalls
Vitalititen von etwa 3%. Zellen auf Matrigel, die erst am Tag vor der Kryokonservierung mit
einer Alginatschicht versehen wurden (die zur Fixierung notwendige PLL-Beschichtung wurde
ebenfalls kurz vorher aufgetragen), zeigte sich eine sehr hohe Vitalitit nach dem Auftauen, so-
wohl bei differenzierten als auch undifferenzierten Zellen (63 + 6%) (Abbildung 4.65 c¢ und d).
Die hohe Vitalitit wurde sowohl durch hohere Vitalitit der Zellen als auch durch geringeren,
bzw. keinen, Verlust durch Ablosung bedingt. Am Tag nach dem Auftauen zeigte sich ein Riick-
gang der Zellvitalitdt auf ca. 50%, jedoch wurde nach 3 Tagen Kultivierung eine Erhohlung der
Kultur auf 90% der initialen Zellzahl erreicht. Wurde die Alginatbeschichtung am ersten Tag
durchgefiihrt, die Zellen also 4 Tage unter Alginat kultiviert bevor sie eingefroren wurden, war
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nach dem Auftauen eine sehr geringe Vitalitit zu beobachten (Abbildung 4.65 a und b). Folglich
ergeben sich optimale Kryokonservierungsbedingungen von adhédrenten (N2a) Zellen, wenn sie
auf Matrigel kultiviert und vor der Kryokonservierung mit Alginat beschichtet werden. Weiter-
fiihrende Untersuchungen mit anderen Kryomedien (z.B. CryoStor) bestitigten diese Ergebnisse

(Malpique et al. (eingereicht 2008)).

Abbildung 4.64: Kryokonservierte Proben von adhérenten
N2a Zellen auf PLL Oberfldche unter Alginat; a und b:
Alginatzugabe am Tag 1; c und d: Alginatzugabe am Tag
7; b und d: Differenzierung durch Retinsdure. Fluores-
zenz-Lebend-Tot Farbung mit EB und FDA. (Abbildungen
teilweise aus Malpique et al. (eingereicht 2008))

Abbildung 4.65: Kryokonservierte Proben von adhérente
N2a Zellen auf Matrigel Oberfliche unter Alginat; a und
b: Alginatzugabe am Tag 1; ¢ und d: Alginatzugabe am
Tag 7; b und d: Differenzierung durch Retinsdure. Fluo-
reszenz-Lebend-Tot Fiarbung mit EB und FDA. (Abbil-
dungen teilweise aus Malpique et al. (eingereicht 2008))
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5. Diskussion

Das Ausmal} der Deformation, die ein Tropfen erféhrt, der in eine Fliissigkeit eintropft, wird ge-
nerell von folgenden Faktoren bestimmt: Tropfendurchmesser (D), Viskositét (u) und Dichte (p)
der Losung, Einschlagsgeschwindigkeit (U) (d.h. Erdbeschleunigung (g) und Fallstrecke) und
Oberflachenspannung der Fliissigkeit (6) (auerdem von der Art des umgebenden Gases (Xu et
al. 2005), was in dieser Versuchsanordnung vernachléssigbar ist). Aus diesen Faktoren wurden
verschiedene, nach den Autoren benannte Kennzahlen definiert, z.B. die Reynoldszahl (die sich
ergibt aus: DUp/u), Froudezahl (U/(gD) oder die, aussagekriftigste, Weberzahl (pU2?D/c). Bei-
spielsweise kann anhand der Kennzahlen vorhergesagt werden, ob ein Tropfen beim Einschlag
koalesziert oder zerspritzt (Rein 1996). Bei niedrigen Weberzahlen (niedrige Fallgeschwindig-
keit) koaleszieren einschlagende Wassertropfen. Ab einer kritischen Weberzahl kommt es zur
Jetbildung, der sich bei weiterer Erh6hung von kurz und breit zu hoch und diinn verindert, wobei
der Zerfall des Jets in einen oder mehrere sekundire Tropfen beobachtet werden kann.

Im Falle von Alginat (sh. Kapitel 4.1.1) wurden iiberwiegend Jets ohne Zerfall in Sekun-
dirtropfen beobacht. Speziell bei Alginat konnten zusitzlich die Art der Fliissigkeit in der Kiivet-
te (polymerisierend oder nicht-polymerisierend) und Anteil an Guluron- bzw. Mannuronséure als
Faktoren zur Deformation definiert werden. Weitere Aussagen, die mittels Deformationsdia-
grammen gewonnen werden konnen, beziehen sich speziell auf die Zumischung von Partikeln
zum fliissigen Alginat. Im Versuch wurden kernhaltige (1.929), kernlose (humane Erythrozyten)
und Gewebe (Langerhanssche Inseln) verwendet. Bei den Langerhansschen Inseln zeigte sich,
dass das Vorhandensein einer Insel im Alginat keinen Unterschied im Deformationsdiagramm
aufweist. In dieser Versuchsanordnung konnen zudem Verdiinnungseffekte ausgeschlossen wer-
den, da fiir Tropfen ohne und mit Inseln dieselbe Mischung verwendet wurde. Bei der Ubertra-
gung von Zellpellets kann es zu einer Zumischung von ca. 50ul Fliissigkeit kommen, was bei 1ml
Alginat zu einer Konzentrationsreduktion von 5% fiihrt. 0,65%iges Alginat wire somit auf ca.
0,62% verdiinnt. Die geringen Abweichungen beim Einschlagsmaximum konnten somit auf Ver-
diinnungseffekte zuriickzufiihren sein. Die groleren Abweichungen am Ablosungsminimum und
dem Entspannungsmaximum unterscheiden sich deutlich von denen der reduzierten Viskositét, so
dass hier ein Einfluss der eingeschlossenen Partikel zugrunde liegen konnte.

Dezentralisierung eingeschlossener Partikel — eine Folge von einseitiger Polymerisation?

Betrachtet man vergleichsweise die Deformation des Alginats in polymerisierender und nicht-
polymerisierender Losung zeigen sich deutliche Unterschiede. Wie in Abbildung 4.4 zu erkennen
ist, ist eine Verdnderung bereits in den ersten 3-5ms, am Einschlagsmaximum zu sehen. Die De-
formation féllt in nicht-polymerisierender Losung stirker aus als in polymerisierender Losung.
Eine bereits beginnende Polymerisation oder auch bereits das Eindringen und die Anlagerung
von Ba®* - Tonen in das Alginat konnte sehr frith die Viskositit erhohen. Berechnungen der Dif-
fusionsstrecke legen nahe, dass ein Eindringen von Ba®* - Tonen und daher die Polymerisation mit
Alginat bereits in den ersten Millisekunden moglich ist. Die Ursache fiir den Unterschied zwi-
schen stark G- bzw. stark M-haltigem Alginat liegt entweder an der unterschiedlichen Viskositit
(stark G-haltiges Alginat ist viskoser ist als stark M-haltiges) oder an der schnelleren und intensi-
veren Vernetzung von GGG-Blocken mit Ba®*. GGG-Blocke bilden eine helikale Struktur mit
exponierten Bindungsstellen fiir zweiwertige Kationen (Grant et al. 1973, Simpson et al. 2004).
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Die einseitige Positionierung von eingeschlossenen Partikeln in Alginatkapseln ist eine hédufige
Beobachtung und ein groes Problem bei der immunisolierten Transplantation, da eine sehr diin-
ne Alginatschicht sehr verletzungsanfillig und daher ein Risiko fiir die verkapselten Zellen (z.B.
Langerhanssche Inseln) ist. Eine einseitige Haufung von BaSO, Kristallen in mittels Verkapse-
lungsanlage hergestellten Alginatkapseln wurde bereits beobachtet und auf inhomogene Polyme-
risationsprozesse zuriickgefiihrt, die nun mittels Hochgeschwindigkeitsfotografie bzw. —video
erkldarbar sind (Wolf et al. 2005). Beobachtungen von im Alginattropfen eingeschlossenen Parti-
keln legen nahe, dass die Partikel durch den Einschlag an die untere Grenze des Alginats ge-
driickt werden und dort verbleiben. Moglich ist, ob sie durch die beginnende Polymerisation dort
festgehalten werden. Auf der anderen Seite des Tropfens ist fiir die ersten 15-20ms kein Polyme-
risationsbad, sondern Luft, so dass die Diffusion von Ba®* und damit die Polymerisation nur von
der unteren Seite aus einsetzen kann. Wie das unterschiedliche Deformationsmaximum bei poly-
merisierender und nicht-polymerisierender Fliissigkeit zeigt, kommt es bereits in den ersten Mil-
lisekunden zu einer Veridnderung, so dass das ,,Festhalten* des Partikels auf der unteren Seite
durch erhohte Viskositét oder stattgefundene Gelierung erkldrbar sein konnte (Abbildung 5.1).

