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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Meniskusersatz und die Rolle des ,Tissue Engineering®

Meniskusverletzungen gehoren zu den h&ufigsten Knieproblemen. Ein Zusammenstol? mit
einem Gegenspieler beim Sport, ein Verkehrsunfall oder auch nur eine falsche Bewegung im
Alltag kann einen Meniskusriss zur Folge haben. Eine solche Verletzung ist nicht nur
schmerzhaft, sondern erhoht das Risiko einer Arthroseentwicklung im Kniegelenk deutlich.
Um einem Fortschreiten der arthrotischen Verédnderungen nach Meniskusldsionen
vorzubeugen, sind operative Verfahren zur Wiederherstellung der Funktion erforderlich.
Diese gestalten sich jedoch &uf3erst schwierig. Meniskusnahten oder Teilresektionen
versprechen kein zufriedenstellendes Langzeitergebnis. Die grofRen Herausforderungen an die
Operateure kann man gut nachvollziehen, wenn man sich die komplexe Anatomie der
menschlichen Menisken, ihre Fixierung im Gelenk und ihre Funktionsprinzipien vor Augen
fuhrt.

Die halbmondférmigen Menisken sind im Querschnitt keilférmig konfiguriert mit einer
konkaven Oberflache und einer geraden, dem Tibiaplateau aufliegenden Unterflache. Diese
Konfiguration vergréRRert die Kongruenz zwischen den stark gekrimmten Femurkondylen und
dem Tibiaplateau. Axiale Kompressionskrafte, die von den Femurkondylen Ubertragen
werden, treiben die Menisken radiar auseinander. Die zirkumferenzielle Anordnung von Typ-
1-Kollagenfasern erméglicht die Umwandlung dieser Kompressionskrafte in Zugspannung,
was neben der Form der Menisken zu einer deutlich verbesserten Druckverteilung am
Tibiaplateau fihrt. Daher beeintrachtigen Meniskusrisse, die zur Zerstérung dieser
zirkumferenziell angeordneten Kollagenfasern fiihren, die Funktion der Menisken erheblich
und haben eine entsprechend schlechte Prognose. Neben der Druckverteilung verbessern die
Menisken auch die Rotationsstabilitdt des Kniegelenks und tragen zur anteroposterioren
Stabilisierung vor allem in endgradiger Flexions- und Extensionsstellung des Gelenks bei.
Dies erfordert eine gewisse Mobilitat der Menisken mit Verlagerung in Abhéngigkeit von der
Gelenkstellung, die dadurch gegeben ist, dass die Menisken nahezu unfixiert dem
Tibiaplateau aufliegen und nur durch wenige, wichtige Bandziige mit der Gelenkkapsel und
dem Tibiaplateau verbunden sind. Wesentlich flr die Stabilisierung der Menisken im Gelenk
sind die anterioren und posterioren Meniskuswurzeln, die sowohl den Innen- als auch

AuBenmeniskus im Interkondylarraum (ber straffe Bindegewebsziige am Tibiaplateau
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fixieren.*! Insgesamt ist der Innenmeniskus weniger beweglich als der AuRenmeniskus, da
seine Verankerungen im Knochen weiter entfernt liegen und er zusatzlich mit dem
Ligamentum collaterale mediale fest verbunden ist. Der AuBenmeniskus hingegen hat keine
Verbindung mit dem lateralen Kollateralband.*

Die Arthroseentwicklung nach Meniskuslasionen ist Ausdruck einer Reduktion der
tibiofemoralen Kontaktflache und folglicher Erhohung der Spitzenkontaktdriicke im
betroffenen ~ Kompartiment. ~ Auch  nach  Teilmeniskektomien  treten  erhohte
Spitzenkontaktdriicke und die damit verbundenen Folgen auf. Eine suffiziente
meniskuserhaltende oder -ersetzende Therapie ist deshalb notwendig, doch aufgrund der
beschriebenen komplexen Meniskusanatomie und -biomechanik sowie des eingeschrankten
Heilungs- und Regenerationspotenzials gestaltet sie sich oft schwierig.® Somit ist die
Meniskusteilresektion nach wie vor eine der héufigsten Knieoperationen. Die einzige
Madglichkeit, den damit verbundenen arthrosefordernden Prozess aufzuhalten, besteht im
Ersatz des fehlenden Meniskus durch ein hochwertiges Gewebe mit vergleichbaren
biomechanischen Eigenschaften.?

Klinisch angewendet werden derzeit zwei unterschiedliche Implantate. Das sogenannte
Actifit® besteht aus einem pordsen Polyurethangerist. Dieses dient als strukturelles Gerst,
meist Scaffold genannt. Es ermdglicht die Einwanderung von Zellen aus dem vaskularisierten
Teil des Meniskus und infolgedessen die Bildung einer extrazellularen Matrix. In den Poren
des Biomaterials bildet sich ein meniskuséhnliches Gewebe. Im Verlauf kommt es zur
Bioabsorbtion des Implantats.

In einer Studie wurden 52 Patienten mit irreparablen Meniskusdefekten innerhalb eines
Zeitraumes von zwei Jahren nach Implantation dieses Scaffolds klinisch und MR-
tomographisch nachuntersucht. Bei den Patienten kam es zu signifikanten Verbesserungen des
klinischen Outcome-Scores. Bei 92,5% der Patienten zeigte sich gemaR der ICRS-
Klassifikation eine Konstanz oder sogar Verbesserung der anfanglichen Knorpelsituation.
Nichtsdestotrotz kann aufgrund der Kirze des beobachteten Zeitraumes noch keine
langfristige Prognose abgegeben werden.*°

Aufllerdem befindet sich das Menaflex®-Implantat (frither Collagen Meniscus Implantat®) in
klinischer Anwendung. Es handelt sich hierbei um ein Gerist aus Kollagenfasern, das aus der
Achillessehne von Rindern hergestellt wird. Erstmals wurde dieser Meniskusersatz von
Steadman und Rodeky 1997 implantiert. Ziel dieses Implantats ist es wiederum, durch die
Besiedlung des Scaffolds durch einwandernde Zellen, welche einer chondrozytaren

Differenzierung entsprechen oder im Besitz eines entsprechenden Differenzierungspotentials
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sind, eine Regeneration von meniskusahnlichem Gewebe zu erméglichen.*®  Die
umfangreichsten klinischen Daten kamen 2008 von Rodkey et al. , in deren randomisierter
prospektiver Multicenterstudie die Kollagenmeniskusimplantation und die alleinige
Meniskusteilresektion verglichen wurden: Bei chronisch teilmeniskektomierten Patienten
wurde durch eine CMI-Implantation eine signifikante Verbesserung der klinischen Scores
erzielt, sofern man sie mit Patienten vergleicht, die einer alleinigen Meniskusteilresektion
unterzogen wurden. Eine sofortige CMI-Implantation bei akuter Meniskusteilresektion
brachte dagegen keinen signifikanten Benefit.”® In einer Second-look-Arthroskopie tber finf
Jahre nach der Operation konnte bei Patienten mit Kollagenmeniskusimplantat keine
Zunahme der Knorpeldegeneration festgestellt und eine Defektfiillung von 69% erreicht
werden.*® Trotz vielversprechender Ergebnisse aus Nachuntersuchungen tber den Einsatz
von Meniskusimplantaten stehen bis heute Langzeitergebnisse zum Nachweis des
chondroprotektiven Effektes aus.

Das Problem des Meniskusersatzes mit Scaffolds ist die unkontrollierte Besiedlung der
Prothesen unter In-vivo-Bedingungen. Nach dem Einsetzen wandern zuerst reparatorische
Entziindungszellen in die Implantate ein. Diese Zellen bilden statt des meniskustypischen
Faserknorpels nur ein biomechanisch insuffizientes Narbengewebe. Damit wird das
Hauptziel, die Wiederherstellung oder Verbesserung der biomechanischen Meniskusfunktion,
verfehlt.?!

Die Zukunft in der Entwicklung suffizienter Meniskusersatzimplantate mag dem Tissue
Engineering gehdren. Dabei wird versucht, mit den Komponenten Zelle, Scaffold und
modulierenden Faktoren wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren ein Konstrukt zu erzeugen,
das den Eigenschaften von Meniskusgewebe mdglichst ahnlich ist, um es dann in ein
Defektareal einzupflanzen.

Die Forschung des Tissue Engineering zielt also auf eine Gewebezlichtung in vitro ab. Dabei
werden die verwendeten Trégermatrices mit kompetenten Zellen besiedelt. Am Beispiel der
MACT (Matrix-gestitzte Chondrozyten-Transplantation) werden in einem operativen Schritt
Knorpelproben an einem mechanisch weniger belasteten Areal des Gelenkes entnommen. Die
dadurch gewonnenen autologen Chondrozyten werden in eine Tragermatrix eingebettet. Dann
wird die Chondrozyten-besiedelte Tragermatrix — gegebenenfalls nach kurzzeitiger
Kultivierung in vitro — in das Defektareal eingebracht. Die Gewinnung der Zellen erfolgt in
einem vorausgehenden operativen Eingriff. Allerdings gibt es auch Versuche, die Zellen noch
in der gleichen operativen Sitzung in die Tragermatrix einzubetten und diese unmittelbar

danach in das Defektareal einzupflanzen versuchen. Durch die Stabilisierung von Zellen im
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Biomaterial sollen im Vergleich zu den bisher klinisch angewandten azellularen Scaffolds ein
besseres Meniskusregenerat geschaffen und folglich bessere klinische Erfolge erzielt werden.
Bisher brachten Versuche mit Benetzung und ggf. Konditionierung der Scaffolds mit

34245 61619 oder Fibrochondrozyten®

mesenchymalen Stammzellen , autologen Meniskuszellen
in Tier- oder In-vitro-Versuchen gute Ergebnisse. AuBerdem befinden sich Stammzellen, die
aus dem Fettgewebe?’ oder peripheren Blut'* gewonnen werden kénnen, in wissenschaftlicher

Erprobung.

1.2 Die Hyaluronsaure-Gelatine-Kompositmatrix als biologisches
Ersatzmaterial

In der Abteilung fur Unfallchirurgie der Universitdt Regensburg kam eine nach einem
patentiertem Herstellungsverfahren hergestellte Gelatine-Hyaluronséure-Kompositmatrix als
Scaffold in Tierversuchen zum Einsatz. An New Zealand White Rabbits wurden
Komplettresektionen des Pars Intermedia der medialen Menisken durchgefiihrt. Die Defekte
wurden entweder unbehandelt gelassen oder mit einer Implantation der Gelatine-
Hyaluronsdure-Kompositmatrix behandelt, wobei bei letzterer Methode sowohl zellfreie
Matrices als auch solche Matrices zum Einsatz kamen, welche mit autologen dem
Knochenmark entnommenen Mesenchymalen Stammzellen in vitro besiedelt und in einem
chondrogenem Medium fur 14 Tage kultiviert wurden.

In histologischen Untersuchungen zeigte sich, dass sich anstelle der eingesetzten zellfreien
Matrices ein Regeneratgewebe bildete, das Uberwiegend fibroser Art war. Anstelle der
vorkultivierten Matrices préasentierte sich ein fibrokartilaginares meniskusahnliches Gewebe.

In der Immunhistochemie wurde Kollagen Typ Il nachgewiesen.’

Bei Betrachtung der histologischen Bilder fiel eine inhomogene Verteilung der Zellen auf.
Die Zellen adhérierten ungleichmélRig an den Randern der Poren, wobei sich die Mitte der
einzelnen Poren Uberwiegend zellfrei darstellte. Insgesamt zeigte sich eine unzureichende
Adhadsion der Zellen, so dass folglich unter der im weiteren Verlauf erfolgten

Arbeitsbelastung ein teilweiser Verlust der Zellen verzeichnet werden musste.
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Abb. 1:

Histologische Betrachtung der Gelatine-Hyaluronsaure-Kompositmatrix mit mesenchymalen Stammzellen

Als weiteres Problem stellte sich wie auch bei anderen Scaffolds die Tatsache dar, dass die
biomechanische Stabilitét der Gelatine-Hyaluronsaure-Kompositmatrix nicht
zufriedenstellend war. Eine zusétzliche Stabilisierung kdnnte erreicht werden, indem die
Zellen zusammen mit einem weiteren Medium in die Scaffolds eingesiedelt werden, welches
dann durch weitere Mallnahmen an eigener Stabilitdt gewinnt, so dass bei dem dadurch
entstandenem Gesamtkonstrukt, also beim Matrixgerust zusammen mit den Zellen und dem
bestimmten Medium, eine Optimierung der Stabilitdt ermoglicht wird. Das zuséatzliche
Medium muss auBerdem biokompatibel sein und idealerweise eine chondrokonduktive
Eigenschaft besitzen.

Hierbei richtet sich das Interesse insbesondere auf das Kollagen, das ohnehin seit Jahren im
Tissue Engineering eingesetzt wird. Insbesondere die oben beschriebene Kombination aus
hydrolysiertem Kollagen, also Gelatine, mit Hyaluronsdaure wurde vielfach fur
Untersuchungen eingesetzt, wobei die daraus entstehende Matrix unter anderem auf den
Einfluss auf die osteochondrale Differenzierung mesenchymaler Stammzellen geprift wurde.

Es stellte sich heraus, dass Kollagen einen Einfluss auf die Wachstumseigenschaften der
5
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Zellen hat und auch verschiedene weitere Aspekte der Zelleigenschaften beeinflusst, wie zum
Beispiel die Zelladhasion, Proliferation und Differenzierung® 17 #2220 323536.3738

Somit erscheint eine kollagenhaltige Matrix im Rahmen des Tissue Engineering sehr niitzlich
fur zellbasierte Versuche mit mesenchymalen Stammzellen, insbesondere auch hinsichtlich
der chondrogenen Differenzierung® . Hydrolysiertes Kollagen kénnen wir in fliissiger Form
zusammen mit den Zellen in die Poren der Matrix einbringen. Wir sind dabei bereits im
Vorfeld hinsichtlich der Biokompatibilitdt und Chondrokonduktivitdt dieses Mediums
optimistisch und erhoffen uns zusétzlich eine weitere Stabilisierung der Matrix. Um dies zu
gewahrleisten, soll eine biologische Quervernetzung der Gelatine erfolgen. Auf jeden Fall
muss eine Auflésung der zunéchst flissigen Gelatine verhindert werden. Flr diesen Einsatz

kommt das Enzym Transglutaminase ins Spiel.

1.3 Gelatine: Herstellung, Struktur und physikalische Eigenschaften

Grundsubstanz fiir die Herstellung von Gelatine ist Kollagen, welches aus der Haut, dem
Bindegewebe und den Knochen wvon Tieren durch chemische und physikalische
Vorbehandlung gewonnen wird. Grundbausteine des Kollagens sind 18 verschiedene
Aminosduren, die eine Polypeptidkette bilden und sich zu einer Tripel-Helix
zusammenlagern. Durch Zusammenlagerung vieler Tripelhelices entstehen Kollagenfibrillen,
die durch Quervernetzungen stabilisiert werden und ein dreidimensionales Netzwerk bilden.
In Abhédngigkeit von der Lange der tripelhelikalen Abschnitte, kurzen Unterbrechungen in der
Tripelhelix und dem zuséatzlichen Vorhandensein von globuldren Doménen werden
verschiedene Kollagentypen unterschieden. Das fir die Gelatineherstellung bedeutendste
Kollagen ist das Typ-I-Kollagen. Es kommt vor allem in Haut und Knochen vor. Kollagen-
Typ-1l tritt fast ausschlieflich in Knorpelgeweben auf. In der Proteinkette des Kollagens
findet sich die spezifische Aminosdureabfolge: Glycin — X — Y, wobei an der X-Position
haufig ein Prolin und an der Y-Position meist ein Hydroxyprolin auftritt. Ferner tritt an der Y -
Position Hydroxylysin auf. An Lysin- und Hydroxylysinresten wird das Kollagen
quervernetzt und so wasserunlslich gemacht. Die Hydroxylgruppen der Hydroxyproline
kénnen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den benachbarten Polypeptidketten

aushilden, so dass die Tripelhelix bei physiologischen Temperaturen stabil ist.® %
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Bei der Gelatineherstellung werden im Rahmen der Vorbehandlung Fett und anorganische
Bestandteile vom Ausgangsmaterial grob entfernt und das Material zerkleinert. Abhangig

vom Ausgangsmaterial wird eine von zwei Behandlungsmethoden gewéhlt:

= (A) Sdurebehandlung: Das Material mit weniger quervernetztem Kollagen (z. B. aus
Schweineschwarte) wird einen Tag lang mit Schwefel- oder Salzsdure behandelt und dann
neutralisiert. Nach intensiver Auswaschung der Salze wird das Kollagen extrahiert.

= (B) Basische Behandlung: Das Material mit stark quervernetztem Kollagen (z. B. aus
Rind) wird flr einen Zeitraum von einigen Wochen bis mehrere Monate unter Bildung

von Ammoniak mit Kalkmilch behandelt.

Das vorbehandelte Material ist nun in warmem Wasser loslich (Bouillon) und wird Uber bis
zu 5 Stufen mit steigender Temperatur extrahiert. Die Temperatur ist fur die Gelierungsstarke
(Bloomwert) bestimmend: Je niedriger sie ist, desto hoher ist die Gelierungsstarke. Die zuletzt
mit hochster Temperatur gewonnenen Extraktionsfraktionen ergeben die minderwertigsten
Gelierungsstarken. Zuletzt werden verbliebene Fett-, Faser- und Salzreste entfernt. Die
Gelatine wird auf einen Wassergehalt von 10-15% getrocknet. '

Gelatine besitzt die Fahigkeit zu einem temperaturabhangigen reversiblen Gel-Sol-Ubergang.
Dabei gibt der Erstarrungspunkt (EP) an, bei welcher Temperatur eine 10%ige waéssrige
Gelatinelosung geliert. Er wird Gber den exakter zu ermittelnden Schmelzpunkt errechnet. Bei
10%iger Gelatinegallerte liegt der Schmelzpunkt um genau 5°C hoher als der EP. Der
Schmelzpunkt fur 10%ige Gelatinegallerten liegt je nach Bloomwert zwischen 21°C und
34°Cc.®

Folglich prasentiert sich Gelatine bei physiologischen Temperaturen im Gegensatz zu
Kollagen als fliissiges Medium. Aufgrund dessen ist eine zusatzliche Malinahme erforderlich,
um Gelatine als Bestandteil einer extrazellularen Matrix nutzen zu kénnen. Durch Zugabe des
Enzyms Transglutaminase kdnnen auf biologische Weise kovalente Verbindungen zwischen
den Molekilen gebildet werden. Die entstandenen Quervernetzungen ermdglichen, dass
Gelatine wasserunloslich wird und temperaturunabhdngig eine feste gelartige Struktur

annimmt.


http://de.wikipedia.org/wiki/Ammoniak
http://de.wikipedia.org/wiki/Kalkmilch
http://de.wikipedia.org/wiki/Br%C3%BChe
http://de.wikipedia.org/wiki/Bloomwert
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1.4 Biologische  Quervernetzung von  Gelatine durch die
Transglutaminase

Transglutaminasen gehoren zur Enzymklasse der Transferasen und die Bezeichnung nach der
Enzymnomenklatur lautet Protein-Glutamine y-Glutamyltransferase (EC 2.3.2.13).

Es handelt sich um eine weit verbreitete Gruppe von Enzymen, die die Bildung einer
kovalenten Bindung zwischen einer freien Aminogruppe und der y-Carboxylgruppe eines an
ein Protein oder Peptid gebundenes Glutamin katalysieren. Als freie Aminogruppe dient zum
Beispiel die e-Aminogruppe der Aminoséure Lysin. Durch das Enzym quervernetzte Produkte
sind sehr resistent gegeniiber mechanischen und proteolytischen Einfliissen.™

~HN CO -~ ~HN CO~ Abb. 2:
AN /S AN / Durch die Transglutaminase
CH CH katalysierte Bildung einer
Isopeptidbindung zwischen
| l
den Seitenketten der
Lysin (CHa)s (CH,); Aminosauren Glutamin und
éH é H Lysin.”
2 2
| 1
NH, NH
Transglutaminase I
0=C-NH, —————p 0=C *NH,
| |
CH, CH,
. |
Glutamin CH, CH,
I |
CH CH
7\ 7\
~HN CO-~ ~HN CO -

Transglutaminasen kommen in allen Eukaryoten vor. Beim Menschen sind acht solcher
Enzyme bekannt. Neben der Verfestigung von Strukturproteinen spielt das Enzym auch in der
Blutgerinnung eine wichtige Rolle. Der sogenannte Faktor XIII ist verantwortlich fir die
Stabilisierung von Fibrin.®® Er unterscheidet sich von den anderen Transglutaminasen
dadurch, dass er durch eine thrombin-abhédngige Proteolyse in seine aktive Form, den Faktor
Xllla konvertiert wird. Gerinnungsstorungen kdénnen Folge eines Mangels oder einer
Dysfunktion des Faktor XIIl sein. Die Transglutaminase kann an einer Reihe weiterer
Erkrankungen  beteiligt ~ sein,  darunter  neurodegenerative,  neoplastische  und
Autoimmunerkrankungen wie die Zoliakie.  Ebenso ist das Enzym mit bestimmten

Hauterkrankungen und Gewebsfibrosen assoziiert.*?
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Humane Transglutaminasen (Ca'*-abhangig) | Vorkommen/Funktion

Faktor XIlI Blutgerinnung, Wundheilung

Transglutaminase 1 (Transglutaminase K) Bildung einer Zellhille im Rahmen der
Differenzierung der Keratinozyten

Transglutaminase 2 (Tissue Transglutaminase) Ubiquitér; Zelldifferenzierung,

Matrixstabilisierung; Zoliakie als
Autoimmunerkrankung

Transglutaminase 3 (Transglutaminase E) Bildung einer Zellhille der terminal
differenzierten Keratinozyten
Transglutaminase 4 (Prostata-Transglutaminase) Koagulation der Samenflissigkeit
Transglutaminase 5 (Transglutaminase X) Epidermale Differenzierung
Transglutaminase 6 (Transglutaminase Y) Assoziation mit der Neurogenese
Transglutaminase 7 (Transglutaminase Z) Vorkommen in Hoden und Lunge

Tab. 1: Humane Transglutaminasen

Den Transglutaminasen eukaryoter Herkunft ist gemeinsam, dass sie ihre Aktivitat nur in
Anwesenheit von Calcium entfalten kénnen. Daneben sind Transglutaminasen bakterieller
Herkunft bekannt, die in ihrer Funktion calciumunabhéngig sind. Deren strukturelle
Gemeinsamkeit mit anderen Transglutaminasen beschrénkt sich auf die katalytische Triade im
aktiven Zentrum, die aus den Aminosauren Cystein, Histidin und Aspartat besteht. Neben
einer intrazellularen Transglutaminase von Bacillus subtilis, die an der Bildung der &uf3eren
Sporenhiille beteiligt sein soll, wurden bisher nur bakterielle Transglutaminasen von
Streptoverticillien isoliert und charakterisiert, u.a. von Streptoverticillium mobaraense.*°

Um Stdmme zu konstruieren, die dieses Enzym Uberproduzieren, wurden DNA-
Rekombinationstechniken eingesetzt. Das Streptoverticillium mobaraense-Transglutaminase-
Gen wurde bereits zur Expression in Escherichia coli, Streptomyces lividans und
Saccharomyces cerevisiae kloniert.”

Aufgrund der Calciumunabhéngigkeit sowie der relativ einfachen Isolierung aus dem
Kulturmedium haben bakterielle Transglutaminasen eine grof3e biotechnologische Bedeutung.
Das Enzym findet Anwendung im Ernahrungsbereich bei der Bildung von Formfleisch oder
Konsistenzverbesserung von Joghurt oder Kase. Auflerdem kommt das Enzym in der
Bioanalytik, in der Immundiagnostik und in der Medizin zum Einsatz, wie bei der Herstellung
von Hapten-Protein-Konjugaten oder Polyethylenglykol-Pharmaka-Konjugaten.“°

Bei Anwendung der Transglutaminase im Bereich des Tissue Engineering erhoffen wir uns
aullerdem eine gute Biovertraglichkeit. Alternative Methoden zur Quervernetzung von
Kollagenen bestehen in chemischen Substanzen, wie zum Beispiel Glutaraldehyd, die jedoch

bekannterweise eine toxische Wirkung auf die Zellen besitzen.?
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1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Zusammenfassend kann man sagen, dass zur Erzeugung eines meniskuséhnlichen
Regeneratgewebes in vivo die Prinzipien des Tissue Engineering eine entscheidende Rolle
spielen. Bereits in der unfallchirurgischen Abteilung der Universitatsklinik erbrachte die
Defektversorgung durch eine Gelatine-Hyaluronsiure-Matrix, die mit Mesenchymalen
Stammzellen und Differenzierungsfaktoren beimpft wurde, positive Ergebnisse in
Anwendung bei Tierversuchen. Das implantierte Scaffold wurde im Laufe der Zeit resorbiert,
wahrend sich gleichzeitig ein knorpelartiges Gewebe an gleicher Stelle ausbildete. AuRRerdem
zeigte sich ein gutes Einwachsverhalten mit dem benachbarten Meniskusgewebe. Somit
konnten auf diese Weise deutliche Fortschritte erzielt werden, die vor allem bei Lasionen im
avaskularen Bereich des Meniskus im Hinblick auf langfristig erfolgreiche klinische und
chondroprotektive Ergebnisse vielversprechend sind.

Die durchgefihrten Versuche zeigten jedoch auch, dass das eingesetzte Zell-Scaffold-System
in einigen Punkten verbessert werden sollte.

Insbesondere sollte die mechanische Stabilitat der Gelatine-Hyaluronsaure-Kompositmatrices
verbessert werden.

Zweitens sollte durch weitere MaRnahmen eine gleichméaRigere Verteilung der Zellen in den
Poren der Matrices erreicht werden.

Als dritter Punkt ist zu nennen, dass hinsichtlich der Retention der Zellen, also des
langfristigen Verbleibs der Zellen in den Scaffolds nach Beimpfung, ein weiterer
Optimierungsbedarf wiinschenswert ist.

Durch Einbringung einer zell- und transglutaminasehaltigen fliissigen Gelatinelésung in die
Poren der Matrix und biologische Quervernetzung sollte eine Verbesserung hinsichtlich der
oben genannten Punkte mdglich sein.

Hauptaufgabe meiner Arbeit war, zu prifen, in wie weit eine Verbesserung beziglich dieser
Ansatzpunkte mdglich ist. Als wichtigsten Punkt beschéaftigte ich mich mit der mechanischen
Stabilitat der Matrices. Diese galt es, durch Einbringung fllssiger Gelatine und unmittelbar
erfolgender Quervernetzung durch die Transglutaminase zu verbessern. Die mit diesen
MaRnahmen zusétzlich erhofften Optimierungsmdglichkeiten hinsichtlich einer verbesserten
Retention und gleichmaRigeren Verteilung der Zellen sollten mit histologischen Bildern
verdeutlicht werden.

Im Vorfeld entwickelten wir Messmethoden, um die enzymatische Aktivitat der verwendeten

Transglutaminase bestimmen zu konnen. Da verschiedene Transglutaminase-Klassen
10
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untersucht werden sollten, mussten wir diese durch enzymatische Messmethoden miteinander
vergleichen, bevor wir diese in untereinander vergleichbaren Dosen in Verbindung mit der
Gelatine einsetzten. AuRerdem konnten &ul3ere Einflussfaktoren, wie zum Beispiel Kalte, auf
die Auswirkung auf die enzymatische Aktivitat der Transglutaminase unabhangig von der
Gelatine untersucht werden.

Um die mechanische Stabilitat einer Matrix bestimmen zu konnen, wurden physikalische
Parameter herangezogen, um die mechanischen Eigenschaften eines Produktes beschreiben zu
kdnnen. Fir diesen Zweck wurden eigene Messverfahren entwickelt. Als Proben wurde
zunéchst transglutaminase-freie Gelatine verwendet. Nach Optimierung der Messverfahren
erfolgte dessen Anwendung auf quervernetzte Gelatine und schlief3lich auf die Matrices.

Fir die Reaktion der Quervernetzung der Gelatine durch die Transglutaminase wurden
verschiedene Inkubationsbedingungen getestet und jeweils auf die Auswirkungen auf die
mechanische  Stabilitdt  Oberpriift. Dabei erfolgten Variationen hinsichtlich der
Inkubationsdauer, den Konzentrationen an Gelatine und Transglutaminase sowie der
Temperatur. AuBerdem wurden verschiedene Transglutaminase-Klassen getestet.

Parallel dazu musste die Zellvitalitdt ebenfalls in Abhangigkeit von den jeweiligen
Inkubationsbedingungen gepruft werden.

Somit geht es letztlich auch darum, sich fir méglichst optimale Inkubationsbedingungen zu
entscheiden, wobei es eine Vielzahl an zu prifenden Variationsmdglichkeiten gibt und

zugleich verschiedene Zielsetzungen beachtet werden missen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine Sigma Aldrich, Steinheim

Biotin Pentylamin Fisher Scientific, Schwerte

Blue Slick SERVA Elektrophoresis GmbH, Heidelberg
Calciumchlorid (CaCl2) Roth, Karlsruhe

Casein from bovine milk Sigma Aldrich, Steinheim

Dithiothreitol (DTT) Sigma Aldrich, Steinheim

DMSO Sigma Aldrich, Steinheim

Ethanol Sigma Aldrich, Steinheim
Fluorescamin-L&sung Sigma Aldrich, Steinheim

Gelatine from porcine skin, Type A, 90-110 Sigma Aldrich, Steinheim

Bloom, cell-culture tested

Glycerin Roth, Karlsruhe
HE-Farbung n. Mayer Waldeck/Chroma Miinster
Kaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt
Maltodextrin Ajinomoto, Hamburg
Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Steinheim
Mono-Dansylcadaverin Sigma Aldrich, Steinheim
NaOH Merck, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck, Darmstadt
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Darmstadt
Natrium-Thiosulfat Merck, Darmstadt
Nystatin-Dihydrat Roth, Karlsruhe

Paraffin Roth, Karlsruhe
Paraformaldehyd Sigma Aldrich, Steinheim
PMSF Sigma Aldrich, Steinheim
Resazurin Sigma Aldrich, Steinheim
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Salzsdure 37%, rauchend
Schwefelsdure (H,SO,)

Silbernitrat

Streptavidin—Peroxidase from Streptomyces

avidinii

Streptomycin

Triton X-100

Trypan blue solution (0,4 %)
Trypsin/EDTA

TWEEN

Xylol

2.1.2 Puffer und Losungen

m-PBS-Puffer 1M:

Material und Methoden

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
PAN Biotech, Aidenbach
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

47,29 Kaliumhydrogenphosphat K,HPO4 x 3H,0)

6,6 g Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat

36 g NaCl
Mit Aqua dest. Auf 500 ml auffullen
pH 7,0 bis 7,4

Trispuffer 0,2 M:

1000 ml Aqua dest.

24,225 g Tris

Mit HCI (37%) auf pH 7 einstellen

Tris-Waschpuffer:

2220 ml Aqua dest.

780 ml 0,2 M Trispuffer
24,96 g NaCl
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TWEEN-Waschpuffer:
0,05% TWEEN in PBS

2.1.3 Medien und Seren

DMEM (fliissig)

DMEM (Pulver, ohne L-Glutamine, L-Lysine, NaHCOs)

Fetales bovines Serum

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser

Kulturschalen 96, 48, 24 well
Neubauer Z&hlkammer
Objekttrager
Pipetten Costar (5/10/15/50 ml)
Pipettensets (10/100/1000 pl)

Polypropylenfolien aus Prospekthillen

Starfrost adhésiv

Rasierklingen Personna

ReaktionsgefaRe 1,5 ml
Reaktionsgefale 2 ml

Spritzen (5/10/20 ml)

Sterilfilter (0,45 pl, 0,2 pul)
Teflonformen (Innenmafe 6 x 10 mm)
Zellkulturflaschen

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

Material und Methoden

Gibco/invitrogen, Auckland, NZ

PAN Biotech, Aidenbach
PAN Biotech, Aidenbach

Roth, Karlsruhe

BD Falcon, Heidelberg
Blaubrand, Wertheim

Knittel, Braunschweig

Corning, Corning USA
Eppendorf, Hamburg

Milan, InterEs GmbH & Co. KG, Nirnberg
American Safety Razor Company,
Verona, USA

Sarstedt, Numbrecht

Eppendorf, Hamburg

BD Falcon, Heidelberg

Sarstedt, Numbrecht

Feinmechaniker-Werkstatt Universitat Regensburg

Sarstedt, Numbrecht
BD Falcon, Heidelberg
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2.1.5 Kits

Material und Methoden

Live/Dead® Viability/Cytotoxicity Kit von Invitrogen Eugene, Oregon USA:

Ein Zwei-Farben-Fluoreszenz-Test mit Ethidium-Homodimer und Calcein-

Acetoxymethylester (Calcein-AM).

Das Ethidium-Homodimer (Stammlésung: 2 mM in DMSO/H20 1:4) in einer PBS-L6sung

auf 8 uM verdinnen. Dann Calcein-AM (Stammlésung: 4 mM in DMSO) ergénzen, so dass

dieses auf eine Konzentration von 4 pM verdiinnt wurde.

2.1.6 Gerate

Brutschrank Heracell 240
Digitalkamera EX-Z4
ELISA-Reader Genios
Féarbekammer Coverplates
Glaskuvetten

Heizplatte Monotherm

Infusiomat

Kryostat HM 500 OM

Mikroskop Dialux 20 EB
Para-Formaldehyd

PH Meter pH 315

Pipettierhilfe Falcon Express
Sicherheitswerkbank Herasafe HS18
Vakuumpumpe
Vortex Genie 2
Waagen Analyewaage Kern 770
Analysewaage Kern EW
4200-2NM
Analysewaage Kern
PBS/PBJ 6200-2M

Heraeus, Hanau

Casio, JP

Tecan, AT

Thermo Shandon, Frankfurt a.M.
Roth, Karlsruhe

H+P Labortechnik, OberschleiBheim
Firma Braun-Melsungen; Typ 871030
Microm, Berlin

Leitz, Wetzlar

Riedel-de Haén, Seelze

WTW, Weilheim

BD Falcon, Heidelberg

Heraeus Hanau

Vacuubrand, Wertheim

Scientific Industries, Bohemia, USA

Kern, Balingen-Frommern
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Wasserbad

Zentrifuge Biofuge fresco
Zentrifuge Combi-Spin FVL 2400
Zentrifuge Multifuge 3S-R

2.1.7 Biomaterialen

Hyaluronséure-Gelatine-Kompositmatrix:

Material und Methoden

GFL, Burgwedel
Heraeus, Hanau
Kisker, Steinfurt
Heraeus, Hanau

Herstellung nach eigenem patentiertem Verfahren (Européisches Patent Nr.: EP1135177B1),

Mischungsverhéltnis 7:3, PorengroRe 350 — 450 pm *

2.1.8 Gelatine

Gelatine from porcine skin, Type A, 90-110 Bloom, cell-culture tested (Sigma Aldrich,

Steinheim)

2.1.9 Transglutaminasen

Transglutaminase ACTIVA WM  (Ajinomoto, Hamburg)

Meerschweinchentransglutaminase (Guinea Pig Liver) (Sigma Aldrich, Steinheim; T 5398)

Bakterielle rekombinante Transglutaminase (Zedira; T001)

Humane Gewebstransglutaminase (Zedira; T022)
Faktor XIII (Fibrogammin®) (CSL Behring, Marburg)
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2.1.10 Sterilisation durch Gamma-Strahlen

Fur einen Versuchsteil (Kap. 3.2.5) wurde die Gelatine der Firma Beta-Gamma-Service in
Saal a.d. Donau zur Sterilisation mit Gamma-Strahlen Gberlassen. Die Strahlendosis lag bei

25 kGy. Bei den Ubrigen Versuchen erfolgte die Sterilisation durch Sterilfiltration.

2.2 Methoden

2.2.1 Prifung der mechanischen Stabilitat

Unsere Messeinrichtung zur Prifung der mechanischen Stabilitat von quervernetzter Gelatine
bestand aus einem Infusiomat (Firma Braun-Melsungen; Typ 871030) und einer Waage (Kern
PBS 6200-2M). Der Infusiomat bewegte einen Stempel mit einer einstellbaren
Geschwindigkeit auf die zu untersuchende Probe zu oder von dieser weg, wodurch einerseits
eine Kompression, andererseits eine Zugbelastung erfolgen konnte. Neben quervernetzter
Gelatine ohne sonstige Bestandteile wurden hierbei auch dreidimensionale Komposit-
Matrices untersucht, deren Poren mit Gelatine und Transglutaminase gefullt wurden. Der
Stempel konnte nach Form und GroRe variiert werden. Quervernetzte Gelatine wurde zum
Teil in 96-Well-Platten, zum Teil als freistehende Proben komprimiert. Die Proben befanden
sich auf der Waage. Die im Verlauf der Kompression bzw. Zugbelastung einwirkende Kraft
wurde von der Waage gemessen. Pro Sekunde wurden 8,3 Datensadtze auf einen Rechner
Ubertragen und fur die weitere Auswertung herangezogen.

Streng genommen wiirde man bei senkrecht auf die Oberflachen eines Kdrpers einwirkenden
Kriften von einer ,,Stauchung® sprechen, wihrend sich eine Kompression auf eine allseitige
Krafteinwirkung, zum Beispiel bei hydrostatischem Druck in einer Flussigkeit, bezieht.

Der Einfachheit wegen verwendeten wir jedoch sowohl bei den Versuchen mit den frei
stehenden Proben als auch denen mit den 96-Well-Platten, bei denen auch Krafteinfliisse

durch die die Proben umgebenden Winde eine Rolle spielen, den Begriff ,,Kompression®.
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2.2.1.1 Kompression der Proben in 96-well-plates

Fur die Kompression von Gelatineproben in 96-well-plates entschieden wir uns fur die
Verwendung des Stempels mit der Bezeichnung ,4 mm-platt-gestielt“ bei einer
Kompressionsgeschwindigkeit von 2 mm/min. Im Kapitel 3.1.1 wird die Anwendung der
genannten Messmethoden begriindet.