Abbildung 5.1: Einseitige Polymerisation als
mogliche Ursache von inhomogener Parti-
kelverteilung.

- Alginattropfen b

 Partikel  Diffusion von lonen

Polymerisationsbad

Zur Losung dieses Problems bietet sich an, den Alginattropfen einer geringeren Deformation aus-
zusetzen. Im Modellsystem lésst sich dies z.B. durch Kombination von geringer Einschlagsge-
schwindigkeit (Fallhohe) und hoher Viskositit des Alginats erreichen, wobei die Grenzen dieser
Parameter fiir die biomedizinische Anwendung schnell erreicht sind. Ultrahoch viskoses Alginat
lasst sich ab Konzentrationen von ca. 1% nicht mehr homogen 16sen. Zudem wird die Néhrstoff-
versorgung der Zellen durch das zu dichte Alginatnetzwerk behindert (Schneider et al. 2003).
Optimal fiir die Verkapselung Langerhansscher Inseln ist eine Alginatkonzentration von 0,7%
oder 0,65%, eine Mischung aus 65% Guluronsidure und 35% Mannuronsdure (NT-Alginat), mit
,Crystal Gun* — Behandlung, so dass einer Erhohung der Viskositdt Grenzen gesetzt sind. Um
Alginattropfen von in hinreichend kleiner Grofle (ca. 200 — 800um) herzustellen, bedarf es der
Verkapselungsanlage, die mittels koaxialen Luftstroms nicht nur den Tropfenabriss besorgt, son-
dern die Tropfen dabei auch stark beschleunigt. Eine Fallstrecke ist daher eher notwendig um die
Tropfen iiber den Luftwiderstand abzubremsen. Ein Luftstrom aus der Gegenrichtung, der den
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Alginattropfen stirker abbremst, wiire eine Moglichkeit die Einschlagsgeschwindigkeit zu redu-
zieren. Alternativ bietet sich die Verkapselung im Chip an, wie in ersten Versuchen in Abbildung
5.4 dargestellt.

Deformationsdiagramme - Grenzen und Moglichkeiten der Anwendung

Das Eintropfen von Alginat in ein Polymerisationsbad stellt einen Sonderfall in der Impact-
Forschung dar. Im Gegensatz zu den gut erforschen Systemen von Fliissigkeit auf Festkorper
(Engel 1955, Kang und Lee 2000, beide zitiert in Manzello et al. 2002), in Fliissigkeit (beginnend
bei Worthingtons Study of Splashes 1918, Manzello et al. 2002), Fliissigkeit auf feuchte (Mutch-
ler und Hansen 1970) oder trockene Oberflichen (Xu et al. 2005), ist kein System beschrieben,
das, erstens, speziell auf das Verhalten des Tropfens eingeht und zweitens, eine Veridnderung der
Viskositit beim Eintropfen beriicksichtigt. Betrachtet man das Verhalten des Polymerisationsba-
des, bildet sich beim Eintropfen des Alginats ein ,,Kronentrichter, der typisch ist fiir den Ein-
schlag von Tropfen oder Festkorpern in Fliissigkeiten oder auch in losem Sand (Lohse et al.
2004). Auch die Form des Einschlagstrichters und der beim Kollaps des Trichters nach oben ab-
gehende Wasserstrahl (,,Rayleigh jet®), sind nicht untypisch. Betrachtet man jedoch den (einge-
farbten) Alginattropfen, zeigt dieser ein sehr differenziertes Verhalten, das mangels Literaturvor-
gabe zunichst in vier gut unterscheidbare Phasen eingeteilt wurde: 1. Deformationsphase, 2. Ein-
tauchphase, 3. Erythrozytenphase und 4. Schwellphase.

Weitere Experimente wurden unter Verwendung der Hochgeschwindigkeitsvideokamera
durchgefiihrt, die es im Gegensatz zur zuerst verwendeten Hochgeschwindigkeitsfotographie
erlaubt, ein und denselben Alginattropfen iiber den gesamten Vorgang zu beobachten. Dabei
zeigte sich, dass die Auftragung von Durchmesser versus Zeit eine prizisere Methode als der
qualitative Vergleich der einzelnen Phasen ist, um feine Unterschiede im Deformationsverhalten
des Alginats zu erkennen. Nachteilig an der Methode ist die Abhiingigkeit von den eingehenden
Bildern. Gerade an der Wasser-Luft-Grenzfliche lédsst sich durch optische Effekte die Breite des
Alginattropfens nur schwer ausmessen. Zudem ist eine Fiarbung des Alginats notwendig, um es
optisch von der Fliissigkeit zu unterscheiden, was unbekannte Folgen auf die Deformationseigen-
schaften hat. Die Verwendung des Modellsystems (Tropfpipette) statt der Verkapselungsanlage
war experimentell notwendig, da die bei der Verkapselungsanlage entstehenden Tropfen zu klein
sind und nicht tief genug eintauchen, um in der optisch schwer auflésbaren Wasser-Luft Grenz-
fliche vermessen werden zu konnen. Durch den Spritheffekt der Verkapselungsanlage lésst sich
die Position, an der die Tropfen einschlagen, nicht bestimmen, so dass ein zufilliges Eintropfen
in der aufgrund der geringen Grof3e stark begrenzten Fokusebene abgewartet werden muss. Rhe-
ometer konnen zwar ebenfalls Auskunft iiber die Viskositit des Alginates geben, die Dynamik
der Polymerisation in kleinen Tropfen kann jedoch nicht erfasst werden.

Die mathematische Angleichung ist fiir die Auswertung von Vorteil. Sie erlaubt bei-
spielsweise die Erfassung des tatsdchlichen Deformationsmaximums, wenn die Messpunkte, bzw.
die aufgezeichneten Bilder, nicht exakt das Maximum erfassen. Der entstehende Graph erinnert
an eine GauBfunktion, die nach einigen, schnell abschwichenden Oszillationen in eine exponen-
tielle Anniherung an einen Grenzwert iibergeht (sh. Abbildung 4.3).
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Partikelstrahl und Photoablation — neue Methoden zur Modifikation von Alginat

Native Alginatoberflichen wirken hemmend auf Zelladhésion, da sie zum einen eine polyanioni-
sche Oberfliche besitzen, die die ebenfalls mit polyanionischen Zuckerketten umgebene Glyko-
kalyx von Zellen abstoBt und zum anderen sehr glatt ist. Alginat kann jedoch auf vielféltige Wei-
se manipuliert werden. Aus der Literatur bekannt sind zahlreiche Modifikationen, wie z.B. die
Ankopplung von kurzen Peptiden zur Verbesserung der Zelladhdsion. Einige spezielle Peptide
werden bei der Adhésion bestimmter Zelltypen bevorzugt, z.B. RGD-Peptid bei Pridosteoblasten
(Hsiong et al. 2004). Auch die Zumischung von ECM-Molekiilen zeigt eine Verbesserung der
Adhision von z.B. Chondrozyten in eine 3D Umgebung. Die adhésionsfordernde Wirkung einer
Partikelstrahlbehandlung, z.B. ,,Crystal Gun* mit BaCl,, die zusitzlich durch die eingebrachten
Ba”* - Tonen die Oberfliche stirker vernetzt oder die Behandlung mit Fibronektin wirde 2007 von
Zimmermann et al. 2007 gezeigt. In dieser Arbeit wurde zusitzlich ein wirkungsvolles Verfah-
ren, das mechanisches Aufrauhen mit einem Sandstrahl, demonstriert. Zuséitzlich ldsst sich Algi-
nat gezielt durchlochern (z.B. durch eine Kaniile (Zimmermann et al. 2007), Sandstrahl oder La-
ser), was fiir den Volumentransport durch Alginatschichten, -sheets und massive Alginatblocke
von Vorteil ist und zudem, da sich die Innenseite der Kanédle mit Zellen besiedeln ldsst, eine Art
Vaskularisierung (dhnlich Zell-ausgekleideten Blutgefden) durchfiihren lisst.