Die regulare Kompression erfolgte bis zu einer Tiefe von 8 mm. Folglich dauert ein
Messvorgang vier Minuten. Ein Messwert stellt die auf das Gel ausgelibte Kraft zum
aktuellen Zeitpunkt dar, wobei die Einheit ,,Gramm® verwendet wird. ,,Gramm® ist eine
physikalische MaBleinheit fiir die Masse. Die Mafeinheit fiir die Kraft ist ,Newton®. Der
Umrechnungsfaktor betrégt bei einer mittleren Erdbeschleunigung auf Meereshdhe 0,00981. 1
Gramm entspricht somit 0,00981 Newton. Auf eine Umrechnung wurde bei unseren
Methoden verzichtet und die Masseeinheit ,,Gramm‘ belassen. Da die Masse mit der Einheit
,»Gramm® (g) in einem proportionalen Verhédltnis zur Kraft mit der Einheit ,,Newton* (N)
steht und das Produkt aus Kraft und Weg den Wert der ,,Arbeit mit der Einheit ,,Joule*
wiedergibt, entspricht das Produkt aus Masse und Weg einem Wert, welcher in einem
proportionalen Verhiltnis zur Arbeit steht. Wir bezeichneten diesen Wert als ,,Work® und
verwandten die Einheit ,,g*mm®. Unsere hierfiir entsprechende Formel lautet somit: ,, Work*
= Masse x Weg.

Anhand eines Kompressionsvorganges wird ein Masse-Weg-Diagramm aufgezeichnet. Die

errechnete Flache unterhalb der Diagrammlinie entspricht dem Wert von ,,Work*®.

Abb. 3:
120 Bestimmung von
100 -Work®“ anhand der
— Flache im Masse-Weg-
2 g0 Diagramm.
= /
e 60 Gel 3%, TG 1%; Inkubation
@© ) / fur 4h bei 4°C, Messung bei
o 40 = 37°C.
20 - . « 1
Der Wert fiir ,,Work® liegt
0 S bei diesem Beispiel bei
276 g*mm
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Millimeter (mm)
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2.2.1.2 Herstellung und Kompression von freistehenden Proben

Fir die Erstellung freier zylinderformiger Gelatinekdrper wurden Teflonformen verwendet,
die eine Grundflache von 10 mm und eine H6he von 6 mm enthalten. Die Formen wurden mit
der Gelatine-Transglutaminase-L6sung randvoll gefullt und flr eine bestimmte Zeit in den
Kihlschrank gegeben. Als Grund- und Deckplatte diente eine hydrophobe Folie. Nach Ende
der Inkubationszeit im Kihlschrank wurden die gelierten Proben durch vorsichtiges
Umfahren mit einer Nadel aus der Teflonform befreit und einzeln in die Wells einer 24er-
Wellplatte verteilt. Unter Zugabe von Transglutaminase-Medium in die Wells wurden die
Proben freischwimmend bei 37°C uber Nacht weiterinkubiert.
Nach Inkubationsende wurden die Proben mit einer Schieblehre vermessen und somit die
aktuelle Hohe sowie der Durchmesser jeder einzelnen Probe unmittelbar vor dem
Messvorgang bestimmt.
Zur Messung wurden die Proben einzeln auf die Waage gesetzt und mit einem flachen
Stempel mit der Geschwindigkeit 2 mm/min komprimiert. Im Verlauf der Kompression ist
zunéchst ein stetiger Anstieg der angezeigten Masse, entsprechend der wirkenden Kraft, zu
erkennen. Fir die Bestimmung des sogenannten E-Modul wurde fur alle Messungen ein
Bereich ausgewahlt, der bei einer relativen Kompression zwischen 2,0% und 6,0% liegt.
Dieser Bereich beginnt also, nachdem die Probe auf 98% der Ausgangslange durch
Kompression verkirzt wurde und endet, wenn die Probe eine Lange entsprechend 94% der
Ausgangslange erreicht hat. In diesem Bereich sahen wir fur die Proben einen geradlinigen
Kurvenverlauf im Spannungs-Dehnungs-Diagramm und damit eine Proportionalitét zwischen
der Spannung und der Langenanderung der Probe. Dieser Bereich wird auch als Hooke-
Bereich bezeichnet. Die relative Anderung der Probenlange bezeichnen wir auch als Strain.
Der E-Modul entspricht dem Quotienten aus der Spannung und der relativen
Langenanderung, also dem Strain.
Die Spannung, auch als Stress bezeichnet, entspricht der Kraft, die pro Flacheneinheit
wirksam ist, enthdlt also die Einheit Newton pro Quadratmeter, oder Pascal. Fir die
Berechnung der Spannung wurden die von der Waage in der Einheit Gramm angezeigten
Werte fir die Masse in die Einheit der Kraft, also Newton, umgerechnet. Da es bei der
Kompression von freistehenden Gelkdrpern zu einer Verformung und damit zu einer
VergroRerung der Querschnittsfliche kommt, musste mit Hilfe von Excel fur jeden einzelnen
Messpunkt eine Flachenkorrektur durchgefiihrt werden, um den korrekten Wert fir die
Spannung zu ermitteln.
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Der E-Modul kann auch als Steigung im Stress/Strain-Diagramm angesehen werden. Wie
gesagt legten wir uns fur die E-Modul-Bestimmung auf den Bereich zwischen 2,0 und 6,0%

des Strains fest.

Abb. 4:
20000 Kompression  einer  freien
Gelatineprobe
_ 15000 . Gelatineprobe
a, / Gel3%, TG1%, Inkubation fir 6
)]
o Stunden im Kdihlschrank in der
n

10000
/ (v\/\\ Teflonform (10 mm x 6 mm) und fur
5000

\ weitere 16 Stunden freischwimmend
im glutaminfreien Medium bei 37°C

0 T T T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Strain [%]

Neben dem E-Modul wurde auch die Bruchfestigkeit als Messparameter herangezogen, also
der Wert der Spannung, bei dem es zu einem Bruch der Probe und damit zu einer
Strukturzerstorung kommt. Im Diagramm entspricht dieser Wert dem ersten Peak der
Diagrammkurve.

Weiterhin wurde die Bruchdehnung als weiterer Parameter bestimmt. Hiermit ist der relative

Wert der Langenanderung (Strain) am Punkt des ersten Bruches der Probe gemeint.

Nicht nur von freistehenden quervernetzten Gelatineproben, sondern auch von Matrices
fuhrten wir  Kompressionsmessungen durch. Die Matrixporen wurden hierfur unter
Unterdruckbedingungen mit einer frisch angesetzten Losung aus Gelatine und
Transglutaminase befillt. Die Lésung wurde in einen Behélter, in dem sich bereits mehrere
Matrixproben befanden, gegeben und sofort fur mehrere Minuten in eine Unterdruckkammer
gesetzt. Ein schnelles Handeln war erforderlich, da bereits nach wenigen Minuten nach
Mischen von Gelatine und Transglutaminase die enzymatische Reaktion und folgliche
Quervernetzung der Gelatine eintritt. Fur Vergleichsproben wurden Ldsungen, die nur
Gelatine, nur Transglutaminase oder keines der beiden Komponenten, also reines
Zellmedium, enthielten, verwendet. Die Proben wurden mit der Geschwindigkeit 1 mm/s

komprimiert.
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Bei den Kompressionen der Matrices bestimmten wir auf gleiche Weise den E-Modul wie bei
den freistehenden quervernetzten Gelatineproben, sofern die Matrices mit Gelatine gefullt
waren. Hierbei wahlten wir, anders als bei den quervernetzten Gelatineproben, den Bereich 15
bis 20% des Strains zur Berechnung des E-Moduls aus. Die MaRe der Matrixzylinder waren
ca. 6,6 mm in der H6he und ca. 5,5 mm im Durchmesser, wobei vor jeder mechanischen
Messung auch hier eine exakte Vermessung der Matrixgrofle mittels einer Schieblehre
erfolgte.

Matrices ohne Gelatinefullung zeigten bei der Kompression eine vernachldssigbar geringe
Anderung der Querschnittsflache, weswegen hierfiir keine Flachenkorrektur zur Berechnung
der Spannung und letztlich des E-Moduls durchgeftihrt wurde.

Matrices ohne Gelatinefullung zeigten auRerdem die Besonderheit, dass bei Kompression kein
Bruch zu erkennen war. Somit war eine Kompression bis zum Erreichen der maximalen
Belastbarkeit der Waage moglich, wobei es nach Entfernung des Stempels zu einer nahezu
vollstdndigen Wiederherstellung der urspringlichen Form der Matrix kam. Somit ist bei

diesen Proben eine Bestimmung der Bruchfestigkeit und Bruchdehnung nicht méglich.

80000 Abb. 5:
20000 Kompression einer mit
60000 //'\\ quervernetzter Gelatine gefilllten
= 50000 Matrix
a / \ e L
2 40000 / \ \ Gel3% und TG2% wurden in einer
% 30000 / \ Unterdruckkammer in die  Matrix
20000 / \ eingebracht, anschlieBend fir 6h bei
10000 4°C und weitere 20h freischwimmend

‘ ‘ ' ‘ ' ‘ ‘ ‘ ‘ im glutaminfreien Medium bei 37°C
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Strain [%] inkubiert.

2.2.1.3 Zugbelastung der Proben

Im Rahmen der Messungen der mechanischen Stabilitdt wurden die Matrices auch
Zugbelastungen ausgesetzt. Hierflr wurden die Matrixzylinder, die einer GroRRe wie derer der
Kompressionsmessungen entsprachen, jeweils auf der Unter- und Oberseite mit einer

Metallscheibe mittels Wachs beklebt. Nach dem Erstarren des Wachses wurden die Matrices
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ebenfalls in einer Unterdruckkammer mit den entsprechenden Losungen aus Gelatine und
Transglutaminase behandelt. Eine Zugbelastung von quervernetzter Gelatine wurde nur in
Verbindung mit den Matrices durchgefiihrt, da ein Bekleben von quervernetzter Gelatine ohne
Matrixanteil nicht mit ausreichender Festigkeit mdglich war.

Die vorbereiteten und mit den Metallscheiben beklebten Matrixzylinder wurden mit der
oberen Metallscheibpe am Arm des Infusiomaten fixiert, wo sich bei den
Kompressionsmessungen der austauschbare Stempel befand. Die untere Metallscheibe wurde
an einem Gewicht fixiert, welches auf der Waage stand. Nach Tarieren der Waage wurde der
Messvorgang begonnen, indem sich der Arm des Infusiomaten mit einer Geschwindigkeit von
1 mm/s nach oben bewegte. Die Waage zeigte im Messverlauf zunehmend negative Werte an,
da sie eine Abnahme des darauf stehenden Gewichts durch die nach oben wirkende Kraft
detektierte. Diese Werte entsprachen, nach Weglassen des negativen Vorzeichens und
Umrechnung von der Einheit Gramm in Joule, den auf die Proben wirkenden Kraften.

Fir jeden einzelnen Messpunkt wurden die jeweilige Spannung und weiterhin der E-Modul
bestimmt. Eine Flachenkorrektur war in diesem Fall bei vernachlassigbar geringer Anderung
der Querschnittsflache nicht erforderlich.

Im Gegensatz zu den Kompressionsmessungen wurde bei den Zugmessungen kein bestimmter
Bereich des Strains zur Beurteilung des E-Modul verwendet, sondern es wurde der maximale
Wert fir den E-Modul herangezogen, der aus dem gesamten Bereich hervorging.

Aullerdem wurde die Zugbelastung zur Auswertung verwendet, also der Wert der Spannung,
der dem Peak im Spannung-Strain-Diagramm und bildlich gesprochen dem Wert der
Spannung bei Einsetzen des Reillens der Probe entspricht. Die Bruchdehnung, wie bei den
Kompressionsversuchen beschrieben, wurde hier nicht verwendet, da sich eine zu grofRe

Schwankungsbreite fir diese Werte ergeben hétte.

Abb. 6:
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2.2.2 Bestimmung der Transglutaminase-Aktivitat

Wir etablierten zwei Messmethoden zur Bestimmung der Transglutaminase-Aktivitat. Fur
beide Methoden diente Casein als Substrat und Donor der Glutamin-Gruppe. Als Donor der

Lysin-Gruppe wurde Dansylcadaverin bzw. Biotinpentylamin verwendet.

2.2.2.1 Kasein und Dansylcadaverin als Substrat

Fur folgende Methode zur Bestimmung der Transglutaminase-Aktivitdt wurden zum einen
0,4% Casein, gelost in H20, zum anderen 400 pM Mono-Dansylcadaverin (MDC) als
Substrate verwendet. MDC wurde in einem glycerin-freien DMEM-Medium mit 1mM
Mercaptoethanol, 15 mM CaCl2 und 15 mM NaHCO3 geldst. Der pH dieser Ldsung lag bei
6,6.

Zunachst wurden die zu testenden Transglutaminase-Losungen in doppelter Konzentration
bezuglich der gewiinschten Endkonzentrationen in die Wells einer auf Eis stehenden 96-Well-
Platte verteilt, und zwar 50 pl/Well. Von den beiden Substratlésungen wurden jeweils 25
pl/Well appliziert. Somit lagen Endkonzentrationen von 0,1% Casein und 100 uM MDC vor.

Unverziglich erfolgte die Einleitung der Messung. Uber einen Zeitraum von 20 Minuten
erfolgten jede Minute Fluoreszenzmessungen bei einer Wellenldange von 635 nm. Die
Excitation erfolgte mit einer Wellenlange von 450 nm. Aus den Einzelmessungen wurde die
Zunahme der Fluoreszenz pro Zeiteinheit errechnet. Hierbei wurde der Messzeitraum "5 bis
20 Minuten” fur die Endauswertung herangezogen.

Demzufolge handelt es sich um eine dynamische Messung. Wir bezeichnen sie auch als
Kinetik-Methode.
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Abb. 7:
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2.2.2.2 Kasein und BPNH2 als Substrat

Im Rahmen folgender alternativen Methode zur Bestimmung der Transglutaminase-Aktivitat
wurden zunédchst 96-Well-Platten mit Casein beschichtet. Hierfir wurde eine Losung mit 0,1
M Tris-Puffer und 10 mM Dithiothreitol (DTT) als Pufferlosung verwendet. Durch
Ergénzung von Salzsdaure wurde ein pH-Wert von 7,0 eingestellt. Die Pufferlésung wurde 1:1
mit einer 2%igen Caseinldsung, geldst in H20, vermischt und in die Wells appliziert. Nach
einer Stunde Aufbewahrung bei 37°C wurden die Platten zweimalig mit der Trispufferlésung
gespult und anschlieBend fir 30 Minuten getrocknet. Die Substratlosung mit
Biotinpentylamin wurde in der Konzentration 1mM im Trispuffer gelost. Davon wurden je 50
pl in die casein-beschichteten Wells appliziert. Von den zu testenden Transglutaminase-
Ldsungen wurden ebenfalls jeweils 50 pl in die Wells appliziert. Es folgte eine Inkubationzeit
von 90 Minuten auf Eis. Die Wells wurden dreimalig mit H20O gespult. Dann wurde 200
pul/Well Streptavidinperoxidase, gelost in 0,1% PBS-Tween, appliziert. Nach einer 30-
minudtigen Inkubationsdauer bei Raumtemperatur wurden die Platten dreimalig mit PBS-
Tween gespult. Als Néachstes wurden 200 pl/Well Tetramethylbenzidin als Farbsubstrat
verabreicht. Nach 10 Minuten wurden 50 pl/Well einer 2 M H2S04-Lésung als Stopp-
Ldsung erganzt. Es folgte eine Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 450 nm.

Im Gegensatz zur Methode aus dem vorigen Kapitel handelt es sich hierbei um keine

dynamische Messung. Wir bezeichnen diese Methode auch als Endpunkt-Methode.
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Abb. 8:
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2.2.3 Auflésung und Verarbeitung der Gelatine und der

Transglutaminase

Da Gelatine und Transglutaminase letztlich in einem Verhéltnis 1:1 vermischt werden,
erfolgte das Ansetzen der beiden Komponenten jeweils in der doppelten Konzentration
bezuglich der gewinschten Endkonzentration. Als Erstes wurde Gelatine-Pulver in der
jeweiligen Konzentration in ein DMEM-Medium gegeben. Als Behélter wurde ein  50ml-
Zentrifugen-Rohrchen verwendet. Dieses wurde nur bis maximal zur Halfte mit der Gelatine-
Losung beflllt. Das Réhrchen wurde dann fir 5 Minuten in eine Schiissel mit 60 °C warmen
Wasser getaucht. In dieser Zeit kommt es zum vollstdndigen Losen des Gelatine-Pulvers.
Inzwischen wurde die Transglutaminase in gleichem Medium in der jeweiligen Konzentration
bei Raumtemperatur geldst, ebenfalls in einem 50ml-Zentrifugen-Réhrchen. Die beiden
Komponenten wurden dann, wie gesagt im Verhaltnis 1:1, vermischt. Somit entstand eine
lauwarme Losung mit einer Temperatur von ca. 35 °C. Unverzuglich erfolgte die weitere
Verarbeitung (z.B. Pipettieren der Losungen in 96-Well-Platten oder Teflonformen fir
Stabilitdtsmessungen), da sofort die enzymatische Reaktion einsetzt und bereits nach wenigen
Minuten eine Verarbeitung unmdglich macht.

Bei Versuchen mit Zellen als weiteren Bestandteil wurden die Komponenten Zellen und
Transglutaminase initial jeweils in einer 4-fachen Konzentration bezuglich der gewiinschten
Endkonzentration geldst, dann 1:1 miteinander vermischt, bevor eine erneute 1:1 Mischung

dieser Transglutaminase-Zell-Lésung mit der Gelatine-Losung erfolgt.
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Da sich im Verlauf herausstellte, dass das glutamin-freie DMEM-Medium keine signifikante
Verbesserung hinsichtlich Gelstabilitat erbringt, wurde das glutaminhaltige DMEM-Medium

von Gibco als Losungsmittel aller Komponenten bevorzugt.

2.2.4 Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Unterscheidung lebender und toter Zellen wurden
diese mit Trypanblau versetzt. 20 ul einer Zellsuspension wurden mit 20 pl Trypanblau-
Losung gemischt und etwa 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend in einer
Neubauer-Z&hlkammer unter dem Lichtmikroskop gezahlt. Wahrend vitale Zellen in der
Lage sind, den Farbstoff auszuschlieBen und im mikroskopischen Bild hell erscheinen,
nehmen tote Zellen Trypanblau auf und stellen sich blau geférbt dar.

Grundsatzlich wurden mindestens zwei GroRquadrate ausgezahlt. Die Zelldichte berechnete
sich nach folgender Formel:

Zelldichte (Zellen/ml) = (Zellzahl/Zahl der GroRquadrate) x 2 x 10% x ml™.

2.2.5 Bestimmung der metabolischen Aktivitdt von Mesenchymalen
Stammzellen mit Resazurin in der Monolayer- und in der 3-D-
Zell-Kultur

Mit dem Resazurinreduktionstest ermittelten wir die Zellvitalitdt. Im Rahmen der dabei
stattfindenden Reaktion wird Resazurin in fluoreszierendes Resorufin umgewandelt. Diese
Reaktion erfolgt in den Mitochondrien und im Zytoplasma lebender Zellen unter NADH-
Verbrauch.

Die Stammlosung bestand aus 0,07 mM Resazurin in einer PBS-L6sung.