Andere Scaffolds, wie z.B. von Zellen befreite Kollagenstrukturen tierischen Ursprungs
(Linke et al. 2007), sind zwar feiner und ,,natiirlicher* strukturiert, tragen jedoch stets das Risiko
immunologischer AbstoBung, Ubertragung von Krankheiten und allergischer Reaktionen. Ein
weiterer Vorteil der Anwendung von Partikelstrahl auf Alginat ist die einfache, wenig geritein-
tensive Handhabung, die sich zudem durch Kombination mit entsprechenden PC-Gesteuerten
XYZ-Steppern mit wenig Aufwand automatisieren liee, so dass prizise, wiederholbare Struktu-
ren geschaffen werden konnen. Nachteilig wirkt sich die Notwendigkeit des unbedingten Zu-
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Abbildung 5.2: Energie / Zeit-Diagramm der Entstehung eines reaktiven Plasmas durch Photoionisation, die durch
Multiphotonenabsorption ausgelost und durch Kollisionsionisation verstiarkt wurde (modifiziert nach Vogel et al.
2005).
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gangs des Partikelstrahls aus. Ohne ,,Offnung® in der Alginatoberfliche koénnen keine internen
Strukturen geschaffen werden.

Zur Schaffung interner Strukturen in Alginat bietet sich die Photoablation durch Multi-
Photonen-Absorption an, die jedoch sehr geridteaufwindig ist. Zunichst soll jedoch auf das Prin-
zip des Multiphotoneneffekts eingegangen werden. Multiphotonmikroskopie (MPM) wurde erst-
mals von Denk et al. (1990) beschrieben und wird inzwischen hauptséichlich in der Fluoreszenz-
mikroskopie von Physiologie, Morphologie und Zell-Zell-Interaktionen von intakten Geweben
oder lebenden Tieren genutzt (Zipfel et al. 2003). Das Prinzip und gleichzeitig der Vorteil der
MPM ist, dass zur Anregung der Fluoreszenz nicht ein Photon, sondern 2 Photonen mit jeweils
der halben Energie (oder 3, oder mehr, mit jeweils 1/3 bzw. 1/n der Energie) eingesetzt werden.
Notwendig fiir den Mehr-Photonen Effekt ist eine hohe Photonendichte, die durch starke Fokus-
sierung des Lasers und Verwendung von Laserpulsen erreicht wird. Femtosekundenlaser sind
daher bei der MPM weit verbreitet. Trotz starker Fokussierung und Pulse ist MPM in der Summe
schonender fiir Gewebe, da weit groBere Wellenldngen verwendet werden konnen als bei der
herkommlichen Fluoreszenzmikroskopie. AuBlerdem ist die Reichweite groBer, da lingerwelliges
Licht (rot — infrarot-Bereich) tiefer in Gewebe eindringt. Durch die fiir den Effekt notwendige
starke, exakte Fokussierung tritt der Mehr-Photonen — Effekt nur in einem dreidimensional stark
eingegrenzten Bereich auf, was die Auflosung der MPM stark verbessert.

Bei hoher Photonendichte kann ein weiterer Effekt auftreten, die Photoionisation (Abbil-
dung 5.2). Durch Aufnahme der Energien von mehreren Photonen werden Elektronen vom Atom
gelost und iiber das kritische Energieniveau gehoben, sofern kein stabiler Zwischenzustand exis-
tiert, von dem eine ,,strahlende* Energieabgabe in Form von Licht méglich wére (Abbildung 5.2
Photoionisation). Bei der Kollision dieser Elektronen mit normal-energetischen Elektronen (z.B.
von Wasser) wird ein Teil dieser Energie iibertragen, so dass das Elektron vom Atom gelost wird
(Abbildung 5.2 Kollisionsionisation). Durch weitere Aufnahme von Photonen werden diese E-
lektronen weiterhin angeregt, bis sie ab der kritischen Energie wiederum in der Lage sind, weite-
re Elektronen loszuschlagen. Durch diese Kettenreaktion entsteht eine ,,Wolke* freier Elektronen,
ein Plasma.

Die Auswirkungen von Plasma auf organische Materie konnen in zwei Klassen eingeteilt
werden. Zum einen entstehen reaktive Sauerstoffarten (z.B. OH*, H,0,), die mit organischen
Molekiilen reagieren und diese zerstoren oder verdndern konnen, zum anderen konnen die reakti-
ven Elektronen des Plasmas von organischen Molekiilen aufgenommen werden und deren Bin-
dungen durch das Einbringen von Vibrationsenergie zerstéren. Durch Aufnahme von Elektronen
konnen Einzel- oder Doppelstrangbriiche in der DNA ausgelost werden (Boudaiffa et al. 2000,
Gohlke und Illenberger 2002, Huels et al. 2003; alle zitiert in Vogel et al. 2005). In Alginat konn-
ten daher ebenfalls durch Aufnahme der Elektronen Kettenbriiche induziert werden. Die kurzket-
tigen Alginatreste wiirden in Losung gehen und durch Abspiilen der Probe entfernt werden.

Thermische Effekte durch Photo- und Kollisionsionisation sind ebenfalls bekannt und
spielen bei der Mehrphotonenablation eine Rolle. Pro Puls wird ca. 1 J/cm3 iibertragen (800nm,
100fs, 80MHz), was bei mindestens 1ms Dauer eine Temperaturerhéhung von 1-10°C im Fokus
(Radius 1um) verursachen kann. Im Umkreis von Sum reduziert sich die Temperaturerhohung
um den Faktor 10. Es wird jedoch angenommen, dass die physiologisch-chemischen Auswirkun-
gen des reaktiven Elektronenplasmas grofere Bedeutung haben als die Temperaturerh6hung
(Vogel et al. 2005).

Durch die Photoablation durch Mehrphotoneneffekt konnen also Alginate mit prizisen
Oberfldchenstrukturen versehen werden und es konnen ausgedehnte, interne Hohlrdume mit Ver-
bindungen oder Trennwinden untereinander geschaffen werden. Lediglich zum Einbringen oder
zur Entnahme von Zellen, z.B. durch eine Kaniile, ist ein Zugang notwendig. Eine photoablatierte
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Oberflidche bietet sich, wie die Versuche zeigten, ohne weitere Modifikation als Kultursubstrat
fiir Zellen an. Photoablatierte Alginatsubstrate bieten sich daher als Alternative oder in Kombina-
tion zur etablierten ,,moulding® Technik an, um Alginatformen fiir unterschiedliche Anwendun-
gen zu schaffen.

Zellvertragliche 2D Verkapselung — neue Techniken zur Kokultivierung von Zellen

Alginatschichten konnen, wie in dieser Arbeit gezeigt, manuell, z.B. tropfenweise mit einer Pi-
pette, aufgetragen werden, wenn flichige Beschichtungen gewiinscht ist. Zur gezielten Verkapse-
lung einzelner Zellen oder Zellgruppen ist das mit einer Pipette beriihrungsfrei iibertragbare Al-
ginatvolumen zu grof}. Aufgrund der Oberflichenspannung einer Fliissigkeit lassen sich keine
beliebig kleinen Tropfen herstellen, jedoch ist es mit piezoelektrischen Systemen (z.B. Tinten-
strahldrucker) moglich, Tropfen im Nano- bis Picoliterbereich zu generieren. Die meisten dieser
kommerziell erhéltlichen Systeme zeigen jedoch starke Einschrinkungen, wenn es um viskose
Losungen (<100 mPa s) geht. Zur Dispensierung kleinster Alginatvolumen wurde daher in Zu-
sammenarbeit mit der Fa. GeSim ein piezoelektrischer Alginatdispenser entwickelt, mit dem es
moglich war, Alginattropfen mit einem Volumen im pico- bis Nanoliter Bereich zu dosieren, was
auf der Oberfliche einen Spot von einigen 0,01mm? - 2mm? verursachte. Ein Problem dieser Dis-
pensiertechnik ist das unkontrollierte Auftreten so genannter Satellitentropfen. Das sind kleinere
Tropfen, die sich vom Haupttropfen wéhrend des Dispensierens ablosen. Groe und der Ort, an
dem sie auf die Oberfliache auftreten konnen, nicht kontrolliert werden. Zurzeit ist das Minimum
an dispensierfihigem Volumen erreicht. Um die Spotgrofle weiter zu reduzieren, konnte die
Lochblende verkleinert werden sowie Alginatlosungen geringerer Viskositét eingesetzt werden.
Hierbei miisste jedoch getestet werden, ob die verringerte Viskositit die gleichen Eigenschaften
in der Zellkultur aufweist.

Wie effektiv bereits sehr diinne Alginatschichten wirken, zeigte der Komplement-
Lysistest, der auch in der Immunologie zu Untersuchungen an eukaryotischen Blutparasiten (z.B.
Trypanosomen) angewandt wird. Das Komplementsystem dient, als Teil des humoralen Immun-
systems, zur Abwehr korperfremder Zellen und bewirkt letztendlich die Lyse fremder Zellen
durch Ausbildung des Membranangriffskomplexes, der eine Pore von ca. 100A bildet. Aktiviert
wird das Komplementsystem entweder durch bakterielle Oberfldchen (Lektin abhdngiger Weg,
alternativer Weg) oder Antikorper (klassischer Weg). Da die Lyse der beschichteten Zellen un-
terbleibt, wird durch die Alginatschicht entweder die Opsonisierung durch Antikdrper verhindert
oder die Kaskadenentwicklung, die zur Ausbildung des Membranangriffskomplexes fiihrt, unter-
brochen (z.B. indem ein grofles Protein nicht durch die Alginatschicht durchgelassen wird). Im
Versuch war zu beobachten, dass bei ca. drei von zehn Experimenten (Serum von zehn unter-
schiedlichen Spendern) keine Lysis, weder bei beschichteten noch unbeschichteten Zellen, ein-
trat. Zudem variierte die Zeit bis zur Lysis der unbeschichteten Zellen zwischen 20min und
60min. Diese Unterschiede konnen jedoch auf unterschiedliche Aktivitit des Komplementsys-
tems der einzelnen Spender zuriickgefiihrt werden, da eine Mischung aus dem Serum von fiinf
Spendern stets nach spitestens 40min zur Lysis der unbeschichteten Zellen fiihrte. Der Komple-
ment-Lysistest bietet sich somit an, die Effektivitit einer Immunisolationsbeschichtung durch
Alginat oder andere Hydrogele zu charakterisieren.

Wihrend also bestimmte Proteine durch die Alginatschicht abgeblockt werden, kénnen
0,, CO,, lebenswichtige Néhrstoffe und Insulin offensichtlich passieren, da zahlreiche Zellen
(L929, N2a, PC-3, Langerhanssche Inseln, Nebenschilddriisengewebe) in Alginatkapseln oder
unter Alginatschichten tiberleben. Auffillig ist die Koloniebildung von Zellen (L929, PC-3 und
N2a) unter Alginat, die auf die starke Bindung von Alginat an die Kulturoberfldche und die damit
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einhergehende migrationshemmende Wirkung zuriickzufiihren ist. Langzeitvideoiiberwachung
von kultivierten L.929 Zellen zeigten direkt, dass die Bewegung der Filopodien unter Alginat ein-
geschrinkt wird und auch die Zellen nach der Mitose nicht auseinanderweichen (Gepp et al.
2008). Die Alginatbeschichtung bietet sich damit als Kulturtechnik zur Schaffung von begrenzten
Kulturrdumen oder auch zur kontaktlosen Kokultivierung von Zellen an, die auch in situ aufge-
tragen werden kann. Ein Vorteil dieser Technik besteht aulerdem darin, dass Alginatschichten
selektiv auf die dorsale Seite der Zellen aufgetragen werden konnen, was als drug-delivery Sys-
tem fiir adhdrente Zellen interessant wére (Lehr 2000). Die angereicherte Alginatschicht bewirkt
eine hochselektive Wirkstoffzufuhr von der ventralen Zellseite sowie ortsspezifisch in einer Zell-
kultur. Bisherige Techniken zur Schaffung von Kultursubstraten mit einer Struktur adhésionsfor-
dernder bzw. speziell der ahdsionshemmenden Areale sind mit Bedingungen der Zellkultur nicht
vereinbar und miissen daher vor der Applikation von Zellen durchgefiihrt werden. Parylene C
beispielsweise ist ein in der Biotechnologie hiufig verwendeter, stark hydrophober, inerter und
biokompatibler Werkstoff. Dieser wird jedoch im Vakuum aus der Gasphase abgeschieden und
kann daher nicht auf eine lebende Zellkultur angewandt werden.

Neue Anwendung von Alginatkapseln - Kultursubstrat fiir neuronale Vorliduferzellen

Alginatkapseln werden vielfach bereits als Kultur- und Immobilisierungssubstrate fiir die Bio-
technologie und biomedizinische Forschung eingesetzt (Steinert et al. 2003, Ponce et al. 2006).
Neuronale Vorliduferzellen aus der Ratte gelten als Modellsysteme zur Untersuchung von bio-
chemischen und biophysikalischen Vorgingen im Gehirn von Séugetieren. Nicht nur fiir die
pharmazeutische, sondern auch fiir die entwicklungsbiologische Forschung, sind neuronale Zel-
len und Neuroaggregate von Interesse. In eine Alginatkapsel eingeschlossen sterben neuronale
Vorléduferzellen innerhalb weniger Tage ab. Neuronen und neuronale Vorlduferzellen werden
tiblicherweise auf polykationischen Oberflichen (PLL) kultiviert und sterben innerhalb kurzer
Zeit ab, wenn diese nicht gegeben ist. Ein Versuch, durch Zumischung von ECM-Molekiilen eine
verbesserte Adhisionsmoglichkeit zu bieten, konnte die Vitalitdt der Zellen in der Kapsel nicht
erhalten (R. Malpique, unverdffentlichte Daten).

Von neuronalen Zellen ist weiterhin bekannt, dass sie in Kultur funktionale Netzwerke
bilden, wobei der Zell-Zellkontakt essentiell ist und die Induktion von Apoptose verhindert.
Werden einzelne neuronale Zellen (neuronale Vorlduferzellen oder Neuronen) in Alginatkapseln
eingeschlossen, konnen keine Kontakte ausgebildet werden, da die Alginatmatrix Zellmigration
und Ausbildung von Neuriten verhindert, bzw. stark reduziert (sh. Abbildung 4.40b und 4.41b).
Es war somit kein iiberraschendes Ergebnis, dass die Zellen innerhalb weniger Tage abstarben.
Auch eine Erhohung der Zellzahl um den Faktor 10 konnte das, vermutlich apoptosebedingte,
Absterben der Neuronen nicht verhindern®. Aus der Kultivierung von adhirenten Zellen unter
Alginat ist bekannt, dass auch sehr diinne Alginatschichten (ca. 2um durch Rasterkraftmikrosko-
pie bestimmt: Abbildung 4.27) die Migration von Zellen bereits begrenzen, so dass weitere Erho-
hungen der Zelldichte vermutlich das Problem nicht 16sen werden. Eine Moglichkeit die Kultur
von einzelnen Neuronen durchzufiihren, wire z.B. {iber Photoablation gezielt Verbindungen zwi-
schen den einzelnen verkapselten Zellen zu schaffen, so dass nicht nur der lebensnotwendige

* Im Experiment wurde zwar kein Apoptosetest durchgefiihrt aber da Neuroaggregate, die aus denselben Zellen be-
stehen, 15 Tage Kultivierung in Kapseln mit hoher Vitalitit iiberleben, liegt die Vermutung nahe, dass die Einzelzel-
len eher Apoptose induzieren als durch Nekrose, z.B: wegen schlechter Nihrstoffversorgung oder Alginatun-
vertraglicheit in der Kapsel absterben.
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Zell-Zellkontakt hergestellt, sondern auch definierte dreidimensionale neuronale Netzwerke ge-
schaffen werden konnen. Die Annédherungsgrenze an lebende Zellen, ohne diese zu schédigen,
liegt bei ca. 100nm (Versuche an Augengewebe, Angabe aus Erfahrung von Daniel Dorr). Weite-
re Versuche konnten zeigen, ob diese Wandstirke fiir den Durchbruch von Zellen bzw. Dendriten
oder Filopodien ausreichend ist oder die Technik weiter verbessert werden muss.

Neuroaggregate, im Gegensatz zu Einzelzellen, lieBen sich in Alginatkapseln sehr gut kul-
tivieren. Wie die Ergebnisse zeigten, konnte eine hohe Vitalitit der Aggregate nach 19 Tagen,
davon 14 Tage in einer Alginatkapsel, beibehalten werden, was nicht nur durch positive Vitali-
tatsfarbung, sondern auch durch geringe LDH Aktivitit im Kulturmedium nachgewiesen wurde.
Der Stoffwechsel sowohl der verkapselten als auch der nicht-verkapselten Aggregate liegt im
aeroben Bereich. Glutaminverbrauch bzw. Ammoniumproduktion sind nahezu identisch mit der
unverkapselten Kontrolle und auch die Entwicklung von neuronalen Vorlduferzellen (Nestin-
positiv) zu Astrozyten (GFLP-positiv) und Neuronen (Neurofilament- und Synaptophysin-
positiv) lduft im selben Umfang im selben Zeitraum ab. D.h. im Gegensatz zu z.B. C3H10T1/2
Zellen (multipotente mesenchymale Zellen) lie3 sich kein Einfluss der 3D Umgebung auf das
Ausmal oder Geschwindigkeit der Entwicklung ablesen (Weber et al. 2002, Steinert et al. 2003).