Eine 24-Well-Platte wurde pro Well mit 450 ul zellhaltigem DMEM-Medium befullt. Nach
Zellzéhlung wurden dabei 10 000 Zellen pro Well eingeplant. Danach wurden die Proben
sofort den jeweiligen Untersuchungsbedingungen ausgesetzt und zum Beispiel zunéchst in
den Kihlschrank gegeben. Vor Messung der metabolischen Aktivitdt wurden alle Platten flr
mindestens 24 Stunden im Brutschrank gehalten. Eine gute Adhasion aller vitalen Zellen auf

dem Boden der Platte konnte somit erwartet werden und ein vorsichtiger Mediumwechsel
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ohne Riskieren eines Zellverlusts erfolgen. In die Wells wurden dabei jeweils 450 pl DMEM-
Medium und fur die Bestimmung der metabolischen Aktivitat jeweils 50 pl Resazurin-
Stammlésung gegeben.

Alternativ. wurden die Zellen zusammen mit einer Gelatine-Transglutaminase-Ldsung,
ebenfalls mit dem DMEM-Medium als Ldsungsmittel, in der 24-Well-Platte inkubiert. In
jedem Well waren hierbei initial 30 000 Zellen enthalten. Um eine Adhé&sion der Zellen auf
dem Boden der Platte zu vermeiden, wurde im Vorfeld eine zellfreie, aber ansonsten
identische Gelatine-Transglutaminase-Ldsung zu jeweils 250ul auf dem Boden der Wells
verteilt und zwecks Optimierung der Quervernetzung zundchst fir eine Stunde in den
Kihlschrank gegeben. Anschliefend wurde die zugehorige zellhaltige Losung, mit Ausnahme
einer Gruppe mit zellfreier Losung fir die spétere Blank-Bestimmung, zu jeweils 200 pl auf
die vorbeschichteten Wells verteilt. Daraufhin erfolgte die Weiterinkubation mit den
jeweiligen Inkubationsbedingungen. Nach spétestens 6-stindiger weiterer Inkubationsdauer,
als bei allen Gruppen eine suffiziente Quervernetzung der Gelatine zu erwarten war, wurden
jeweils 450 pl DMEM-Medium in die Wells ergénzt, um die Gelatine vor Austrocknung zu
schiitzen. Im weiteren Verlauf erfolgten, je nach Dauer der Inkubation, wiederholte
Mediumwechsel.

Zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt erfolgte ein letzter Mediumwechsel. Das in den
jeweiligen Wells enthalte Gesamtvolumen betrug 900 pl, bestehend aus jeweils 450 pl
quervernetzter Gelatine mit den Zellen und dem reinen DMEM-Medium. Dann wurden
jeweils 100 ul der Resazurin-Stammldsung lichtgeschitzt ergénzt. Es folgte eine Inkubation
fur 3 Stunden bei 37°C. AnschlieBend wurden die Lésungen vorsichtig abgesaugt und zu
jeweils 150 ul in die Wells einer 96-Well-Platte pipettiert.

Zur Messung der Fluoreszenz des Resazurins, das ein Exzitationsmaximum bei 545 nm und
ein Emissionsmaximum bei 590 nm besitzt, wurde ein ELISA-Reader verwendet. Die
Zellvitalitat werteten wir in Relation zur gemessenen Fluoreszenz nach Abzug des
Blankwertes. Die Gain-Einstellung erfolgte zundchst automatisch, dann manuell und identisch

fur alle weiteren Messungen.
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2.2.6 Life-Dead-Kit

Als fluoreszenzmikroskopische Methode zur Bestimmung der Zell-Vitalitat verwendeten wir
den Life-Dead-Kit, ein Zwei-Farben-Fluoreszenz-Test zur simultanen Identifizierung
lebender und toter Zellen mittels der beiden Komponenten Ethidium-Homodimer und
Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM).

Das Ethidium-Homodimer (Stammldsung: 2 mM in DMSO/H20 1:4) wurde in einer PBS-
L6sung auf eine Konzentration von 8 uM verdinnt. Dann wurde Calcein-AM (Stammldsung:
4 mM in DMSO) ergénzt, so dass dieses auf eine Konzentration von 4 uM verdinnt wurde.
Die entstandene Lésung wurde zu je 350 ul in die Wells einer 24-Well-Platte gegeben, in der
sich bereits 350 pl quervernetzter Gelatine mit den zu untersuchenden Zellen befanden. Es
folgte eine Inkubation Gber 1 h bei 37°C. Nach Diffusion der Ldsung in die Gelatine und
letztlich in das Zellplasma entstand eine ungefahre Endkonzentration von 4uM fur Ethidium-
Homodimer und 2 uM fir Calcein-AM. AnschlieBend wurden die Lésungen abgesaugt und
die Wells mehrfach mit PBS gespult.

Im Zytoplasma der Zellen wird nach Abspaltung des Acetoxymethylesterrests von Calcein-
AM durch unspezifische ubiquitare Esteraseaktivitat Calcein gebildet wird, welches eine
Grunfluoreszenz zeigt (Aem= 530 nm).

Der zweite enthaltene rotfluoreszierende Farbstoff, Ethidium-Homodimer-1 (Aem= 645 nm),
gelangt nur durch die defekte Membran toter Zellen und interkaliert dort in die zellulére
DNA.

Somit weisen lebende Zellen eine Griinfluoreszenz und tote Zellen eine Rotfluoreszenz auf.
Die quantitative Bestimmung lebender und toter Zellen erfolgte durch Auszahlung von
jeweils vier zufallig ausgewéhlten Bildausschnitten des entsprechenden Glasplattchens im

Fluoreszenzmikroskop.

2.2.7 Histologie

Die lichtmikroskopische histologische Beurteilung verschiedener Zell- und Gewebestrukturen
erfolgte durch die Hamatoxylin-Eosin-Farbung nach Meyer (HE-Farbung).
Zunachst wurde die quervernetzte Gelatine mit den enthaltenen Zellen in ca. 5 mm groRe

Gewebestiicke geschnitten und tiber Nacht in einer Para-Formaldehydldsung fixiert. Die Para-
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Formaldehydldsung wurde daraufhin mit destilliertem Wasser ausgewaschen. Um dem
Gewebe Wasser vollstandig zu entziehen, wurden die Proben jeweils fur ca. 1 Stunde in eine
stufenweise aufsteigende Alkoholreihe und anschlieBend in reines Xylol eingesetzt.
SchlieBlich wurden die Proben mit warmem Paraffin in Formen gegossen, nach dessen
Aushértung 15 bis 20 um dicke Schichten mit Hilfe eines Mikrotoms geschnitten und auf
einen Objekttrager aufgetragen wurden.

Fir die Farbung wurden die Schnitte zundchst in eine Hadmatoxylin-Eosin-L6sung gelegt und
unter flieRendem Leitungswasser geblaut. Nach anschlieBendem Spilen mit destilliertem
Wasser wurden die Praparate in Eosin eingelegt und erneut mit destilliertem Wasser gespiilt
und mit Alkohol entwassert. SchlieRlich folgte ein luftfreies Eindecken der Schnitte unter
einem Deckglas.

Die Beurteilung der fertig gestellten Préparate erfolgte unter dem Lichtmikroskop.

In einem Versuchsteil erfolgte zusatzlich eine Anfarbung von Kalziumkristallen nach von
Kossa. Hierfur wurden die Schnitte mit 5%iger Silbernitratlosung bedeckt und fiir 60 min bei
Raumtemperatur und unter Einfluss von Tageslicht inkubiert. Danach erfolgten ein
zweimaliges Spiilen mit destilliertem Wasser und die Zugabe einer 5%igen Natriumthiosulfat-
Losung. Nach circa 2 Minuten erfolgte eine erneute Spilung mit destilliertem Wasser.
Kalziumablagerungen in der extrazellularen Matrix farbten sich durch die Reduktion des

Silbers braun bis schwarz.

2.2.8 Statistik

Im Rahmen einer statistischen Auswertung von Messergebnissen wurden Untersuchungen fiir
die einzelnen Gruppen jeweils funf bis zehnmal wiederholt und anschlieRend der jeweilige
Mittelwert und die Standardabweichung ermittelt. Die graphische Darstellung erfolgte durch
Balken- oder Liniendiagramme. Die Standardabweichung ist ein Mal3 fur die Streuung der
Werte um ihren Mittelwert, ermdglicht jedoch keine sichere Aussage uber die Signifikanz.
Um nachzuweisen, ob Unterschiede zwischen den verglichenen Messreihen als signifikant
gewertet werden kdnnen, wurde ein unabhangiger T-Test mit dem Signifikanzniveau 5%
verwendet. Dem entsprechend wurde dieser Test bei allen Messergebnissen durchgefihrt, die

im Text als ,,signifikant* kommentiert sind.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse aus der Methodenentwicklung

3.1.1 Auswahl des Stempels fur die Kompression von Gelatine in 96-

well-plates

Fir alle bevorstehenden Versuche, bei denen es um die Bestimmung der physikalischen
Stabilitdt der Gelatine unter verschiedensten Einflussfaktoren geht, kann vorhergesagt
werden, dass eine sehr groBe Vielzahl an Stabilitdtsmessungen erforderlich war, um daraus
reprasentative Schliisse ziehen zu konnen. Deshalb musste eine Messmethode gefunden
werden, die Stabilitatstests fur eine groBe Anzahl einzelner Proben bei gleichzeitig relativ
geringem Materialverbrauch ermoglicht. Zugleich wurde eine einfache und zeitsparende
Handhabung bevorzugt.

Hierfiir zeigte sich die Stempelimpressionsmethode von Sakamoto?® als geeignet. Sakamoto
fullte eine Well-Platte mit Losungen aus verschiedenen Proteinen, unter anderem Gelatine,
die mit Transglutaminase quervernetzt wurden. Ein Stempel wurde mit der Geschwindigkeit
12 mm/min in die Probe gedriickt. Dabei wurde die Bruchkraft gemessen, also die Kraft, die
erforderlich war, um eine Strukturzerstorung der jeweiligen Probe herbeizufiihren. In
Anlehnung daran erprobten wir eine vergleichbare Messmethode. Dabei pruften wir auch, mit
welchen weiteren Parametern aufler der Bruchkraft die Stabilitat des getesteten Materials
adaquat beurteilt werden kann. Im Vergleich zur Bruchkraft ergab aus unserer Sicht die
Bestimmung von ,,Work* aus dem Kraft-Weg-Diagramm eine bessere Reproduzierbarkeit der
gemessenen Proben, so dass dieser Parameter fir uns im weiteren Verlauf mageblich wurde.
Die Errechnung von ,,Work* wurde im Kapitel 2.2.1.1 ausfiihrlicher erldutert. AuBerdem
untersuchten wir, wie sich die Form des angewandten Stempels auf die Reproduzierbarkeit
der Messungen auswirkt. Fir unsere Stempelimpressionsmethoden wurden daher Stempel mit
verschieden GrofRen und Formen getestet. Es wurden fiir jede der zur Verfligung stehenden
Stempelformen Kompressionsmessungen mit Bestimmung von ,,Work* durchgefiihrt. Hierzu
wurden Gelatinelésungen mit den Konzentrationen 1,5%, 3% und 6% hergestellt und in eine
96-Well-Platte zu 350ul/well verteilt. Es folgte eine Inkubation bei 4°C im Kihlschrank fir

12 Stunden und eine anschlieRende Aufwarmphase fur 3 Stunden auf 22°C. In diesem
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Zustand erfolgte die Kompressionsmessung der physikalisch-festen Gelatine mit den

verschiedenen Stempeln.
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Abb. 9:
Bestimmung von ,,Work® mittels sieben verschiedener Stempelvariationen. Fir die Gelatine wurden jeweils die
Konzentrationen 1,5%; 3% und 6% verwendet. Im Vorfeld erfolgte die physikalische Gelierung bei

Raumtemperatur ohne Gelatine. Messung in 96-well-plates bis 8 mm Tiefe. Geschwindigkeit Imm/min.

Bei jedem der verwendeten Stempelformen zeigten sich bei der Bestimmung von ,,Work®
signifikante Unterschiede, was die Werte flir die jeweils verwendeten verschiedenen
Gelatinelosungen betrifft. Zur Bewertung der Streuung der Werte innerhalb der einzelnen
Gruppen wurde die Standardabweichung in Relation zum Mittelwert der gemessenen Werte
gesetzt. Dabei zeigte sich bei der Stempelform mit der Bezeichnung ,,4mm-platt-gestielt* die
geringste prozentuale Standardabweichung fur die gemessenen Stabilitétswerte, wenn man die
jeweils betrachtete Gelatinekonzentration mit den fir diese verwendeten anderen
Stempelformen vergleicht. Folglich wurde die Stempelform ,4mm platt-gestielt fiir alle

folgenden Kompressionsversuche mit 96-well-plates verwendet.
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Stempelform Gelatine 1,5% Gelatine 3% Gelatine 6%
3mm spitz 34,4% 38,7% 11,5%

4mm spitz 25,9% 25,8% 18,4%

3mm spitz-gestielt  41,7% 40,4% 38,7%

4mm spitz-gestielt 41,8% 18,4% 19,7%

3mm platt 13,0% 22,5% 12,9%

4mm platt 25,9% 24,9% 25,4%

4mm platt-gestielt 12,4% 13,1% 6,2%

Tab. 2: Bestimmung der prozentualen Standardabweichung bezogen auf den Mittelwert des jeweiligen Gruppe.
Hierzu erfolgte mittels Kompressionsmessungen von Gelatinelésungen der Konzentrationen 1,5%, 3% und 6%
in 96-well-plates die Bestimmung von ,,Work® und die jeweilige Standardabweichungen. Der Stempel mit der

Form ,, 4mm-platt-gestielt™ zeigte fiir alle Gelatinelosungen die glinstigste Standardabweichung.

Nach Festlegung auf die Stempelform ,4mm platt-gestielt fiir alle weiteren
Kompressionsmessungen in 96er-Well-Platten wurde tberlegt, zum Zweck der Zeitersparnis
die bisher verwendete Kompressionsgeschwindigkeit von 1 Millimeter pro Minute zu
verdoppeln. Somit erfolgte ein Test zum Vergleich der Kompressionsgeschwindigkeiten
Imm/min und 2mm/min unter Verwendung von 1,5%, 3% und 6% Gelatinelésungen bei

Raumtemperatur. Im Vorfeld erfolgte wie zuletzt eine physikalische Gelierung bei 4°C.

Abb. 10:
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Als der Stempel mit einer Geschwindigkeit von 2mm/min anstatt Imm/min in die Gelatine

gefahren wurde, ergab sich fir die beiden niedrigen Konzentrationen (1,5% und 3%) im
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Vergleich zu den Gruppen mit der Geschwindigkeit 1 mm/min kein signifikanter Unterschied
fiir die Bestimmung von ,,Work®. Bei einer Gelatinekonzentration von 6% stellte mit einem
Wert von 206 g*mm ein vergleichsweise niedrigerer Wert heraus. Bei einer Geschwindigkeit
von 1mm/min betrug der entsprechende Wert dagegen 251 g*mm. Fir alle gemessenen
Standardabweichungen wurden akzeptable Werte festgestellt.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Werte von ,,Work“ beim Vergleich der genannten
Geschwindigkeiten wurde fir alle weiteren Kompressionsmessungen die Geschwindigkeit 2
Millimeter pro Minute gewéhlt.

3.1.2 Etablierung der Aktivitatsmessung fir die Transglutaminase

Als Standardenzym wurde die Meerschweinchentransglutaminase von der Firma Sigma
verwendet. Laut Hersteller war in einem Aliquot 1 Unit enzymatische Aktivitat enthalten, die

nach der Hydroxamat-Methode definiert wurde.

160 Abb. 11:
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Anhand verschiedener ausgewahlter Konzentrationen der Meerschweinchentransglutaminase
wurde in  jedem Versuch zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der
Testtransglutaminasen eine Standardkurve erstellt. Bei der Kinetischen Methode wurde der
Wert der errechneten Aktivitdt der Meerschweinchentransglutaminase auf den Wert der
Steigungsachse der gemessenen Relativen Fluoreszenzeinheit (RFU) aufgetragen. Die
einzelnen Messpunkte wurden einer quadratischen Funktionsgleichung angeglichen. Im

obigen Beispiel wurde diese Gleichung ermittelt: y = 0,0012x? + 0,5267x.
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Bei der Endpunktmethode erfolgten kolorimetrische Transmissionsmessungen zu gewéhlten

Zeitpunkten nach Zugabe des Farbgebers Tetramethylbenzidin. In folgendem Beispiel waren

hierfur vier Zeitpunkte gewéhlt, namlich 6, 10, 20 und 30 Minuten. Fir jede Messung zum

jeweiligen Zeitpunkt wurde eine Funktionsgleichung fir die Standardkurve aufgestellt. Es

handelte sich ebenfalls um quadratische Gleichungen. Daraus wurden die Aktivitaten der

Testenzyme errechnet und gemittelt.

2,5

y=0,9555x + 0,2654x
y=3,2328x° +0,3959x

<
)
®
>
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%

+1,6492x + 0,0605
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Abb. 12:
Standardkurven

der Meerschweinchentrans-

glutaminase (Sigma).

¢ 6 min
= 10min Farbtransmissionsmessung  nach  der
20 min Endpunktmethode.
30 min Bestimmung des Fluoreszenzwertes zu den
Zeitpunkten 6 min, 10 min, 20 min und 30
min.

RFU

1,6

18

Im Vergleich zur Endpunktmethode konnten bei der Kinetik-Bestimmung stabilere

Testergebnisse erzielt werden, weswegen sich der Dansylcadaverin-Casein-Test als Methode

der Wabhl etablierte und dieser auch zur Priifung folgender Testenzyme verwendet wurde:

Herstellerangabe Eigene Messung
Activa® (Ajinomoto): 81 - 135 Unit pro 101  Unit  pro

Gramm Pulver* Gramm Pulver
Bakterielle Transglutaminase (Zedira): 25 Unit* 26,75 Unit

Humane Gewebstransglutaminase (Zedira): | > 375 Unit** ????? 2,19 Unit

Faktor X111l (Fibrogammin®):

250 [E*** 16,0 Unit

Tab. 3:

*Bestimmung der Transglutaminase-Aktivitdt mit dem Hydroxamattest nach Grossowicz et al.

**Bestimmung der Transglutaminase-Aktivitdt mit dem Dansylcadaverin-Casein-Test nach Lorand et al.

***1 E entspricht der Faktor-XII1-Aktivitat von 1 ml frischem Citratplasma

(Mischplasma) gesunder Spender
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Unsere gemessenen Einheiten wurden zwecks Vergleichbarkeit mit den Herstellerangaben auf
das Originaltrockenprodukt umgerechnet.

Fir unsere Aktivitdtsmessungen hat sich die Fluoreszenzkinetikmessung mittels des
Dansylcadaverin-Casein-Tests als Methode der Wahl etabliert.

Die Herstellerangaben der Transglutaminase von der Firma Ajinomoto sowie der bakteriellen
Transglutaminase von Zedira stimmten gut mit den Ergebnissen aus eigenen Messungen
uberein. Die Aktivitat dieser beiden Produkte wurde vom Hersteller jeweils nach der
Hydroxamat-Methode definiert.

Fir die Humane Gewebstransglutaminase von Zedira waren im Verhdltnis zu den
Herstellerangaben nur sehr schwache Aktivitdten nachweisbar. Diese Ergebnisse bestanden
fur dieses Enzym, obwohl der Hersteller ebenfalls einen Dansylcadaverin-Casein-Test als
Methode zur Aktivitdtsbestimmung anwendete.