Der einzige Unterschied lag in der etwas geringeren Volumenzunahme der verkapselten
Aggregate im Versuchszeitraum. Dieser kann entweder auf niedrigere Mitoserate und damit nied-
rigere Zellzahl zuriickgefiihrt werden, wobei dagegen der andhernd gleiche Glukoseverbrauch
spricht, oder eine geringer ausgeprigte raumliche Umgestaltung der Aggregate. Neuroaggregate
entwickeln im Laufe der Zeit eine ,,Schale* aus sehr dichten Zellschichten und einen weniger
dichten Innenraum. Ob bzw. in welchem Umfang diese Entwicklung bei verkapselten Neuroag-
gregaten stattfindet. konnte in weiteren Versuchen z.B. durch Untersuchung von Querschnitten
(z.B. Kryoschnitte und Immunhistochemie, Ultradiinnschnitte und TEM) iiberpriift werden.

Die Verkapselung von Neuroaggregaten bietet dennoch den unmittelbaren Vorteil, dass
bei der Kultur in der Spinnerflasche ein breiteres Spektrum von Rotationsgeschwindigkeiten an-
gewandt werden konnte. Die Rotationsgeschwindigkeit beeinflusst direkt die Groe der Aggrega-
te (je schneller desto kleiner) und parallel den Sauerstoffeintrag. Eine Entkopplung dieser Folgen
kann durch Verkapselung der Aggregate erreicht werden. Zerstorerische Scherkrifte bei hohen
Riithrgeschwindigkeiten konnen durch die Alginatkapsel abgefangen werden und Agglomeration
von Neuroaggregaten bei geringen Rotationsgeschwindigkeiten, z.B. zur Simulation von Hypo-
xie, verhindert werden. Die Verkapselung bietet damit neue Moglichkeiten zur Forschung an
Neuroaggregaten.

Kryokonservierung von 3D Systemen - sind extrazelluldre CPAs besonders effektiv?

Wihrend eine Vielzahl von Zellen auf einfache Weise mit hoher Vitalitit nach dem Auftauen
kryokonserviert werden kann, gibt es bisher nur wenige Protokolle fiir effiziente Kryokonservie-
rung von multizelluldren Systemen. Kryoprotokolle, die erfolgreich an Zellsuspensionen getestet
wurden, sind in den meisten Fillen weniger bzw. tiberhaupt nicht auf Gewebe oder gewebeihnli-
che Strukturen wie Sphiroiden anwendbar. Auch umgekehrt sind, wie im Versuch gezeigt, Pro-
tokolle, die Sphéroide effektiv vor Schiaden bei der Kryokonservierung schiitzen, weniger effek-
tiv fiir Zellsuspensionen. Im Gegensatz zu Zellsuspensionen muss bei der Kryokonservierung von
multizelluldren Systemen (und bei adhédrenten Zellen) besonders auf die extrazellulidre Eisbildung
geachtet werden. Extrazelluldre Eisbildung zerstort Zell-Zell oder Zell-Matrix Kontakte auf eine
Weise, die auch die Vitalitit der Zellen beeinflusst (Karlsson und Toner 1996).
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Lingere Inkubationszeiten zur homogenen Verteilung des CPAs sind zwar notwendig, spielen
jedoch (fiir Me,SO) eine untergeordnete Rolle. Nach Berechnung der Diffusionsgeschwindigkeit
zeigt sich, dass sowohl Zellen als auch Sphiroide der verwendeten Grolenordnung innerhalb der
30min Inkubationsdauer eine gleichmifBige Konzentration aufweisen sollten, vorausgesetzt,
Me,SO verteilt sich in Sphéroiden @hnlich schnell wie in Wasser (Abbildung 5.3). Dies ist anzu-
nehmen, da Sphéroide und Zellen sehr klein sind und die Membran kein Hindernis fiir die Diffu-
sion von Me,SO ist. Der Gewebedruck kann jedoch die maximale Me,SO Konzentration im Ge-
webe auf bis zu 69% der Aullenkonzentration reduzieren (Elmoazzen et al. 2005). Auch die ho-
hen Konzentrationen von Salzen und anderen gelosten Stoffen, die durch den Entzug des Wassers
durch Eisbildung aufkonzentriert werden, verursachen generell in biologischen Zellen Schiden
durch die so genannten ,,Solution Effects* (Lovelock 1953, Mazur et al. 1972) und kritischen
Volumenverlust (Meryman 1970, Steponkus et al. 1983). Die Vitalitit und der Kultivierungser-
folg von adhérenten Zellen nach der Kryokonservierung waren stets geringer als die der korres-
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Abbildung 5.3: Diffusion von Me,SO in Wasser. Angenommen wird eine Temperatur von 20°C und,
dass Zellen oder Gewebe keine Verlangsamung der Diffusionsgeschwindigkeit verursachen. Als Li-
nien bzw. Bereiche sind die Dimensionen von bestimmten, in dieser Arbeit verwendeten Zellen und
Gewebe markiert.

pondierenden Zellsuspensionen (Ohno 1994, Hetzel et al. 1973). Eine Schiddigung der Zellen
durch osmotische Schwankungen bei der Zugabe der Kryoprotektive muss ebenfalls beriicksich-
tigt werden. Wihrend extrazellulidre Kryomedien isoton zugegeben wurden bedeutete die Zugabe
von Kulturmedium mit 10% Me,SO einen Anstieg der Osmolaritit von ca. 300mOsmol auf etwa
1800mOsmol. Nach Chen et al. 2007 reagieren Einzelzellen darauf mit einer Volumenreduktion
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um 30% innerhalb 10s wobei das Orginalvolumen nach ca. 2min wieder hergestellt wird im Ge-
gensatz zu konzentrierter PBS-Losung. Auch 1929 Sphiroide, die, unter mikroskopischer Beo-
bachtung, mit 10% Me,SO inkubiert wurden, zeigten unmittelbar nach der Zugabe des Me,SOs
eine Volumenabnahme um ca. 30% (Daten nicht gezeigt) die sich jedoch schnell (innerhalb we-
niger Minuten) wieder an das urspriingliche Volumen annéherte.

Nach der Zwei-Faktor-Hypothese (1972) bzw. der Idee des ,,equilibrium freezing* (1990)
von Mazur muss ein Gleichgewicht zwischen Stoff- und Wirmetransfer eingehalten werden. Das
bedeutet, dass die Abkiihlung weder zu langsam vonstatten gehen darf, damit nicht zuviel Wasser
abgegeben wird und auch nicht zu schnell, damit die Zelle genug Wasser abgibt um intrazellulére
Eisbildung zu vermeiden (s.h. auch Farrant 1977). Die hydraulische Leitfdhigkeit von Sphéroiden
ist, wie Korniski et al. 1999 an Hepatozyten gezeigt haben, niedriger als in einzelnen Zellen. Die
iberlebenswichtige partielle Dehydrierung der Zellen kann demnach nicht oder nicht im notwen-
digen AusmaB stattfinden. Zu schwache Dehydrierung und damit stirkere intrazelluldre Eisbil-
dung konnte die geringere Vitalitit von Sphiroiden im Vergleich zu Einzelzellen von bestimmten
intrazelluldren Kryomedien wie z.B. Me,SO erkldaren. Diese Kryomedien dringen in die Zellen
ein und ersetzen Wasser, wihrend extrazellulire CPAs (Trehalose, SHP) den Zellen kolloidosmo-
tisch Wasser entziehen, was die Anfilligkeit fiir intrazelluldre Eisbildung senkt. Fiir die Ursachen
fiir intrazelluldre Eisbildung (intracellular ice formation: IIF) wurden von Muldrew und McGann
(1990) folgende Hypothesen zusammengefasst:

1. Die Unterkiihlung des Zytoplasmas fiihrt spétestens an der homogenen Nukleationstemperatur
von -40°C zur spontanen Entstehung von Eisnuklei (tierische Zellen besitzen keine Nukleati-
onskeime im Zytoplasma (Rasmussen et al. 1975), also homogene Nukleation).

2. Extrazelluldre Eiskristalle, die durch Wasser gefiillte Kanile in die Zelle gelangen, fithren zum
Gefrieren des Zytoplasmas (Mazur 1977).

3. Die Permeabilisierung der Membran durch transiente, elektrische Felder, die bei der Ladungs-
trennung beim Gefrieren von elektrolythaltigen Losungen entstehen, ldsst das Eindringen von
extrazelluldrem Eis zu (Steponkus et al. 1985).