Der Faktor XII1 zeigte in unseren Messungen eine ansprechende Aktivitat, auch wenn hierbei
wiederum eine andersartige und daher nicht zwangsléufig vergleichbare Methode zur
Aktivitatsbestimmung von Seiten des Herstellers herangezogen wurde.

Nachdem sich die angegebene hohe Aktivitdt fir die Transglutaminase von der Firma
Ajinomoto in unseren Messungen bestatigte, wurde dieses Enzym in den meisten Versuchen

dieser Arbeit bevorzugt verwendet.

3.1.3 Aktivitatsverlust der Transglutaminasen bei 4°C und 37°C

In folgendem Versuch wurde der temperaturabhéngige Aktivitatsverlust der Ajinomoto-
Transglutaminase mit der Bakteriellen Transglutaminase von Zedira verglichen. Die
Ajinomoto-Transglutaminase wurde auf 0,33% konzentriert, was, ausgehend von einer
Aktivitat von 100 Units pro Gramm Pulver, einem Wert von 0,33U/ml entspricht. Die Zedira-
Transglutaminase wurde auf eine spezifische Aktivitat von 0,25 U/ml verdinnt. Diese
Aktivitat bezog sich auf die Aktivitatsangabe des Herstellers, wobei sich anhand unserer
eigenen Aktivitatsmessungen ahnliche Werte ergeben wirden, was diese beiden Enzyme
betrifft. Diese Tatsache wurde im vorangegangenen Kapitel beschrieben. Als Lésungsmittel
wurde das glutaminfreie DMEM-Medium verwendet.

Im Vorfeld die Haltbarkeit der Transglutaminase zu prtifen, war deswegen interessant, weil
bereits dadurch eine Vorstellung von den notwendigen Inkubationszeiten in Verbindung mit
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der Gelatine gewonnen werden konnte. Vor allem bei Anwendung niedriger Temperaturen,
die erwartungsgemaf ungiinstige Bedingungen hinsichtlich der Zellvitalitat darstellen, war es
aus unserer Sicht sinnvoll, die Haltbarkeitsdauer der Transglutaminase und somit sinnvolle
Inkubationsdauer abschatzen zu kodnnen. Allerdings konnte dabei nicht beurteilt werden,
welchen Einfluss das Beisein von Gelatine auf die Haltbarkeit der Transglutaminase hat.

Die  Enzymlésungen wurden in einem Gefal mit flissigem Stickstoff tiefgefroren
konserviert. Nach einer Stunde wurde das erste Probepaar in den Brutschrank tberfiihrt. Die
ubrigen Proben wurden nach insgesamt 13, 19 bzw. 22 Stunden Aufenthaltsdauer im
flussigen Stickstoff in den Brutschrank uberfihrt. Das funfte Probepaar wurde nach 25
Stunden Aufenthalt im fliissigen Stickstoff nur kurz durch die Handwérme aufgetaut und zur
Aktivitdtsmessung direkt auf die Well-Platte verteilt. Die gesamte Aufbewahrungszeit aller
Proben betrug somit jeweils 25 Stunden. Die Aufenthaltsdauer im Brutschrank lag damit bei
0, 3, 6, 12 bzw. 24 Stunden.

300 —-TG Ajinomoto 0,33 U/ml Abb. 13:
250 Aktivitatsverlust der
TG b_akt. recombinant Transglutaminasen bei 37°C
2 200 (Zedira) 0,25 U/ml
N 150 -
3
g 100
S 50
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Zeit (h)

Die Ajinomoto Transglutaminase zeigte einen raschen Aktivitatsverlust. Nach drei Stunden
war die Aktivitat bereits auf 13% des Ausgangswertes gesunken. Im weiteren Verlauf sank

die Aktivitat jedoch nicht unter 8% des Ausgangswertes.
Die Zedira-Transglutaminase zeigte sich deutlich stabiler. Nach 12 Stunden

Brutschrankaufenthalt waren noch 48%, nach 24 Stunden noch 12% der Ausgangsaktivitét

enthalten.
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In einem weiteren Versuch wurde der Aktivitatsverlust beider Transglutaminasen im
Kihlschrank verfolgt. Adaquat zum vorbeschriebenen Versuch wurden die Proben zunéchst
in flussigem Stickstoff tiefgefroren und dann zu verschiedenen Zeitpunkten aufgetaut, jedoch
anschlieBend bei einer Temperatur von 4°C weiter aufbewahrt. Dabei wurde im Vergleich
zum vorbeschriebenen Versuch eine zusétzliche Messgruppe mit einer Aufenthaltsdauer von
48 h bei 4°C geplant.

Abb. 14:
500 Aktivitatsverlust der
==TG Aj. 0,33 U/ml Transglutaminasen bei 4°C
4501
400 \ -8-TG recomb 0 25U/ml
350
300 \
250 -

200 - \.\.
150
100 \

50 \

0 10 20 30 40 50 60
Zeit (h)

Fluoreszenz (FU)

Die Bestandigkeit der Aktivitat zeigte sich bei einer Temperatur von 4°C fiur die Zedira-
Transglutaminase deutlich héher im Vergleich zum vorhergegangenen Versuch, als die
Aufbewahrungstemperatur bei 37°C gewahlt wurde. Dabei waren nach 48 h sogar noch 55%
der Ausgangsaktivitat erhalten. Bei der Ajinomoto-Transglutaminase verblieben lediglich 2%
der Anfangsaktivitat nach gleichem Zeitraum und 6% nach 24h.

Letztlich musste stets ein vergleichsweise rascher Aktivitdtsverlust der Ajinomoto-
Transglutaminase verzeichnet werden, der in keiner bedeutsamen Abhéngigkeit von der
Umgebungstemperatur stand.

Als erheblichen Vorteil der Ajinomoto-Transglutaminase kann die vergleichsweise deutlich
bessere Preisgunstigkeit genannt werden, so dass eine Vielzahl von Versuchen im finanziellen
Rahmen mdglich war. Letztlich stand ein hervorragendes Preis-Aktivitats-Verhéltnis einer

kurzen Haltbarkeitsdauer nach Auflésen des Pulvers gegeniiber.
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Allerdings stellt sich die Frage, inwiefern eine langere Haltbarkeitsdauer Uberhaupt sinnvoll
wére. Denn entscheidend sind letztlich diejenigen Inkubationsbedingungen, die zu einer
ausreichenden Stabilisierung durch Quervernetzung der Gelatine notwendig sind.

Eine wesentliche Erkenntnis aus diesem Versuch war aulerdem, dass eine zigige
Handhabung beim Ansetzen der Ajinomoto-Transglutaminase erforderlich ist, um einen

unnotigen Aktivitatsverlust zu vermeiden.

3.2 Ergebnisse aus den Hauptversuchen

3.2.1 Mechanische Stabilitat der Gelatine

3.2.1.1 Einfluss von Inkubationsdauer und Temperatur auf die Festigkeit

der Gelatine

Es ist bekannt, dass nicht-quervernetzte Gelatine einen temperaturabhangigen Gel-Sol-
Ubergang zeigt. Bei 37°C prasentierte sich demzufolge unbehandelte Gelatine stets in
flussigem Aggregatzustand, unabhéngig von der Konzentration. Bei Kompressionsmessungen
in 96-well-plates konnten bei dieser Temperatur daher bei nicht-quervernetzter Gelatine nur
schwach-positive Werte erzielt werden, die vermutlich auf den Strémungswiderstand des
Stempels zurtickzufihren sind. Unter Zugabe von 1% Ajinomoto Transglutaminase zu 2%iger
Gelatine zeigte sich nach 12h Inkubation im Brutschrank eine feste Struktur des Gels, was
sich bei der unmittelbar anschlielenden Kompressionsmessung mit einem deutlichen Anstieg
von Work bestétigte (Abb. 15 A).
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Abb. 15 A: Abb. 15 B:
Inkubation 2%iger Gelatine fir 12 h im Inkubation 2%iger Gelatine fur 1 h im
37°C-Brutschrank, unmittelbar Kihlschrank (4°C) anschlie3end
anschlieRend Messung Aufwarmen im 37°C-Brutschrank fur

11 h und Messung.

Im Vergleich dazu wurde im gleichen Versuch eine Variation durchgefihrt, bei der die
Gruppen initial 1 h bei 4°C im Kihlschrank und danach weitere 11 h im Brutschrank gehalten
wurden. Die Gesamtinkubationsdauer von 12 h blieb konstant. Wie erwartet, stellte sich die
unbehandelte transglutaminase-freie Gelatine zum Messzeitpunkt wiederum in einem
flussigen Aggregatzustand dar, obwohl sie zundchst im Kihlschrank physikalisch geliert war.
Unter Zugabe von 1% Ajinomoto Transglutaminase wurde auch hier wiederum eine bei 4°C
feste Gelstruktur erzeugt, die nach der fortgesetzten Inkubation bei 37°C im Vergleich zu dem
Versuchsteil ohne Kiltebehandlung sogar einen wesentlich hoheren Anstieg von ,,Work* um
fast das Vierfache zeigte (Abb. 15 B).

Angesichts der langen Nachinkubation fallen die Unterschiede der jeweiligen
Gesamtinkubationszeiten wenig ins Gewicht.

Im weiteren Verlauf wurde die Stabilitat des Gels in Abhéngigkeit von der Inkubationsdauer
bei 4°C gepruft. Es wurden hierzu mehrere voneinander unabhéngige Versuche durchgefiihrt,
wobei Variationen beziiglich der Transglutaminasekonzentrationen stattfanden. Im folgenden
Versuch wurde 3%ige Gelatine mit 2%iger Transglutaminase fir unterschiedliche Zeiten
zwischen 0 und 6 Stunden bei 4°C gehalten. Nach der Kéaltebehandlung wurden die Gruppen
fur jeweils 22 Stunden im Brutschrank bei 37°C nachinkubiert. Unmittelbar danach erfolgte
die Kompressionsmessung in  96-well-plates zur Bestimmung von ,Work®“. Die
Nachinkubation diente einerseits der vollstandigen Aufwarmung aller Gruppen auf die gleiche

Temperatur, andererseits sollte wéhrend dieser Zeit das Enzym seine restliche Aktivitat
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vollstdndig ausniitzen. Eine Verlangerung der Nachinkubation hatte, wie in anderen
Versuchen gezeigt werden konnte, keine weitere Auswirkung auf die Stabilitat der Gelatine

gehabt.
Abb. 16:
Ajinomoto Transglutaminase 2% Inkubation 3%iger Gelatine mit
400 2%iger Ajinomoto
350 i Transglutaminase fur
300 - I unterschiedliche Zeiten (O bis 6
E 250 I Stunden) im  Kihlschrank.
E:
2 200 AnschlieRende  Nachinkubation
EREE fiir jeweils 22 Stunden bei 37°C.
=
100 -
50
0
Oh 1,5h 3h 4,5h 6h

In der Abbildung 16 wird deutlich, dass ,,Work* von der Inkubationsdauer bei 4°C abhingig
ist. Mit zunehmender Inkubationsdauer bei 4°C kommt es in allen Versuchen zu einem

deutlichen Anstieg von ,,Work*.

Die Abhangigkeit der enzymatischen Quervernetzung und damit der Stabilitdat der
behandelten Gelatine von der Inkubationsdauer bei niedrigen Temperaturen wurde auch mit
freistehenden zylinderférmigen Gelen geprift und eine Messung zur Bestimmung der E-
Moduli durchgefiihrt (Abbildung 17). Es wurde hierzu eine Inkubation von 3%iger Gelatine
mit 1%iger Ajinomoto Transglutaminase in Form von zylinderférmigen Proben mit einer
Hohe von 6 mm und einem Durchmesser von 10 mm durchgefuhrt. Der erste Teil der
Inkubation erfolgte bei einer Temperatur von 4° fir 0 bis 24 Stunden. Der zweite Tell
erfolgte, in flissigem Medium schwimmend, bei 37°C und mit einer Dauer von mindestens
24 Stunden. Da fiir die Formung und ausreichende Stabilisierung des Gels vor der Ubergabe
in das flussige Medium eine wenigstens kurzzeitige Inkubation in festen Formen essentiell ist,
erfolgte bei den Gruppen ohne Kaéltebehandlung vor Ubertragung in das fliissige Medium
zundchst eine Inkubation in Teflonformen bei 37°C fiir 3 bzw. fir 24 (mit ,*
gekennzeichnet) Stunden, wobei sich zwischen diesen beiden Gruppen keine nennenswerten
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Unterschiede bezlglich des E-Moduls zeigten, was ein Hinweis daflr ist, dass die
Transglutaminaseaktivitat bei einer Temperatur von 37°C bereits nach kurzer Zeit erschopft

ist.

Abb. 17:
120 _ _

I Inkubation von 3%iger
100 l Gelatine mit  1%iger

Ajinomoto
e_“i 80 Transglutaminase fur 0
g 60 i bis 24h bei 4°C in
g l 6x10mm groRen
w40 t Teflonformen sowie flr
jeweils mindestens 24h
20 A bei 37°C in Medium
i schwimmend. Bei den
0 beiden Gruppen ohne

Oh Oh* 3h 6h 12h 24h )

Kéltebehandlung wurde

die Gelatine zunéchst fir
3h bzw. fiir 24h (mit ,,*

113

markiert) in den

Teflonformen belassen.

Insgesamt zeigte sich, dass mit zunehmender Inkubationsdauer bei 4°C eine deutliche
Zunahme des E-Moduls erzielt werden konnte. Jede Verdopplung der Kaltedauer bewirkte
eine deutliche Zunahme des E-Moduls. Eine weitere Zunahme bei weiterer Verlangerung der

Inkubationsdauer bei 4°C ware zu erwarten.

3.2.1.2 Beeinflussung der Stabilitat der Gelatine in Abhangigkeit von der

Transglutaminase-Konzentration

Fur folgende Versuche wurde die Transglutaminase in verschiedenen Konzentrationen (0,5%,
1%, 2%, 4%) eingesetzt. Die Gelatine-Konzentration wurde mit 3% konstant gehalten. Die

Inkubation fand zundchst jeweils bei 4°C statt. Eine anschlieende Nachinkubation erfolgte
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bei 37°C, wobei diese von einer Dauer war, die mindestens dem Zeitraum der Inkubation bei
Kalte entsprach. Unmittelbar nach der Nachinkubation fand die Messung statt.

Wie der Abbildung 18 zu entnehmen ist, konnten mit zunehmenden Transglutaminase-
Konzentrationen hohere Werte fiir ,,Work™ gemessen werden, wobei hier die beiden

unterschiedlichen Phasen der Inkubation jeweils 2 Stunden betrugen.

Abb. 18:
3,5 Abhangigkeit von
3 »Work® von der
—-25 Transglutaminase-
E ) Konzentration.
*Q 3%ige Gelatine wurde
x 1,5 mit  der  jeweiligen
30 1 Transglutaminase-
05 Losung fur 2h bei 4°C
0 anschlielend fiir weitere
0.5% 1% 2% 4% 2h bei 37°C inkubiert
TG Konzentration und gemessen.

In weiteren Versuchen mit langeren Inkubationszeiten bei 4°C und entsprechend langerer
Inkubationsdauer bei 37°C war zwischen der Transglutaminasekonzentration und ,,Work*
keine Proportionalitdt mehr zu erkennen. Abbildung 19 zeigt ein Maximum fiir ,,Work* bei

einer Transglutaminasekonzentration von 1%.
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Abb. 19:
35 Abhéngigkeit von
3 ,,Work* von der
- Transglutaminase-
E 2,9 Konzentration.
% 2 3%ige Gelatine wurde
: 15 mit  der  jeweiligen
33 1 Transglutaminase-
Lésung fur 6h bei 4°C
0.5 anschlieRend fiir weitere
0 18h bei 37°C inkubiert
0,5% 1% 2% 4% und gemessen.
TG Konzentration

Betrachtet man die entsprechenden Kraft-Weg-Diagramme, so fallt auf, dass eine hdhere
Transglutaminasekonzentration einen steileren Anstieg im Anfangsbereich des Diagramms,

jedoch auch einen friiher auftretenden Bruch zur Folge hat.

Im weiteren Verlauf wurden in einer Reihe von Kompressionstests die
transglutaminaseabhéngigen Materialeigenschaften von Gelatine an freien zylinderférmigen
Gelen mit einem Durchmesser von 10 mm und einer Hohe von 6 mm geprift. Die
Inkubationszeit bei 4°C betrug wiederum 6h, die anschlieBende Nachinkubation bei 37°C
dauerte 20h. Wie in Abbildung 20 A zu erkennen ist, steigt der E-Modul mit zunehmender
Transglutaminasekonzentration stetig an. Auch die Maximale Bruchbelastung (Abbildung 20
B) nimmt mit steigender Transglutaminasekonzentration zu. Somit erhdlt man bei einer
Transglutaminasekonzentration von 4% einen signifikant hoheren Wert fir die
Bruchbelastung als bei einer Konzentration von 1%. Bei einer Transglutaminasekonzentration
von 0,5% konnte bei den meisten Proben kein eindeutiger Bruch ermittelt werden, so dass
diese Versuchsgruppe in den Abbildungen nicht auftaucht. Bei
Tranglutaminasekonzentrationen zwischen 1% und 4% lag die Maximale Bruchkompression
(=Bruchdehnung) in einem Bereich zwischen 60% und 80% (Abbildung 20 C), wobei mit
zunehmender ~ Transglutaminasekonzentration  eine  rucklaufige  Tendenz  der

Bruchkompression erkennbar war.
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Abb. 20 C: Inkubation jeweils fiir 6h bei 4°C und 20h bei 37°C.

3.2.1.3 Beeinflussung der Stabilitat der Gelatine in Abhangigkeit von der

Gelatine-Konzentration

In den bisherigen Versuchen zur Bestimmung der Materialeigenschaften quervernetzter

Gelatine wurde eine Gelatine-Konzentration von 3% konstant beibehalten. Im Folgenden

wurde bei einer konstanten Ajinomoto Transglutaminase-Konzentration von 1% und

konstanten Inkubationsbedingungen die Konzentration der Gelatine variiert (Abbildung 21).
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Fir die gewdhlten Konzentrationen 2%, 3%, 4%, 5% ergab die Bestimmung des E-Modul
jeweils einen deutlichen Unterschied im Vergleich zu den Gbrigen Gruppen. Ein besonders
deutlicher Unterschied fir den Wert des E-Modul zeigte sich zwischen den beiden Gruppen
mit den Konzentrationen 2% und 3%. Die Erh6hung der Konzentration von 2% auf 3%
bewirkte fast eine Verdreifachung des E-Modul. Zwischen den Gruppen mit hoheren
Gelatine-Konzentrationen zeigte sich ein vergleichsweise geringer Unterschied. So ergab sich

zwischen 4-prozentiger und 5-prozentiger Gelatine nur ein Unterschied von etwa 20%.

250 Abb. 21:
l Variation der Gelatine-
200 i Konzentration (2%, 3%, 4%, 5%).
— | . .
g Die Transglutaminase-
= T . Lo .
= 150 Konzentration lag jeweils bei 1%.
S Inkubationsdauer fiir 7h bei 4°C
100
E und 16h bei 37°C.
50 Kompression freier Zylinderproben

(6x10mm) und Bestimmung des E-

0 Modul.
Gelatine 2% 3% 4% 5%

Aullerdem wurde die maximale Bruchbelastung in  Abhéngigkeit von der
Gelatinekonzentration bestimmt. Auffallend hierbei war eine enorm hohe Bruchfestigkeit der
5%igen Gelatine im Vergleich zu den Ubrigen Gruppen mit niedrigeren Konzentrationen
(Abbildung 22).

90000 Abb. 22:
g 80000 I Variation der Gelatine-
o 70000 Konzentration (2%, 3%, 4%, 5%).
E 60000 Die Transglutaminase-Konzen-
% 50000 tration lag jeweils bei 1%.
£ 40000 T [ Inkubationsdauer fur 7h bei 4°C
S 30000 und 16h bei 37°C.
2 20000 Kompression freier Zylinderproben
g 10000 (6x10mm) und Bestimmung der

0 maximalen Bruchbelastung.

Gelatine 2% 3% 4% 5%
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Insgesamt kann gesagt werden, dass mit zunehmender Gelatinekonzentration die mechanische
Stabilitat, sowohl gemessen am E-Modul als auch an der Bruchbelastung, ansteigt. Eine Wahl
einer mindestens 3%igen Gelatinekonzentration scheint somit sinnvoll, wobei hoher gewéhlte
Konzentrationen natdrlich ebenfalls unter dem Aspekt der Handhabbarkeit sowie der dadurch
moglicherweise in Betracht kommenden Abhangigkeit der Zellvitalitdt gesehen werden

mussen.

3.2.1.4 Beeinflussung der Stabilitat der Gelatine in Abhangigkeit von der

Konzentration eines fetalen bovinen Serum

In den bisherigen Versuchen zur Bestimmung der mechanischen Stabilitat von quervernetzter
Gelatine wurde ein Zellmedium verwendet, das kein Serum beinhaltete, da grundsatzlich nicht
ausgeschlossen werden konnte, dass Serum in irgendeiner Weise als Substrat mit der
Transglutaminase interagiert und somit einen Einfluss auf die mechanische Stabilitat der
Gelatine haben konnte. Fir Versuche mit lebenden Zellen gilt fetales bovines Serum
allerdings als wichtiger Bestandteil eines Kulturmediums, weswegen dessen Auswirkung auf
die Stabilitat der quervernetzten Gelatine im Folgenden gepriift werden soll.

Hierflr wurde eine PBS-L6sung verwendet, der verschiedene Mengen an fetalem bovinem
Serum zugefligt wurde, so dass als Endkonzentrationen 0, 5%, 10% und 20% erreicht wurden.
Zusatzlich testeten wir eine Versuchsgruppe mit 10%iger Serumkonzentration, bei der im
Vorfeld eine Hitzeinaktivierung stattfand. Hierzu wurde das Serum in einer 1:1-Verdiinnung
mit einem PBS-Medium fir 45 Minuten bei 56°C inkubiert.
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200 Abb. 23:
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In insgesamt drei unabh&ngigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass bereits eine niedrige
Konzentration von fetalem bovinen Serum eine Verbesserung der Gel-Stabilitat, insbesondere
des E-Modul, bewirkte (Abbildung 23). Ein deutlicher Unterschied war dabei bei einer
5%igen Serumkonzentration im Vergleich zu einer serumfreien Gelatine zu erkennen. Durch
eine Steigerung der Serum-Konzentration auf iber 10% konnte ein Rickgang des Wertes fur
den E-Modul verzeichnet werden, so dass eine Konzentration von 5% ein Optimum darstellte.
Die E-Moduli lagen bei allen Gruppen mit Serum-Anteil hoher als bei der serumfreien
Gruppe.

In einem Versuch wurde in einer gesonderten Gruppe das Serum zuvor in einer 1:1-
Verdinnung mit PBS bei einer Temperatur von 56°C Uber 45 Minuten inkubiert. Dadurch
wurde eine Inaktivierung eventuell im Serum vorhandener Proteasen angestrebt, die die
Struktur der Gelatine im weiteren Verlauf schwéchen kénnten. Am Beispiel eines 10%igen

Serum-Anteils deutete sich eine — nicht eindeutig signifikante — Steigerung des E-Modul im
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Vergleich zu der Gruppe mit gleichem Serum-Anteil ohne zuvor durchgefihrter

Hitzeinaktivierung an.

3.2.2 Beeinflussung der mechanischen Stabilitat der ECM in
Abhangigkeit von der Fullung mit quervernetzter und nicht

guervernetzter Gelatine

Durch Einbringen der Gelatine in die Gelatine-Hyaluronsdure-Kompositmatrix und
zusatzlicher Quervernetzung der Gelatine durch die Transglutaminase soll ein Konstrukt
entstehen, das der herkdmmlichen Matrix in der mechanischen Stabilitit (berlegen ist. In
folgendem Versuch wurde ein DMEM-Medium mit 3%iger Gelatine und 2%iger
Transglutaminase verwendet und in die Poren der Matrix eingebracht. Als Kontrollgruppen
wurden Medien, die nur 2%ige Transglutaminase bzw. nur 3%ige Gelatine bzw. keine der
beiden Komponenten enthielten, verwendet.

Bei der Herstellung der ECM und vor Beginn des eigentlichen Versuches wurde ein Teil der
zylinderférmigen Proben in einer Transglutaminase-Ldsung vorbehandelt. Zum Einbringen
der jeweiligen Losungen in die Poren der ECM wurden die Proben in einem 50ml-Falcon-
Réhrchen mit dem Medium zusammengegeben und in einem VakuumgefaR so lange gehalten,
bis jede Probe auf den Boden gesunken ist. Der einwirkende Unterdruck wurde durch mehrere
kurzeitige Beluftungsphasen unterbrochen. AnschlieBend wurden die Proben in eine
befeuchtete Petri-Schale gegeben und dort fur 6 Stunden im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt.
Danach erfolgte die Uberfiihrung aller Proben in ein DMEM-Medium und die Aufbewahrung
im Brutschrank bei 37°C. Nach weiteren 20 Stunden Inkubationszeit erfolgte die
Kompressionsmessung der freistehenden Proben. Die Kompression erfolgte mit der

Geschwindigkeit 1 mm/min.
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Kompression und E-Modul-Bestimmung der ECM in Abhéngigkeit einer Behandlung mit

Transglutaminase und Gelatine:

2400 2400
2200 BECM 2200 B ECM
2000 — 2000
1800 T MECM+2% TG 1800 T mecm+ 2% TG
T 1600 — T 1600 —
£ 1400 — %’ 1400 T
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pg=_ S -~ |
0 0
Abb. 24 A: Vorbehandlung der ECM mit TG Abb. 24 B: Keine Vorbehandlung der ECM

Der Durchmesser der ECM-Zylinder lag in einem Bereich zwischen 5,3 und 5,5mm und die Lange zwischen 6,2
und 6,6 mm. Initial wurden die Matrices in einem Vakuum-Behélter im jeweiligen Medium so lange getrénkt,
bis alle Proben nach unten sanken. Dabei wurden vier verschiedene Medien eingesetzt: 1) DMEM-Zellmedium;
2) DMEM-Zellmedium + 2%TG; 3) DMEM-Zellmedium + 3% Gelatine; 4) DMEM-Zellmedium + 3% Gelatine
+ 2% TG. Nach der Vakuum-Behandlung folgte die Inkubation aller Proben in einer Petri-Schale bei 4°C fir 6h.
Anschlieend wurden alle Proben in ein Gefal mit DMEM-Medium gegeben und fir weitere 20h bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Unmittelbar nach Herausnehmen der Proben aus dem Brutschrank folgte die

Kompressionsmessung mit einer Geschwindigkeit von Imm/min.

Die Matrices mit der eingebrachten transglutaminase- und gelatinehaltigen Ldsung zeigten bei
allen Proben eine Zunahme des E-Modul um etwa das Achtfache bei den vorbehandelten
Matrices und um etwa das Sechsfache bei den nicht-vorbehandelten Matrices, sofern man die
Werte mit jenen vergleicht, die keines der beiden Komponenten in dem eingebrachten
Medium enthielten. Die alleinige Zugabe einer Transglutaminase in das Medium bewirkte
keine wesentliche Anderung des Wertes fiir den E-Modul. Die alleinige Zugabe von Gelatine
in das Medium bewirkte eine deutliche Zunahme des E-Modul um fast das Vierfache, jedoch
nur bei jenen Matrices, die einer Vorbehandlung mit einer Transglutaminase-L&sung
ausgesetzt waren.

Alle Proben wurden um 90 Prozent ihrer urspriinglichen Lange komprimiert. Dabei wurde
beobachtet, dass alle Matrices, in die ein transglutaminase- und gelatinehaltiges Medium
eingebracht wurde, sowie alle transglutaminase-vorbehandelten Matrices, in die ein
gelatinehaltiges Medium eingebracht wurde, eine im Verlauf der Kompression zunehmende
Dicke annahmen. Das Volumen dieser Proben blieb somit im Verlauf der Kompression

annahernd konstant. Gleiches Verhalten hatte sich bei der Kompression der freistehenden
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Gelatinezylinder gezeigt. Am Ende der Kompression war die Struktur dieser Proben so weit
zerstort, dass diese Veranderung der Form irreversibel war. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei
der Kompression aller Gbrigen Matrices, dass es im Verlauf der Kompression zu keiner
wesentlichen Dickenzunahme und somit zu einer Verringerung des Gesamtvolumens kam.
Nach erfolgter Messung und Uberfiihrung der Proben in ein DMEM-Medium wurde nach
einigen Stunden eine Zylinderlange erreicht, die annéhernd derjenigen Lénge entsprach, die
bei den jeweiligen Proben vor der Kompression gemessen wurden. Somit kam es bei der

Kompression bei jenen Proben zu keiner irreversiblen Formverénderung.

Die Matrices wurden nicht nur einer Kompression, sondern auch einer Zugbelastung
ausgesetzt. Hierfir wurden dieselben Gruppen, wie oben beschrieben, verwendet. Das
Verfahren zur Einbringung der jeweiligen Ldsung in die Matrix sowie die Art und Dauer der
anschlielenden Inkubation waren identisch mit den fir die Kompressionsmessung
beschriebenen Verfahren. Ebenfalls war ein Teil der Matrices mit einer Transglutaminase
vorbehandelt worden.

Im Rahmen der Zugbelastung wurden folgende Parameter bestimmt: Der E-Modul, die
maximale Zugbelastung und die maximale Zugdehnung. Die Geschwindigkeit der

Zugbewegung lag bei Imm/min.
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Abb. 25 A - C:
Zugbelastung der Matrices.

Bestimmung des E-Modul, der
max. Zugbelastung und der max.
Zugdehnung der ECM in
Abhéngigkeit einer Behandlung mit
Transglutaminase und Gelatine.
Keine Vorbehandlung mit TG.

Der Durchmesser der ECM-Zylinder lag in
einem Bereich zwischen 5,3 und 5,5mm

und die Lange zwischen 6,2 und 6,6 mm.

Initial wurden die Matrices in einem
Vakuum-Behdlter im jeweiligen Medium
so lange getrénkt, bis alle Proben nach
unten sanken. Dabei wurden vier
verschiedene Medien eingesetzt: 1)
DMEM-Zellmedium; 2) DMEM-
Zellmedium + 2%TG; 3) DMEM-
Zellmedium + 3% Gelatine; 4) DMEM-
Zellmedium + 3% Gelatine + 2% TG.

Nach der Vakuum-Behandlung folgte die
Inkubation aller Proben in einer Petri-
Schale bei 4°C fir 6h. Anschliefend
wurden alle Proben in ein Gefal mit
DMEM-Medium gegeben und flir weitere
20h bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Unmittelbar nach Herausnehmen der
Proben aus dem Brutschrank folgte die
Kompressionsmessung mit einer

Geschwindigkeit von 1mm/min.
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Abb. 26 A - C:
Zugbelastung der Matrices.

Bestimmung des E-Modul, der
max. Zugbelastung und der max.
Zugdehnung der ECM in
Abhéngigkeit einer Behandlung mit
Transglutaminase und Gelatine.
Vorbehandlung der ECM mit TG.

Der Durchmesser der ECM-Zylinder lag in
einem Bereich zwischen 5,3 und 5,5mm

und die Lange zwischen 6,2 und 6,6 mm.

Initial wurden die Matrices in einem
Vakuum-Behdlter im jeweiligen Medium
so lange getrénkt, bis alle Proben nach
unten sanken. Dabei wurden vier
verschiedene Medien eingesetzt: 1)
DMEM-Zellmedium; 2) DMEM-
Zellmedium + 2%TG; 3) DMEM-
Zellmedium + 3% Gelatine; 4) DMEM-
Zellmedium + 3% Gelatine + 2% TG.

Nach der Vakuum-Behandlung folgte die
Inkubation aller Proben in einer Petri-
Schale bei 4°C fir 6h. Anschliefend
wurden alle Proben in ein Gefal mit
DMEM-Medium gegeben und flir weitere
20h bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Unmittelbar nach Herausnehmen der
Proben aus dem Brutschrank folgte die
Kompressionsmessung mit einer

Geschwindigkeit von Imm/min.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Einbringung von Gelatine und Transglutaminase in die
Matrix und Auslibung einer Zugbelastung auf die Proben keinen signifikanten Einfluss auf
den E-Modul hatte. Bei den nicht-vorbehandelten Matrices bewirkte diese Fillung eine
geringe Zunahme, bei den transglutaminase-vorbehandelten Matrices eine geringe Abnahme
des E-Modul, sofern man die jeweiligen Testgruppen, die beide Komponenten im
eingebrachten Medium enthielten, mit jenen vergleicht, die weder Transglutaminase noch
Gelatine im eingebrachten Medium enthielten.

Bei Betrachtung der maximalen Zugbelastung féllt auf, dass die Vorbehandlung der Matrices
mit einer Transglutaminase eine Zunahme in allen Gruppen erzielte, teilweise mit einer
Signifikanz. Innerhalb beider Hauptgruppen, die sich anhand ihrer Vorbehandlung
unterschieden, konnte gezeigt werden, dass die Einbringung eines transglutaminase- und
gelatinehaltigen Mediums eine signifikante Zunahme der maximalen Zugbelastung bewirkte.
Bei den transglutaminase-vorbehandelten Matrices lag die maximale Zugbelastung im
Vergleich zu der Kontrollgruppe, die keines der beiden Komponenten im eingebrachten
Medium enthielt, um etwa 40% hdoher, bei den nicht-vorbehandelten Proben um etwa 75%
hoher. Die Gruppen, die nur eine der beiden Komponenten im eingebrachten Medium
enthielten, zeigten keine wesentliche Anderung der maximalen Zugbelastung.

Bei Bestimmung der maximalen Zugdehnung konnte ebenfalls eine signifikante Zunahme
verzeichnet werden, sofern man die Testgruppe, in die beide Komponenten eingebracht
wurde, mit jener Kontrollgruppe vergleicht, die keine der beiden Komponenten im
eingebrachten Medium enthielt. Bei den nicht-vorbehandelten Matrices lag der Wert der
maximalen Zugdehnung bei der Testgruppe bei 20% und bei der Kontrollgruppe bei 13%. Bei
den transglutaminase-vorbehandelten Proben lagen die entsprechenden Werte bei 25% bei der
Testgruppe und bei 14% bei der Kontrollgruppe. Alle Matrices, die nur eine der beiden
Komponenten, also nur Gelatine oder nur Transglutaminase, im eingebrachten Medium
enthielten, zeigten bei Bestimmung der maximalen Zugdehnung keinen signifikanten

Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe, die keine der beiden Komponenten enthielt.

3.2.3 Einfluss der Inkubationsdauer bei 4°C auf die Zellvitalitat

Aus den Versuchen zur Bestimmung der mechanischen Stabilitat von quervernetzter Gelatine
konnte gezeigt werden, dass eine mehrstiindige Inkubation der Gelatine-Transglutaminase-
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Losung bei niedrigen Temperaturen eine erhebliche Verbesserung der mechanischen
Eigenschaften dieses Materials bewirkte. Somit ergibt sich die Frage, in welchem MaR eine
Inkubation unter diesen Bedingungen einen negativen Einfluss auf Zellen hat. Im Folgenden
wurden Mesenchymale Stammzellen auf ihre Empfindlichkeit gegentiber einem Aufenthalt
bei 4°C geprift. Eine Kultur mit 1,5 Millionen Zellen wurde in einem 1,5ml Eppendorf-Cup
in 1 ml DMEM-Medium suspendiert und daraufhin auf funf weitere 1,5ml-Cups zu jeweils
200 pl verteilt. Vier dieser funf Proben wurden daraufhin im Kihlschrank bei 4°C
aufbewahrt. Die Ubrige Probe wurde erneut mittels einer Pipette in eine homogene
Suspensionslosung gebracht. Es folgte die Anfarbung mit der Trypanblaulésung und
Auszéhlung des Anteils lebender und toter Zellen in der Zahlkammer. Die anderen Proben
wurden zu den Zeitpunkten 3, 6, 12 und 24 Stunden aus dem Kiuhlschrank entnommen und
ebenfalls nach gleichem Schema gefarbt und ausgezahlt (Abbildung 27).

Abb. 27:

S . .

c 120 Bestimmung des Anteils lebender Zellen

c 100 . o

% in _Abhéngigkeit von der Aufenthalts-
80

N . . ) .

s dauer im Kihlschrank. Anfarbung mit

& 40 Trypanblau.

o]

ﬁ 20 1,5 Mio. MSCs wurden in 1 ml DMEM-Medium

é 0 - suspendiert und auf funf 1,5ml-Eppendorf-Cups

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 zu jeweils 200pul verteilt. Anschlieend erfolgte
Standzeiten im Kiihlschrank in h die erste Zellzahlung zum Zeitpunkt Oh. Hierzu

wurde aus einem der funf Cups 20 pl des
enthaltenen Mediums enthommen, nachdem die
Loésung mittels einer Pipette erneut homogenisiert
wurde. Es folgte eine 1:1-Verdlnnung mit der
Trypanblaulésung und Auszéhlung der lebenden
und toten Zellen in der Zahlkammer. Die Ubrigen
vier Proben wurden bei 4°C im Kihlschrank
aufbewahrt und nach 3, 6, 12 und 24 Stunden

nach gleichem Schema ausgezahlt.
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Im Verlauf kam es zu einer stetigen Abnahme des Anteils lebender Zellen. Uber den
betrachteten Zeitraum von 24 Stunden sank dieser Anteil von initial 97% auf 56%. Der Anteil

toter Zellen nahm entsprechend zu.

Dass sich eine Aufbewahrung bei niedrigen Temperaturen negativ auf die Zellvitalitat
auswirkt, wurde, wie in Abbildung 28 zu sehen, auBerdem durch eine Bestimmung der
Stoffwechselaktivitat mittels Resazurin verdeutlicht.