4. 1994 wurde von Muldrew und McGann eine weitere Hypothese vorgeschlagen und mathema-
tisch belegt: der Membrandurchbruch aufgrund von osmotisch induziertem Wasserdurchfluss. >

Trehalose ist ein extrazelluldr wirkendes Kryoprotektivum, das speziell Membranen und Makro-
molekiile (sofern vorhanden) vor Schiaden durch Wasserentzug schiitzt und damit 2 von 4 hypo-
thetischen Eisbildungsmechanismen verhindert bzw. verzogert. Trehalose senkt die hydraulische
Leitfahigkeit der Membran (wahrscheinlich durch ,,Quervernetzung®* von Membranlipiden, An-
chordoguy et al. 1987) und erhoht, wie die meisten Zucker, stark die Viskositidt der Losung bei
der Gefrierkonzentration (Konzentration wird durch Wasserentzug erhoht und gleichzeitig die
Temperatur gesenkt), was zu kleineren Eiskristallen, verbesserter Vitrifikation und verlangsam-
tem Wasserentzug aus den Zellen fiihrt. Im Gegensatz zu den hiufig verwendeten Stirkederiva-
ten (z.B. HES, Hydroxyethylstirke) werden die Stirkehydrolysate bisher kaum (Myhrvold 1979
an Erythrozyten) als Kryoprotektiva verwendet. Fiir diese Experimente wurde N-Oil ® verwen-
det, das nicht nur biokompatibel ist sondern eine der hochsten, bei Mono-, Di- und Polysacchari-
den vorkommenden, Glasiibergangstemperaturen besitzt (Levine und Slade, 1987). Stirkederiva-
te miissen vor Verwendung iiblicherweise iiber die so genannte Gelatinisierungstemperatur (hier

® AuBerdem gibt es erste Belege fiir die Entstehung von Eis in der diinnen Fliissigkeitsschicht unter adhérenten Zel-
len, welches moglicherweise die Entstehung intrazelluldren Eises fordert (Stott, 2006).
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ca. 60°C) erhitzt werden, um Stéirkegranula aufzubrechen und die einzelnen Stiarkemolekiile erst
16slich zu machen, was zu einer viskosen Losung fithrt. Beim Abkiihlen verfestigt sich die Lo-
sung zu einer gummiartigen Masse, je nach Kiihlgeschwindigkeit mit oder ohne Eisbildung, und
kann direkt in den glasartigen Zustand tibergehen (Tananuwong und Reid 2004).

SHP fiihrte im Experiment zu einer stark erhohten Vitalitit von Sphéroiden, wihrend der
kryoprotektive Effekt auf einzelne Zellen eher gering ausfiel. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
extrazelluldre Kryoprotektiva, die die Osmolaritdt und die Viskositdt wihrend dem Gefrieren
erhohen, langsam agierende osmotische Systeme wie Sphiroide besser schiitzen als intrazellulédre
Kryoprotektiva. Alternativ konnten langsamere Kiihlraten zu stirkerer, positiver Dehydrierung
bei der Kryokonservierung von Sphéroiden fithren, wobei dies noch experimentell bestitigt wer-
den muss. Versuche von Taylor und Pegg (1983) zeigten beispielsweise, dass Muskelgewebe
besser iiberlebt bei langsameren Kiihlraten von etwa 0,3°C/min als bei schnelleren (2°C/min).
Daraus ldsst sich schlieen, dass es fiir Gewebe ebenso eine optimale Kiihlrate gibt, wobei diese
niedriger ist als bei Einzelzellen und durch Kryoprotekiva modifiziert werden kann (Mazur
1972).

Zur Bestimmung der Vitalitdt von multizelluldren Systemen nach der Kryokonservierung
gibt es keine einheitliche, standardisierte Methode, was aber auch durch die Vielfalt der kryokon-
servierten Gewebe bedingt ist. Oft wird nach der Kryokonservierung (und davor fiir die Frisch-
Kontrolle) das Gewebe oder der Sphiroid in Einzelzellen aufgeldst und die Vitalitit der Zellsus-
pension bestimmt (z.B. Pasquinelli et al. 2006). Parallel zur Dissoziierung werden oftmals am
intakten Gewebe weitere immunhistochemische Untersuchungen zu Quantifizierung bestimmter
Zellen, elektronenmikroskopische Untersuchungen (z.B. TEM, oder auch Freeze substitution zur
Lokalisierung von Eiskristallen) oder eine HE-Firbung zur Evaluierung von Strukturschiden
durchgefiihrt. Nichtsdestotrotz hat die Dissoziierung in einzelne Zellen mehrere Nachteile: Bei
der enzymatischen oder mechanischen Zerstorung der extrazelluldren Matrix und/oder der Zell-
Zellkontakte werden Zellen beschidigt bzw. bereits tote Zellen oft vollends zerstort und nicht
mehr zur Vitalitdtsbestimmung erfasst. Des Weiteren ist die Dissoziierung zeitaufwéndig, so dass
die Vitalitdt unmittelbar nach dem Auftauen nicht erfasst werden kann. Zerstorungsfreie Vitali-
tiatsbestimmung wurde z.B. anhand morphologischer Merkmale beurteilt oder durch zellspezifi-
sche Stoffwechselleistungen (Insulinproduktion bei Langerhansschen Inseln, Albuminproduktion
und Umwandlung von Ammonium in Harnstoff bei Hepatozyten). Fiir Langerhanssche Inseln hat
sich z.B. parallel zur morphologischen Beurteilung (mit oder ohne Dithizone — Féarbung) die Sti-
mulierbarkeit durch Glukose und das Ausmaf der Insulinproduktion als zuverldssigster Index fiir
die Vitalitits- bzw. Funktionalitdtsbestimmung etabliert (Jutte et al. 1987, Li et al. 2002, Maruy-
ama et al. 2004). Die Fluoreszenzfirbung mit FDA und Ethidiumbromid hat bereits gute Uber-
einstimmung mit den ermittelten Stimulationsindices gezeigt (Zimmermann et al. 2005).

In einer Probe von Sphéroiden, hdufiger bei 1L.929, selten bei PC-3, wurden Sphéroide von
sehr unterschiedlicher Vitalitdt gefunden, bisweilen vollkommen vitale neben vollkommen Toten.
Dieses Phidnomen konnte dadurch erklidrt werden, dass PC-3 Zellen Gap Junctions ausbilden,
L.929 nicht. Die fortschreitende Eisbildung ist limitiert durch die Verfiigbarkeit von Wasser, die
Zellmembran ist z.B. eine wirksame Barriere, solange keine Verbindungen (z.B. Kanile oder Gap
Junctions) oder Briiche vorhanden sind (Acker et al. 2001), jedoch lésst sie Diffusion von Wasser
aus dem Zytoplasma zu. Fiir einen Sphiroiden kann homogenes Gefrieren fiir das Uberleben der
einzelnen Zellen notwendig sein. Gefrorene oder gefrierende Zellen im Zellverband entziehen
durch ihr hochkonzentriertes Zytoplasma den noch ungefrorenen Zellen Wasser. Dies kann zur
letalen Dehydrierung fiihren.

AuBerdem kann die Beschaffenheit des Kryogefilles die Vitalitidt beeintridchtigen z.B. mit
mehr oder weniger homogener Wiarmeableitung. In groBen Volumina, wie die 1ml Kryor6hrchen,
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kann Wirme weniger schnell und weniger homogen abgeleitet werden wie in kleineren 25ul Ge-
fiBen, wobei aber Sphiroide mit starken Vitalititsunterschieden in beiden Kryogefidfen beobach-
tet wurden. Die Vitalitit der Sphiroide war jedoch in den miniaturisierten Substraten mindestens
gleich hoch, eher hoher als in den 1ml Kryor6hrchen (Ausnahme PC-3 Sphiroide).

Grenzen der Aussagefihigkeit von Modellsystemen - zellspezifische Kryotoleranz als Kriterium?