In folgendem Versuch wurden Mesenchymale Stammzellen auf sechs 24-well-plates als
Monolayer-Kultur verteilt. In jedem Well waren initial 10 000 Zellen und 400 pl DMEM-
Medium enthalten. Eine dieser Platten wurde als Kontrollgruppe von Beginn an in den
Brutschrank zur weiteren Inkubation bei 37°C gegeben. Die tibrigen Platten wurden zundchst
im Kuhlschrank bei 4°C gehalten. Nach unterschiedlicher Zeitdauer, ndmlich nach 6, 12, 18,
24 bzw. 48 Stunden, wurde die entsprechende Platte in den Brutschrank tberfiihrt. Nach
insgesamt 72 Stunden erfolgten ein Mediumwechsel und eine Fluoreszenz-Bestimmung aller
Platten mittels Resazurin. Die jeweilige Inkubationsdauer im Brutschrank unterschied sich
demzufolge zu diesem Zeitpunkt zwischen den einzelnen Gruppen und lag bei minimal 24

Stunden bei der 48-Stunden-Gruppe und bei maximal 72 Stunden bei der Kontrollgruppe.

5000 Abb. 28:
T Metabolische  Aktivitdt  von
I . )
4000 MSCs nach initialer Kéltebe-
N handlung in Monolayer-Kultur.
[= .
ﬁ 3000 Resazurin-Fluoreszenz-
w -
o Bestimmung nach 72h.
S 2000
[V
1000 Die MSCs wurden auf sechs 24-well-
plates verteilt. Pro Well waren 10 000
0 MSCs und 400 pl DMEM-Medium
0 6h 12h 18h 24h 4sh enthalten.

Eine Platte wurde anschlieBend in den
Brutschrank bei 37°C gegeben, die
Ubrigen funf Platten wurden fur
unterschiedliche Zeiten (6h, 12h, 18h,
24h, 48h) in den Kihlschrank (4°C)

gegeben und anschlieBend in den
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Brutschrank tberftihrt. Nach insgesamt
72h folgte ein Mediumwechsel und eine
Fluoreszenz-Messung nach Resazurin-

gabe.

Aus diesem Versuch wurde deutlich, dass ein Aufenthalt bei niedrigen Temperaturen sich
negativ auf die metabolische Aktivitat der gesamten Zellpopulation auswirkt. Eine Kultur mit
Zellen, die initial 18 Stunden im Kuhlschrank aufbewahrt wurden, zeigte zu diesem Zeitpunkt
eine Aktivitat, die nur 30% der Aktivitat der Zellen der Kontrollgruppe entsprach, die keiner
Kalte ausgesetzt wurden. Zellen die initial 48 Stunden im Kihlschrank aufbewahrt wurden,
sind zu einem Uberwiegenden Teil gestorben, so dass hierbei eine Aktivitat gemessen wurde,
die unter 2% im Vergleich zur Kontrollgruppe lag.

Davon ausgehend, dass die Proliferationsrate bei 37°C wesentlich hoher liegt als bei 4°C, ist
es nachvollziehbar, dass sich die Gesamtzellzahl zwischen den einzelnen Gruppen zum
Messzeitpunkt deutlich unterschied. Eine Bestimmung der metabolischen Aktivitét lasst sich

also nicht auf die einzelne Zelle, sondern nur auf die gesamte Zellpopulation beziehen.

Letztlich entscheidend fur den weiteren Umgang mit niedrigen Temperaturen war jedoch
nicht die Zellkultur als Monolayer, sondern als 3-D-Kultur in der quervernetzten Gelatine. In
folgendem Versuch wurden Mesenchymale Stammzellen in ein TG-Medium mit 3,5%
Gelatine und 1% Transglutaminase sowie 10 % bovinem Serum gegeben. Wie im vorherigen
Versuch wurde diese Losung auf sechs 24-well-plates verteilt und jeweils fir eine
unterschiedliche Zeitdauer, némlich 0, 6, 12, 18, 24 bzw. 48 Stunden, im Kuhlschrank bei 4°C
gehalten. In jedem Well waren initial 30 000 Zellen enthalten. Um eine Adhésion der Zellen
auf dem Boden der Platte zu vermeiden, wurde im Vorfeld eine zellfreie, aber ansonsten
identische Gelatine-Ldsung zu jeweils 250ul auf dem Boden der Wells verteilt und zwecks
Optimierung der Quervernetzung zunachst fir eine Stunde in den Kihlschrank gegeben.
AnschlieBend wurde die zellhaltige Losung zu jeweils 200 ul auf die vorbeschichteten Wells
verteilt und die Platten flir die angegebenen Zeiten in den Kihlschrank tberflhrt. Eine dieser
Platten wurde sofort in den Brutschrank gegeben und entsprach der Kontrollgruppe. Die
ubrigen Platten wurden nach Herausnahme aus dem Kiihlschrank ebenfalls im Brutschrank
weiterinkubiert. Vor dem Wechsel der jeweiligen Platten in den Brutschrank bzw. nach sechs

Stunden bei der Kontrollgruppe wurden 900 pul DMEM-Medium in jedes Well erganzt. Nach
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insgesamt 72 Stunden Inkubationsdauer erfolgten ein Mediumwechsel und eine Bestimmung
der metabolischen Aktivitat durch Resazuringabe und Fluoreszenzmessung (Abbildung 29)

6000 Abb. 29:
_ : Metabolische  Aktivitdt  von
5000 MSCs nach initialer
4000 Kaltebehandlung in der 3-D-
N
[
S Kultur.
4 3000 - .
5 Resazurin-Fluoreszenz-
=]
Y 2000 —_— Bestimmung nach 72h.
1000 Die MSCs wurden auf sechs 24-well-
0 plates verteilt. Pro Well waren 30 000
0 6h 12h  18h  24h  48h MSCs und insgesamt 450 pl TG-

Medium incl. 3,5% Gelatine und 1% TG
sowie 10% Serum enthalten. Davon
wurden 250 pl verwendet, um eine
zellfreie Vorbeschichtung zu erstellen.
Alle Platten wurden hierzu 1 Stunde im
Kihlschrank gehalten.

Eine Platte wurde anschlieend in den
Brutschrank bei 37°C gegeben, die
tbrigen funf Platten wurden flr
unterschiedliche Zeiten (6h, 12h, 18h,
24h, 48h) in den Kihlschrank (4°C)
gegeben und anschlieBend in den
Brutschrank Uberflihrt. Nach insgesamt
72h folgte ein Mediumwechsel und eine
Fluoreszenz-Messung nach

Resazuringabe.

Im Unterschied zu den Zellen, die in einer Monolayer-Kultur niedrigen Temperaturen
ausgesetzt wurden, schienen die Zellen, die in einer 3-D-Kultur in quervernetzter Gelatine
gehalten wurden, eine deutlich geringere Empfindlichkeit gegeniber der Kalte zu haben. Nur
bei der 48-Stunden-Gruppe zeigte sich in diesem Versuch eine deutlich niedrigere
metabolische Aktivitdt. Hierbei muss ebenfalls beriicksichtigt werden, dass nicht die Aktivitat

der einzelnen Zelle, sondern die der gesamten Zellkultur bestimmt wird.
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Um den weiteren Verlauf der metabolischen Aktivitdt dieser Zellen zu betrachten, erfolgten
weitere Resazurin-Fluoreszenz-Bestimmungen nach sechs und zehn Tagen.

In Abb. 30 ist eine Betrachtung der weiteren Entwicklung der metabolischen Aktivitat jener
Zellkulturen zu sehen, die bereits in Abb. 28 beschrieben und dort zum Messzeitpunkt 72
Stunden” dargestellt wurden. In folgender Abbildung sind die dartiber hinaus erfolgten

Ergebnisse der Fluoreszenz-Messungen nach sechs und zehn Tagen als Liniendiagramm

dargestellt.
40000 Abb. 30:
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GE) 25000 /; ~=-6h handlung _in _Monolayer-
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S 15000 / / /I ) Resazurin-Fluoreszenz-
[ —— 24
10000 l/ 4 / Bestimmung nach 3d, 6d und
- / —— 48h
5000 - I 10d.
L //
0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 Versuchsaufbau nach  gleichem
Tag Schema, wie in Abb. 28

beschrieben.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die metabolische Aktivitdt von Monolayer-Kulturen
nach 72 Stunden Gesamtinkubationszeit umso geringer war, je langer die Zellen zuvor einer
Temperatur von 4°C exponiert waren. Bei anschlieBend konstanten Bedingungen im
Brutschrank zeigte sich in den folgenden Tagen in allen Gruppen eine im Verlauf
zunehmende metabolische Aktivitdt, so dass sich der anfangliche Kaélteeinfluss langfristig
nicht negativ auf das Wachstumsverhalten auszuwirken scheint. Die anfangliche von der
Kéltedauer abhangige Aktivitatsminderung blieb jedoch im betrachteten Zeitraum von zehn
Tagen erhalten, so dass die Kontrollgruppe, die keiner Kaltebehandlung unterzogen wurde, zu

jedem Zeitpunkt die maximale Aktivitat aufwies.

In Abbildung 31 wird der aus Abbildung 29 bekannte Versuchsaufbau der 3-D-Zellkultur

betrachtet, wobei hier die Messergebnisse der bekannten Versuchsgruppen zu denselben drei
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Messzeitpunkten dargestellt werden, wie aus vorigem die Monolayer-Kultur betreffenden
Versuchsteil bekannt, namlich nach drei, sechs und zehn Tagen.

9000 Abb. 31:
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beschrieben.

Die anfangliche von der initialen Kaltedauer abhéngige Aktivitatsminderung war bei den 3-D-
Kulturen bereits relativ gering im Vergleich zu den Monolayer-Kulturen. Im weiteren Verlauf
zeigte sich sogar, dass eine langere initiale Kéltedauer sich positiv auf die Entwicklung der
metabolischen Aktivitdt auswirkte. Nach zehn Tagen Gesamtinkubationsdauer wies die 24-
Stunden-Gruppe die maximale Aktivitat auf. Die Zellen der 48-Stunden-Gruppe zeigten nach
zehn Tagen zwar die geringste metabolische Aktivitat, brachten aber die zweithtchste
Wachstumsrate hervor, sofern man den Zehn-Tages-Wert mit dem Ausgangswert zum
Zeitpunkt “Drei Tage” vergleicht und somit die Wachstumsrate iber sieben Tage bestimmit.
Diese lag hier mit 67% hinter dem Spitzenwert der Wachstumsrate der 24-Stunden-Gruppe
(74%). Die Wachstumsraten der Kontrollgruppe (47%) und der Sechs-Stunden-Gruppe (46%)
ergaben die niedrigsten Werte. Die Wachstumsrate der 12-Stunden-Gruppe ergab 56%, die
der 18-Stunden-Gruppe 53%.
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3.2.4 Einfluss der Transglutaminase und des Maltodextrin auf die

Zellvitalitat

Nachdem bereits im Kapitel 3.2.1.2 verdeutlicht wurde, dass die Gelatine hinsichtlich ihrer
Stabilitdt von einer mdglichst hohen Konzentration der Transglutaminase profitiert, wird
hiermit der Frage nachgegangen, ob die Art und Konzentration der Transglutaminase auch
einen Einfluss auf die Zellvitalitdit von Mesenchymalen Stammzellen hat. Neben der
Transglutaminase von Ajinomoto wurde hierfir die rekombinante bakterielle
Transglutaminase von Zedira (T001) verwendet. Die Zellen wurden in Suspension gebracht
und auf die vorbereiteten Losungen verteilt. Als Lésungsmittel wurde das Transglutaminase-
Medium verwendet. Bezuglich der Ajinomoto-Transglutaminase wurden die Konzentrationen
0,5%, 1%, 2%, 4% und 8% hergestellt. Die rekombinante bakterielle Transglutaminase von
Zedira wurde nach Kontrolle der enzymatischen Aktivitdt mittels des Kasein-
Dansylcadaverin-Fluoreszenztests auf  Konzentrationen mit den  entsprechenden
Aktivitatswerten von 0,5 U/ml, 1 U/ml und 2 U/ml zubereitet. Die enzymatischen Aktivitaten
dieser Losungen entsprachen den Ldsungen der Ajinomoto-Transglutaminase mit den
Konzentrationen 0,5%, 1% bzw. 2%, wie wir sowohl nach Herstellerangabe als auch nach
mehreren eigenen im Vorfeld durchgefihrten enzymatischen Tests fir die Ajinomoto-
Transglutaminase wussten und somit errechnen konnten (vgl. Tabelle 3). Als weitere
Versuchsgruppen wurden Ldsungen mit  transglutaminase-freiem Maltodextrin in den
Konzentrationen 0,5%, 1%, 2%, 4% und 8% hergestelit.

Als Kontroll-Gruppe wurde ebenfalls das glutaminfreies Medium verwendet. In einer
zusétzlichen Gruppe wurde glutaminhaltiges DMEM-Medium eingesetzt.

Alle Losungen wurden auf zwei 96-well-plates verteilt. In jedem Well befanden sich initial
3000 Zellen auf 110 pl.

Zunachst wurden die Platten fir sechs Stunden in den Kihlschrank (4°C) gegeben.
AnschlieBend wurden in jedes Well 220 ul DMEM-Medium gegeben. Die in den einzelnen
Gruppen verwendeten Mengen an der jeweiligen Transglutaminase bzw. an Maltodextrin
wurden somit um den Faktor 2:1 verdiinnt. Die weitere Inkubation fand im Brutschrank bei
37°C statt.

Nach weiteren 18 Stunden, also nach insgesamt 24 Stunden Gesamtinkubationszeit, erfolgten
ein Mediumwechsel und eine Resazuringabe zur Prifung der metabolischen Aktivitat der
einzelnen Zellkulturen. Nach drei, sieben und zehn Tagen wurden weitere Medienwechsel

sowie Resazurin-Fluoreszenz-Tests durchgefihrt.
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Losungen zundchst fur 6 Stunden
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Resazuringabe.

Nach verschiedenen Tests zur Prifung des Einflusses der Transglutaminase auf die Vitalitét
von Mesenchymalen Stammzellen konnten keine wesentlichen Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen bestatigt werden. Die Transglutaminase scheint in den verwendeten
Konzentrationen keinen negativen Einfluss auf die metabolische Aktivitat von Zellen in
Suspension oder in einer Monolayer-Kultur zu haben. Dies gilt sowohl fir die akute
Exposition als auch flr die anschlieende langfristige Entwicklung.

Die Transglutaminase von Sigma deutete zwar in einzelnen Versuchen auf einen leichten
negativen Einfluss auf die metabolische Aktivitat der Zellen hin; jedoch konnte dieser nicht
eindeutig bestétigt werden. Das fiir die Konservierung der Aliquots enthaltene Glycerin hatte
in den verwendeten Konzentrationen ebenfalls keinen toxischen Einfluss auf die Zellen, wie
in gesonderten Versuchen gezeigt werden konnte.

Einzelne Versuche wiesen sogar auf eine Zunahme der metabolischen Aktivitat in den ersten
Tagen nach Exposition mit der Ajinomoto-Transglutaminase hin. Dies traf auch fir die
Exposition mit transglutaminase-freiem Maltodextrin zu. Nach Beobachtung tber mehrere
Tage hatte sich diese Erscheinung ausgeglichen, so dass auch eine Verabreichung von
Maltodextrin am ersten Tag des Versuches sich langfristig nicht signifikant auf die
Zellvitalitat auswirkte.

Es konnte auflerdem bestédtigt werden, dass die Verwendung des glutaminfreien
Transglutaminase-Medium tber maximal 24 Stunden im Vergleich zum DMEM-Medium sich

weder kurz- noch langfristig auf die Zellvitalitat signifikant auswirkte.
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Der Einfluss der Ajinomoto-Transglutaminase auf die Vitalitdt Mesenchymaler Stammzellen
wurde auch in der 3-D-Kultur getestet. Hierbei war es nicht moglich, eine transglutaminase-
freie Gruppe als Kontrollgruppe zu testen, da die Transglutaminase fur den Erhalt einer
dreidimensionalen Struktur der Gelatine bei 37°C essentiell ist. Somit konnten nur Gruppen
mit verschiedenen Konzentrationen an Transglutaminase untereinander verglichen werden.
Die gewéhlten Konzentrationen lagen bei 0,5%, 1%, 2% und 4%. Von der Gelatine wurden
jeweils zwei verschiedene Konzentrationen geplant, ndmlich 3% und 5%, so dass insgesamt
acht verschieden Gruppen zum Einsatz kamen. Von jeder Gruppe wurden 16 Proben
angefertigt. Diese entsprachen dem Volumen 100ul und wurden in die Wells einer 96-Konus-
Well-Platte eingebracht. Pro Well waren initial 150 000 Zellen enthalten. Zundchst wurden
die Proben fir 24 Stunden im Kihlschrank gehalten. AnschlieBend wurden sie mit einem
Spatel aus der Platte herausgelost und einzeln in ein Well einer 24-Well-Platte tberflhrt. In
jedes Well wurde 1 ml DMEM-Medium ergénzt. Die Inkubation wurde im Brutschrank
fortgesetzt. Am folgenden Tag (Tag 2) wurden nach einem Mediumwechsel von jeder Gruppe
vier Proben ausgewdhlt, um eine Bestimmung der metabolischen Aktivitdt durchzufuhren.
Hierzu wurde in die Wells der ausgewéhlten Proben Resazurin gegeben; nach dreistlindiger
Inkubationszeit wurden aus den entsprechenden Wells zweimal 100 pl Medium zur
Bestimmung der Fluoreszenz entnommen. Nach der Fluoreszenz-Messung wurden die Proben
fixiert. Die Ubrigen Proben wurden nach 7, 14 und 28 Tagen mit der gleichen Methode auf
ihre Aktivitat getestet.

Abb. 33 A - D:
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100 pl  Gelatine-TG-Lésung
enthalten.

Es wurden 8 Gruppen getestet,
die sich in der Konzentration der
Gelatine- und
Transglutaminasekonzentration
unterschieden:

1. Gel 3%, TG 0,5%
Gel 3%, TG 1%
Gel 3%, TG 2%
Gel 3%, TG 4%
Gel 5%, TG 0,5%
Gel 5%, TG 1%
Gel 5%, TG 2%
Gel 5%, TG 4%

© N o g bk~ w DD

Von jeder Gruppe wurden 16
Proben angefertigt. Als
Lésungsmittel wurde das TG-

Medium verwendet.

Alle Proben wurden zundchst fur
24 Stunden im Kihlschrank bei
4°C gehalten.  AnschlieRend
wurden die Proben von den
Konus-Wells in 24-well-plates
zu jeweils 1 Probe pro Well
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tberflhrt. In jedes Well wurde 1
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Abb. 33 D:

Zum ersten Messzeitpunkt (Tag 2) traten keine signifikanten Unterschiede der Fluoreszenz-
Werte innerhalb einer Hauptgruppe mit gleicher Konzentration an Gelatine und verschiedenen
Konzentrationen an Transglutaminase auf. Erst an Tag 7 fiel auf, dass sich hohere
Konzentrationen an Transglutaminase negativ auf die Entwicklung der metabolischen
Aktivitat der jeweiligen Zellkulturen auswirkten. Insbesondere bei den Gruppen mit 3%iger
Gelatine fielen die Unterschiede deutlich aus. Im weiteren Verlauf glichen sich diese
Unterschiede wieder aus, so dass diese Erscheinung bereits an Tag 14 nicht mehr erkennbar
war. Auch an Tag 28 war keine Abhangigkeit der metabolischen Aktivitat von der gewahlten
Transglutaminase-Konzentration anzunehmen. Lediglich die Gruppe “Gel 5%, TG 1%" fiel
mit einem signifikanten Unterschied negativ aus der Reihe und erbrachte zu diesem Zeitpunkt
die geringsten Werte. Die Zellkultur mit der hdchsten metabolischen Aktivitdt nach 28 Tagen
war die Gruppe "“Gel 3%, TG 1%".