Die Anwendung der mit dem Modellsystem optimierten Kryoprotokolle auf Tumorstiicke (ca.
150pum dick und ca. 1 x 1mm Fliche) zeigte jedoch unterschiedliche Ergebnisse. Nach dem Auf-
tauen wurde die Vitalitdt der Tumorstiicke nicht iiber direkte Vitalfirbung und Bildauswertung
bestimmt, da die Stiicke sowie der Abstand zwischen den enthaltenen Zellen zu grof3 waren.
Stattdessen wurde eine enzymatische Dissoziierung des Gewebes durchgefiihrt und die Zahl der
vitalen und toten Zellen via Hiamozytometer bestimmt. Dabei zeigte sich, dass allein die Kryo-
konservierung mit Me,SO eine Vitalitit {iber 50% sowie einen sichtlichen Erfolg bei der Kulti-
vierung der aufgetauten Zellen hatte. Die Kryomedien, die im Modellsystem die grofiten Erfolge
hatten, zeigten sehr schlechte Vitalitdten und kaum Erfolg bei der Kulturetablierung am medizi-
nisch interessanten Tumorgewebe. Aus der Literatur ist wenig bekannt iiber die erfolgreiche Kry-
okonservierung von Tumorgewebe. Beispielsweise konnen Untersuchungen an der RNA von
eingefrorenen Tumorgeweben gemacht werden, die bis zu drei Mal hintereinander eingefroren
und aufgetaut wurden (Jochumsen et al. 2007). Tumorzellen und —gewebe wird iiberwiegend zum
Zweck der Ermittlung der letalen Unterkiihlung/Eisbildung eingefroren, was zur Kryochirurgie
angewandt wird (Jacob et al. 1985). Gesundes Ovarialgewebe lisst sich, unter Erhalt der Fihig-
keit Oozyten zu produzieren, kryokonservieren z.B. um die Fertilitit nach einer Chemotherapie
wiederherzustellen (Isachenko et al. 2007, Gandolfi et al. 2006, Donnez et al. 2004, Radford et al.
2001).

Die starken Unterschiede zwischen dem Modellsystem und Tumor lassen sich entweder
auf die Struktur (Art und Masse der ECM, Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakt) oder auf zelluli-
re Unterschiede zuriickfithren. Um die Relevanz der Strukturunterschiede zu evaluieren, wurden
aus frisch isolierten Tumorzellen Sphéroide kultiviert und entsprechend kryokonserviert. Dabei
zeigte sich, dass die (schlechte) Vitalitidt nach dem Auftauen eher dem des Tumorgewebes ent-
sprach und nicht dem des Modellsystems. Diese Experimente zeigen demnach deutlich die Gren-
zen von Modellsystemen. Die unterschiedliche Reaktion von unterschiedlichen Zellen auf dassel-
be Kryoprotokoll zeigt, dass die Ursache in der unterschiedlichen Art der Zellen liegt die man
allgemein als zellspezifische Kryotoleranz bezeichnen konnte. Die zellspezifische Kryotoleranz
beinhaltet demnach zelltypische Faktoren, die die Reaktion der Zelle auf Kryokonservierung
ausmachen. Hydraulische Leitfidhigkeit der Membran, Zahl und Art der Zell-Zellverbindungen,
GroBe der Zelle, osmotisch aktives Volumen, Energiezustand, Organisation des Zytoskeletts,
Membranschmelzpunkt und Zellzyklus spielen dabei eine Rolle. Fiir die weitere Entwicklung des
Modellsystems sollte daher auf primire Tumorzellen zuriickgegriffen werden, wobei jedoch die
Kultivierung als Sphiroide zu empfehlen ist, um strukturelle Unterschiede auszuschlie3en.

Einfluss der Alginatkapsel auf den Kryokonservierungserfolg

Verkapselung mit Alginat wird in der Kryokonservierung und Lyophilisierung von pflanzlichen
Zellen oder Bakterien (Sakai et al. 2007, Flachsland et al. 2006) erfolgreich eingesetzt, wobei oft
auf die Verwendung hochkonzentrierter Medien in Zusammenhang mit Vitrifikationsprotokollen
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zuriickgegriffen wird. Die Wirkung der Alginatkapsel wird dabei durch osmotische Stabilisierung
von pflanzlichen Zellen erklidrt. Auch kryokonservierte, verkapselte tierische Zellen wurden er-
folgreich als controlled drug release und -producer — Systeme eingesetzt (z.B. Endostatin produ-
zierende HEK Zellen, Stensvaag et al. 2004). Bereits bekannt ist auch die Verkapselung von
Langerhansschen Inseln, die ein Plus von ca. 10% Vitalitit nach dem Auftauen bewirkt (A. Kat-
sen-Globa et al. 2007). Experimente mit Erythrozyten zeigten ebenfalls viel versprechende Er-
gebnisse. Die Verkapselung von L929 Sphiroiden verbesserte die Vitalitit nach dem Auftauen
nicht signifikant, wihrend sie PC-3 Sphéroiden stark schadet. Bei N2a Zellen zeigte sich dass,
weiches 0,4%iges Alginat (ohne Crystal Gun — Behandlung) deutlich hohere Vitalititen der ein-
geschlossenen Zellen bewirkt als festeres Alginat (0,65% mit Crystal Gun).

Der Anteil von gebundenem Wasser innerhalb der Alginatkapsel wird durch den Algina-
tanteil sowie durch die Festigkeit (Crystal Gun — Behandlung) bestimmt. Eine hohere Alginat-
konzentration bewirkt, wie die stirkere, homogenere Vernetzung von Alginat, einen hoheren An-
teil gebundenen Wassers. Fiir N2a Zellen und moglicherweise auch fiir andere Zellmodelle
scheint also eine gewisse Notwendigkeit von ungebundenem Wasser fiir das Uberleben der Kry-
okonservierung notwendig zu sein. Die Bildung von extrazelluldrem Eis, und daraus folgend die
Erhohung der Osmolaritit, die Zellen Wasser entzieht und deren Gefrierpunkt senkt, wird direkt
durch die Verfiigbarkeit von ungebundenem Wasser beeinflusst. Eine weitere Moglichkeit, wie
die Alginatkapsel den Kryokonservierungserfolg von Zellen beeinflussen konnte, wire iiber die
Kristallisationsgeschwindigkeit von Eis. In den Hochgeschwindigkeitsaufnahmen der Eisbildung
um eine Alginatkapsel konnte gezeigt werden, dass die Alginatkapsel das Eiswachstum bremst
(sh. Abbildung 4.62). Wird die Kristallisationsgeschwindigkeit von der Verfiigbarkeit des Was-
sers in der Alginatmatrix reduziert, steigt die Konzentration geloster Stoffe langsamer an. Eine
wasserbindende Matrix wiirde also praktisch dhnlich wirken wie eine niedrigere Kiihlrate und
dementsprechend auf unterschiedliche Zellarten unterschiedliche Auswirkungen haben, wie im
vorigen Abschnitt bereits erwihnt wurde. Weitere Versuche konnten den Anteil des gebundenen
Wassers (mittels NMR/MRI) in den Kapseln untersuchen und einen Zusammenhang zwischen
dem Anteil freien Wassers, der Kiihlrate und dem Kryokonservierungserfolg erstellen. Neue kry-
oprotektive Medien konnten im Hinblick auf ihren Wasserbindungserfolg im Voraus evaluiert
und eingesetzt werden.

Experimente zeigten, dass Alginat Migration von Zellen, sowohl in einer Kapsel als auch
unter Alginatschichten effektiv hemmt (Gepp et al. 2007 und 2008, Zimmermann et al. 2007).
Die Mitose von 1.929 dagegen wird unter der Alginatschicht nicht gechemmt. Auch die Ablosung
von Zellen wihrend der Kryokonservierung wird verhindert, sowohl die kilteinduzierte (in Uber-
einstimmung mit Hagedorn et al., nicht publizierte Daten) als auch die gefrierbedingte (durch
extrazelluldre Eisbildung). Eine Erkldrung wire, dass Alginat, wie Kollagen, Wasser bindet und
damit weniger extrazelluldre Eisbildung, also keine groeren Eiskristalle, erlaubt. Zwar ist anzu-
nehmen, dass Alginat als ,,weiche* Oberfldche thermomechanischen Stress wihrend der Kryo-
konservierung reduziert (beispielsweise ist weiches (0,4%iges) Alginat fiir Kryokonservierung
von N2a Zellen in 3D Kapsel besser geeignet als festeres (0,65%, Crystal Gun)), jedoch ist die
Alginatschicht zur erfolgreichen Kryokonservierung adhérenter Zellen allein (mit Kryoprotekti-
vum) nicht ausreichend. Erst eine Oberflichenbeschichtung mit ECM-Molekiilen (Matrigel®) in
Kombination mit Alginat zeigte gute Kryokonserierungserfolge. Weitere Versuche in der Kryo-
konservierung adhdrenter Zellen konnten z.B. die Wirksamkeit von Alginat-Zell-Alginat Kon-
strukten untersuchen, da in diesem System auf die Verwendung von ECM verzichtet werden
konnte. ECM ist fiir die medizinische Anwendung aufgrund seines Gehalts an tierischem Protein
problematisch.
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Ausblick

Zur verbesserten Zentrierung der Kapseln und zur Vermeidung von mechanischem Stress bei der
Kompartimentierung und Polymerisation wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Analy-
sentechnik (iba) ein mikrofluidikbasiertes Verkaspelungssystem entwickelt, das die Probleme
beim Eintropfverfahren umgehen soll. Dabei wird Alginat-Zellsuspension von einer Spritzen-
pumpe iiber einen Teflonschlauch in einen Chip geleitet und dort mittels definierten Lufteintrags
in kleine Kompartimente zerlegt (Abbildung 4.9). Erste Versuche zeigten dabei, dass die Kom-
partimentierung von Alginat prinzipiell moglich ist, jedoch die Kompressibilitdt der Luft zu star-
ken Druckschwankungen fiihrt, die die Kompartimente im Schlauch zerstoren. Weitere Versuche
mit einer hydrophoben, zellvertriglichen Fliissigkeit zur Kompartimentierung von Alginat anstel-
le von Luft (z.B. Fluordecalin) sind geplant. Im Gegensatz zu Kostner et al. (2008) ist ein Verfah-
ren mit nur 2 Kanilen (sh. Abb. 5.4) angedacht.

Luft Alginat | sterepmikroskop

mit Hoch-
geschwindigkeits-
kamera

mikrofluidischer Kompartimentierungs-Chip

Fallbad

Abbildung 5.4: Kompartimentierungsexperiment an einer neuartigen mikrofluidik-basierten Verkapselungsanla-
ge. Die Kompartimentierung erfolgt in einem Kompartimentierungschip, schonend unter Eintrag von Luft in einen
kontinuierlichen Alginatstrom. Alginat wurde zur besseren Sichtbarkeit blau eingefirbt. Die Polymerisation der
Alginatkompartimente wurde in diesem Experiment iiber Eintropfen in Polymerisationslosung gemacht, soll aber,
um mechanischen Stress zu vermeiden, zukiinftig im Schlauch iiber semipermeable Membranen (z.B. Dialyse-
schlduche) durchgefiihrt werden.

Die Techniken und Methoden zur Realisierung von Zell-Matrix Konstrukten und deren Kryokon-
servierung wurden in dieser Arbeit so weit entwickelt, dass der Schwerpunkt der weiteren For-
schung auf die Anwendung am Zell- bzw. Organmodell gesetzt werden konnte. Bereits im Tier-
versuch angewandt wird zurzeit die immunisolierte Transplantation von Langerhansschen Inseln,
jedoch konnen prinzipiell simtliche endokrinen Gewebe in Alginat verkapselt werden, die ent-
weder klein genug sind (> ca. 500um) oder in Einzelzellen zerlegt werden kdnnen, ohne ihre
Funktionalitit zu verlieren (Hepatozyten). Alginatkapseln konnen nicht nur mit verschiedenen
Zellen ,,gefiillt* sein, sondern auch, nach Modifikation der Oberfliche, von anderen Zellen um-
wachsen werden, wihrend die Photoablation eine Methode zur Schaffung von spezifischen Kani-
len und Hohlrdumen bietet. Zudem bietet die 2D-Verkapselung nicht nur die Moglichkeit adhi-
rente Zellen mit einer schiitzenden Alginatschicht zu versehen, mittels mehrfacher abwechselnder
PLL-Alginat-Beschichtung sind mehrschichtige planare, bis hin zu 3D-Konstrukten (3D-
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Plotting), durch abwechselnde automatische Dispensierung von Zellen (Calvert 2007) und Matrix
moglich. Mittels der in dieser Arbeit entwickelten Techniken bieten sich somit viele Moglichkei-
ten zur Konstruktion funktioneller Implantate und Modellsysteme. Die Kombination von unter-
schiedlichsten Zellen (Stammzellen, primire und Zelllinien) mit einer Vielfalt von ECM (Kolla-
gen, Laminin, Hyaluronséure), natiirlichen (Alginat, Zellulose) und artifiziellen (Parylene C) Mo-
lekiilen mit ihren spezifischen Strukturierungs- und Modifikationsmdglichkeiten erweitert den
Horizont zur Konstruktion von Modellsystemen und kiinstlichen Geweben (Abbildung 5.5).
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Abbildung 5.5: Schematische Darstellung zur Konstruktion von Modellsystemen fiir 1: Gewebe bzw. Gewebeteile;
Gewebe bestehen aus einer oder wenigen verschiedene Zellen auf einer Basallamina oder umgeben von extrazellula-
rer Matrix; 2: Organe bestehen aus mehreren verschiedene Zellen, umgeben von ECM in spezieller Anordnung (z.B.
Endothel, Glomeruli, Muskelfasern), dazwischen fliissigkeitsgefiillte Lumina (Blutgefdle/Lymphgefifie) umgeben
von Abschlussgewebe. Organe bilden eine funktionale Einheit; 3: Multiorgansysteme: mehrere verschiedene Organe
in spezieller Anordnung umgeben von mehrschichtigem Abschlussgewebe, dazwischen zieht sich System von fliis-

sigkeitsgefiillten Lumina und zelldurchsetzer ECM.
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6. Zusammenfassung

Wissenschaftliches Ziel dieser Arbeit war es, Untersuchungen zur Einschlussimmobilisierung
und Kryokonservierbarkeit von immobilisierten Zellen und multizelluldren Systemen medizi-
nisch relevanter Zellen durchzufiihren, neue Erkenntnisse iiber die grundlegenden Probleme zu
gewinnen und durch Umsetzung in optimierte Methoden und Protokolle zu verbessern. Es wur-
den teilweise etablierte Verfahren der Verkapselungstechnologie mit Alginaten, Kryobiotechno-
logie und Methoden aus der allgemeinen Zellkultur angewandt aber auch neue Methoden zur
Verkapselung oder Beschichtung adhérenter Zellen, Strukturierung von Alginat mittels Photo-
ablation und Untersuchung der Kapselentstehung und der Eisbildung im Kryomikroskop mittels
Hochgeschwindigkeitsvideo entwickelt. Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit stellen neue
Informationen iiber die Kinetik der Kapselentstehung und iiber die Kryokonservierung multizel-
luldrer Systeme dar, die aus der Entwicklung neuer Methoden und Techniken resultieren. Die
Beschichtung von Zellen bietet zudem eine neue Moglichkeit, diese im adhirenten Zustand mit
hohem Erfolg zu kryokonservieren und eréffnet neue Wege im tissue engineering.

Abstract

The scientific aim of this thesis was to investigate embedding immobilization and cryopreserva-
tion of immobilized cells and multicellular systems of medically interesting cells, to find new
informations about the basic problems and to improve it by finding and evaluating new tech-
niques and protocols. The methods used in this thesis are partly established techniques of encap-
sulation with alginates, cryopreservation of animal and human cells, and general methods of cell
culture and, additionally, new methods are developed for encapsulation or covering of adherent
cells, structuring of alginate surfaces and volumes via particle beam or photo ablation. Further-
more, new investigation techniques of encapsulation and freezing kinetics based on high speed
video analysis were established. So, the most important results of this thesis are new informations
about kinetics of alginate capsule formation and cryopreservation of multicellular systems which
resulted from the development of new methods and techniques. The covering of cells with algi-
nate gives additionally a possibility to cryopreserve them in adherent state with high success and
opens new pathways of tissue engineering.
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Abkiirzungen
A

CHO

CPA

CPD
DMEM
DMSO/Me,SO
EB

ECM

FBS

FDA
Ham’s F12
HEPES
HES

HSA

LDH

N2a

L1929

Lp

NMR

PBS

PC-3

PLL

RBC

REM
RPMI
TEM

UHV-CG Alginat

Angstrom, Lingeneinheit, 1 x 10"°m, 100pm
chinese hamster ovary — Zellen, Zelllinie
Kryoprotektive Substanz (cryoprotective agent)
Kritische Punkt Trocknung

Dulbeccos modified Eagle Medium; Basismedium fiir Zellkultur
Dimethylsulfoxid

Ethidiumbromid

Extrazelluldre Matrix (extra cellular matrix)
Fotales Kélberserum

Fluoresceindiacetat

Kulturmedium

organischer Puffer

Hydroxyethylstirke

humanes Serumalbumin
Laktat-Dehydrogenase

Zelllinie aus Neuroblastomazellen

Zelllinie aus murinen Fibroblasten
Hydraulische Leitfahigkeit
Magnetresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance)
Phosphat gepufferte Salzlosung

Zelllinie aus humanen Prostatacarcinomazellen
Poly-L-Lysin

Erythrozyten (red blood cells)
Rasterelektronenmikroskop/ie

Basismedium zur Zellkultur
Transmissionselektronenmikroskop/ie

ultra-hoch viskoses Alginat von klinischer Reinheit
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