Die relative Zunahme der metabolischen Aktivitét innerhalb des Zeitraumes zwischen Tag 2
und Tag 28 war in den Gruppen mit der 5%igen Gelatine héher als in den Gruppen mit der
3%igen Gelatine. Die Tatsache, dass die absoluten Werte bei den Gruppen mit 3%iger
Gelatine hoher als bei den Proben mit 5%iger Gelatine waren, kann einfach dadurch erklart
werden, dass bei niedriger konzentrierter Gelatine bessere Diffusionsbedingungen fur das
Resazurin vorliegen und somit eine hohere Stoffwechselaktivitat der Zellen vorgetduscht
wird. Darum ist ein  Vergleich zwischen Gruppen mit unterschiedlichen

Gelatinekonzentrationen nur anhand des beobachteten Zuwachses der Stoffwechselaktivitat

65



Ergebnisse

im Zeitverlauf sinnvoll und nicht anhand der Messergebnisse zu einem bestimmten Zeitpunkt
moglich.

Die groBte relative Zunahme erfolgte in der Gruppe “Gel 5%, TG 0,5%". Dort nahm die
metabolische Aktivitdt um den Faktor 4,2 zu. Innerhalb der Gruppen mit 3%iger Gelatine
nahm die Aktivitat der Gruppe “Gel3%, TG 0,5%" am meisten zu, nd&mlich um den Faktor 2,8.
Als Schlussfolgerung kann gesagt werden, dass die Transglutaminase auch in héheren
Konzentrationen keinen wesentlichen wachstumshemmenden Einfluss auf die Zellen hat. Das
Bevorzugen zu niedriger Konzentrationen des Enzyms scheint also nicht von relevantem

Nutzen im Sinne der Zellvitalitat zu sein.

3.2.5 Einfluss der Gelatine auf die Zellvitalitat

Im vergangenen Kapitel 3.2.4 wurde der Einfluss der variablen Konzentrationen der Gelatine
und Transglutaminase auf die Zellvitalitat getestet. Dabei wurden die zellhaltigen Gele in
freischwimmender Form eingesetzt.
In folgendem Versuch wurden die Zellen als 3-D-Kultur in Form einer Bodenbeschichtung in
24-well-plates verwendet. Um einen direkten Zellkontakt mit dem Boden zu vermeiden, was
zu einem abweichenden Verhalten der Zellen fuhren kdnnte, wurde zundchst eine zellfreie
Gelschicht gegossen, worauf sandwichartig eine weitere Schicht gegeben wurde, in der die
komplette Menge an Zellen enthalten war.
Da nicht ausgeschlossen werden konnte, dass in der kommerziellen Gelatine technologisch
bedingte Verunreinigungen verblieben sind, haben wir geprift, ob die Zellfreundlichkeit der
Gelatine durch zusétzliche Spulschritte verbessert werden kann beschrieben. Hierbei wurde
die Gelatine in 3 verschieden Konzentrationen eingesetzt. Die Sterilisierung erfolgte hierbei
durch Filtration.
Zusatzlich wurde geprift, ob eine alternative Methode der Sterilisation mittels Gamma-
Strahlen einen Vorteil fur die Zellvitalitat bietet.
Bei der gamma-sterilisierten Gelatine war die Verwendung einer Konzentration unter 3%
nicht moglich, weil dadurch keine ausreichende Stabilitat erreicht werden konnte.
Somit lassen sich folgende Gruppen unterscheiden:

e 1,5% ungewaschen, sterilfiltriert

e 3% ungewaschen, sterilfiltriert
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e 5% ungewaschen, sterilfiltriert

e 1,5% gewaschen, sterilfiltriert

e 3% gewaschen, sterilfiltriert

e 5% gewaschen, sterilfiltriert

e 3% ungewaschen, gamma-sterilisiert

e 5% ungewaschen, gamma-sterilisiert

Initial waren 30000 Zellen pro Well vorhanden. Die Konzentration der Ajinomoto-
Transglutaminase betrug in allen Losungen 2%. Das Gesamtvolumen der beiden Schichten
betrug 450 pl.

Alle Proben wurden zundchst 24 Stunden im Kihlschrank gehalten, danach wurden in jedes
Well 900 pl DMEM-Medium ergénzt. Die weitere Inkubation fand im Brutschrank bei 37°C
statt. Nach insgesamt zwei Tagen folgten ein Mediumwechsel und die Bestimmung der

metabolischen Aktivitat durch Resazuringabe.
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Die Ergebnisse zeigten, dass weder eine Vorbehandlung der Gelatine durch mehrmaliges
Waschen noch die Art der Sterilisation einen entscheidenden Einfluss auf die Vitalitat der
Zellen haben. Die Gruppen mit der 1,5%igen Gelatinekonzentration zeigten im Vergleich zu
den hdherprozentigen Gruppen eine signifikant niedrigere metabolische Aktivitat. Zwischen
den Gruppen mit 3%iger und 5%iger Gelatinekonzentration deutete sich lediglich bei den
gammasterilisierten Proben ein Unterschied zugunsten der 5%igen Gelatine an. Dieser
Unterschied wurde auch in weiteren Versuchen, die in dieser Form der Bodenbeschichtung
gestaltet wurden, bestatigt.

In allen Versuchen, in denen die Ergebnisse der Zellvitalitat in Gelatine zwischen Gruppen
unterschiedlicher Gelatinekonzentrationen verglichen wurden, konnte kein Hinweis auf einen
negativen Einfluss héherprozentiger Gelatine auf die Zellen erkannt werden. Dies konnte

auch im Kapitel 3.2.4 dargestellt werden.
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3.2.6 Histologische Betrachtung der Mesenchymalen Stammzellen in
der 3-D-Kultur

Alle Proben des Versuches aus dem Kapitel 3.2.4wurden fixiert und histologisch untersucht.
Es wurde eine HE-Farbung verwendet. In den Abbildungen 35 A - D sind Histoschnitte nach
2-, 7-, 14- und 28-t&giger Inkubation in 3%iger Gelatine und 2%iger Transglutaminase

dargestellt.

Tag 2 Tag 7

Abb. 35 A: Abb. 35 B:

Tag 14 Tag 28

Abb. 35 C: Abb. 35 D:
Abb. 35 A — D: HE-Férbung Mesenchymaler Stammzellen nach 2, 7, 14 und 28 Tagen. Inkubation in

quervernetzter Gelatine (3% Gelatine, 2% Transglutaminase)
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Es ist zu erkennen, dass es im Verlauf zu keiner deutlichen Hyperplasie der Zellen kam. Nur
vereinzelt waren Zellen in einer Mitosephase zu finden. Vor allem zu den Zeitpunkten "2
Tage” und "7 Tage” waren einige pyknotische Zellen erkennbar. Nach 14 Tagen bildeten sich
Pseudopodien in Form von Zytoplasmaausstllpungen aus. Die Gel-Matrix zeigte sich nicht
als eine homogene Einheit, sondern als ein pordses Gewebe. Die Poren nahmen im Verlauf an
GroRe zu, wobei es gleichzeitig zu Verdichtungen der umliegenden Matrix kam, wie es vor
allem zum Zeitpunkt 28 Tage” zu erkennen ist. Der Grof3teil aller Zellen hielt sich innerhalb
dieser Poren auf. Ein kleinerer Anteil der Zellen war auch innerhalb der Matrix zu finden.

Zum Zeitpunkt 28 Tage” zeigten sich in allen Gruppen unabhangig von der Gelatine- und
Transglutaminasekonzentration vitale Zellen mit teilweise lobdren Zytoplasmaauslaufern.
Aufgrund der inhomogenen Struktur der Gelatine, die durch Poren und Verdichtungen
geprégt ist, ist eine Zellzdhlung erschwert. Zwischen den einzelnen Gruppen fallen hierbei
keine Unterschiede in der Zelldichte auf (Abbildung 36 A - H).

Abb. 36 A: 3% Gelatine, 0,5% Transglutaminase Abb. 36 B: 5% Gelatine, 0,5% Transglutaminase
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Abb. 36 C: 3% Gelatine, 1% Transglutaminase Abb. 36 D: 5% Gelatine, 1% Transglutaminase

Abb. 36 E: 3% Gelatine, 2% Transglutaminase Abb. 36 F: 5% Gelatine, 2% Transglutaminase

Abb. 36 G: 3% Gelatine, 4% Transglutaminase Abb. 36 H: 5% Gelatine, 4% Transglutaminase

Abb. 36 A - H: HE-Féarbung Mesenchymaler Stammzellen nach 28 Tagen Inkubation in quervernetzter Gelatine

Die mittels der Resazurin-Tests dargestellten Wachstumsraten der metabolischen Aktivitét

scheinen nach Interpretation der histologischen Bilder nicht mit einer vergleichbaren

Proliferationsrate der Zellen einherzugehen, da mitotische Zellen nur selten zu finden sind.
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Das Wachstumsverhalten ergibt sich demzufolge eher durch Volumenzuwachs der einzelnen

Zellen, weniger durch Proliferation.

3.2.7 Osteogene Differenzierung der Mesenchymalen Stammzellen in
der 3-D-Kultur

Nebenbefundlich fielen nach 28 Tagen einzelne kristallférmige Calcium-Ablagerungen auf,
die wir mit der der von-Kossa-Féarbung nachweisen konnten. Somit ergaben sich Hinweise fur

eine spontane osteogene Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen.

Abb. 37: Von Kossa-Farbung einer 3-D-Zellkultur nach 28-tagiger Inkubation
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4 Diskussion

Ein Kernpunkt im Tissue Engineering ist es, ein strukturelles Gerust, auch Scaffold genannt,
zu entwickeln, das die wesentlichen Voraussetzungen erflillen muss, sowohl biokompatibel
als auch ausreichend physikalisch stabil zu sein. Zudem muss das Scaffold in einem
bestimmten zeitlichen Rahmen biologisch abbaubar sein.

Seit langem kommt Gelatine als eines der am haufigsten verwendeten Biomaterialien zum
Einsatz. Ebenso erwies sich die in meiner Arbeit verwendete, meist mikrobielle,
Transglutaminase als biokompatibel und geeignet, eine Gelatine-Ldsung durch enzymatische
Quervernetzung physikalisch und gegentiber proteolytischen Einflissen ausreichend zu
stabilisieren**. Demgegeniiber werden chemische Methoden der Quervernetzung, z.B. mit

Glutaraldehyd, im Rahmen der in vivo Anwendung als zellschédlich angesehen.

Zu Grunde liegend war eine bereits im eigenen Labor entwickelte Hyaluronsdaure-Gelatine-
Kompositmatrix. Diese erbrachte bereits gute Ergebnisse bei Versuchen mit Benetzung der
Matrix mit mesenchymalen Stammzellen und chondrogener Differenzierung. Bei in vivo
Versuchen mit Kaninchen zeigte sich jedoch, dass nach Implantation einer vorkultivierten
Matrix in einen Meniskusdefekt zwar eine Regeneration von knorpelartigem Gewebe méglich
ist, hierbei aber keine zufriedenstellende Herstellung eines Gewebes mdglich war, das den
mechanischen Eigenschaften von natiirlichem Mensikusgewebe soweit entspricht, dass gute

Langzeitergebnisse in vivo erwartet werden konnten.®

Durch die Integration einer Losung bestehend aus Gelatine, Transglutaminase sowie
mesenchymalen Stammzellen in die bestehende Hyaluronséure-Gelatine-Komposit-Matrix
verfolgte ich zwei wesentliche Ziele:

Zum Ersten sollte dadurch die mechanische Stabilitdt der Komposit-Matrix verbessert
werden.

Zum Zweiten sollte durch diese Methode ein héherer Anteil der in die Matrix eingebrachten
Zellen dauerhaft immobilisiert werden und nicht, bedingt durch die porése Grundstruktur der
Matrix, verloren gehen. Letztlich sollte dadurch eine hdhere Zelldichte im Gewebeersatz

erwartet werden konnen.
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Bewertung der mechanischen Stabilitét:

Um nun die verwendeten Komponenten einzeln und in Kombination miteinander hinsichtlich
ihrer mechanischen Stabilitat bewerten zu kdnnen, entwickelten wir eigene Messmethoden.
Zunachst orientierten wir uns an Hiroko Sakamoto, der Gelatine und andere Proteingele in
einer Microwellplatte mit einem Presstempel komprimierte und dabei die Bruchfestigkeit
bestimmte.?® Wir verwendeten hierfiir einen umfunktionierten Infusiomaten, der mit einem
aufgesetzten Stempel und mit konstanter Geschwindigkeit eine Verformung der Probe
erzielte. Um die Reliabilitadt dieser Messmethode zu optimieren, entschieden wir uns, den
sogenannten ,,Work®, ein Flichenprodukt im Kraft-Weg-Diagramm, als geeigneten Messwert
heranzuziehen, der im Vergleich zur Bruchfestigkeit eine geringere Streuung zeigte und
zudem eindeutig definiert werden konnte. Zudem erfolgte die Auswahl einer Stempelform,
die aus einer kleinen kreisrunden Platte bestand, die Uber einen schmalen Stil mit dem
Infusiomaten verbunden war. Bei dieser Auswahl wurde ebenso auf die Reliabilitat sowie auf
moglichst deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Messgruppen wert gelegt.
Weiterhin flhrten wir auch Stabilitdtsmessungen von freistehenden zylinderférmigen Proben
bestehend aus quervernetzter Gelatine oder Matrices, die zum Teil mit quervernetzter
Gelatine befullt waren, durch. Hierbei waren nicht nur Kompressions-, sondern auch
Zugbelastungen moglich, wobei Zugbelastungen nur bei Proben durchfiihrbar waren, die die
Hyaluronsdure-Gelatine-Komposit-Matrix als Bestandteil enthielten, wo zum Einspannen der
Proben Metallplattchen aufgeklebt werden konnten, an denen die Zugkrafte wirken konnten.
Sowohl bei den Zug- als auch Kompressionsbelastungen von freistehenden Proben wurden
Spannungs-Dehnungs-Diagramme erstellt und daraus drei verschiedene Materialkennwerte
ermittelt:

1) Der Elastizitatsmodul (E-Modul)

2) Die Bruchfestigkeit (bei den Zugversuchen auch Zugfestigkeit genannt)

3) Die Bruchdehnung
Der E-Modul entspricht der Steigung des Graphen im Spannungs-Dehnungs-Diagramm,
ublicherweise am Beginn des Messvorganges, und somit nach dem Hookeschen Gesetz dem
Quotienten aus dem Spannungsunterschied und dem Dehnungsunterschied.
Im Rahmen der E-Modul-Bestimmungen fiihrten unsere Uberlegungen dazu, bestimmte
Bereiche im Graphen zu definieren, die zwischen den einzelnen Proben einer Messgruppe
eine moglichst geringe Streuung aufwiesen. Zu Grunde liegend waren Erkenntnisse, dass
insbesondere am unmittelbaren Beginn einer Messung eine hohe Schwankungsbreite

zwischen den Messwerten innerhalb einer Messgruppe festzustellen war. Diese
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Uneinheitlichkeit am Beginn einer Messung flhrten wir auf eine unmerkliche leichte
Vordehnung bei Kontaktherstellung zwischen der Probe und dem Kompressionsstempel bzw.
dem Zuggewicht zuruick, wofir unsere Messeinrichtung nicht ausreichend prazise war.

Die maximale Bruchfestigkeit entspricht der maximalen Spannung, die unmittelbar vor
Eintritt  einer  Strukturzerstorung der Probe wahrend des Kompressions- bzw.
Zugbelastungsvorgangs erreicht wird. Im Spannungs-Dehnungs-Diagramm ist dies der
hochste Punkt des Graphen vor Eintritt des ersten Ricksetzers. Bei den
Kompressionsmessungen kam es im weiteren Verlauf der Kompression noch zu hdheren
Spannungswerten, nachdem die Probe bereits Strukturzerstérungen aufwies. Dieser Bereich
des Graphen nach Eintritt der ersten Strukturzerstérung war fur die Interpretation unserer
Messungen nicht mehr relevant. Die Bestimmung der Bruchfestigkeit war allerdings bei
Kompressionen von Matrices, die nicht mit quervernetzter Gelatine geftllt wurden, nicht
maoglich. Hierbei kam es zu einem stetigen Anstieg des Graphen ohne Riicksetzer, also ohne
erkennbare Strukturzerstérung, bis der Messvorgang bei Erreichen des Endes der Messstrecke
beendet werden musste. Bei allen (brigen fur die Kompressionsmessungen angewandten
Probenarten sowie bei allen durchgefihrten Zugmessungen war ein eindeutiger Bruch
verifizierbar und somit die Bruchfestigkeit bestimmbar.

Mit der maximalen Bruchdehnung ist derjenige Wert der Dehnung, also des Verhéltnisses
zwischen Langenanderung und Ausgangsléange, gemeint, der bei Eintreten des ersten Bruches
vorliegt. Hierbei ist ebenso das Stattfinden eines erkennbaren Bruchs Voraussetzung, was wie

gesagt bei Kompression von Matrices, die nicht mit Gelatine geftllt wurden, nicht vorlag.

Bestimmung der enzymatischen Akitvitat der Transglutaminase:

Fur die Bestimmung der Transglutaminase-Aktivitat etablierten wir zwei Methoden, die sich

im Wesentlichen durch die verwendeten Substrate unterschieden:

1) Kinetik-Methode mit Kasein und Dansylcadaverin als Substrate
2) Endpunkt-Methode mit Kasein und Biotinpentylamin (BPNH2) als Substrate

Transglutaminasen stellen Quervernetzungen zwischen den Aminosauren Glutamin und Lysin
her. Bei beiden Methoden diente Kasein als Substrat fur die Glutamin-Gruppe.
Dansylcadaverin bzw. Biotinpentylamin dienten als Donor fir die Lysin-Gruppe.

Auf die zunéchst entwickelte Endpunktmethode wurden wir durch Thomas F. Slaughter

aufmerksam, der bereits 1992 die Substrate Dimethylcasein, mit dem eine Mikrotiter-Platte
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beschichtet wurde, und Biotinpentylamin, welches in gelGster Form hinzugegeben wurde, fir
eine solche Methode zur Messung der Transglutaminase-Aktivitat verwendete**. Die Firma
Sigma-Aldrich gibt in einem Technical Bulletin eine Versuchsanleitung fur ein Transaminase
Assay Kit, welches uns als Orientierung diente®.

Die enzymatische Reaktion mit Transglutaminase findet bei dieser Methode bereits vor der
kolorimetrischen Messung uber eine von uns gewéhlte Inkubationsdauer von 90 Minuten
statt, bevor die Reaktion durch mehrfache Spulungen abgebrochen wurde und die Zugabe von
Streptavidinperoxidase erfolgte, welches mit hoher Affinitdt an das Biotin bindet. Nach
erneuter Spilung und Hinzugabe von Tetramethylbenzidin fand eine weitere enzymatische
Reaktion mit Reduzierung und Blaufarbung des Tetramethylbenzidin statt. Diese Reaktion
wurde nach 10 Minuten durch Hinzufiigen von Schwefelsédure abgebrochen, wodurch eine
Gelbfarbung entstand und eine Absorptionsmessung bei einer Wellenldnge von 450 nm
erfolgte.

Somit diente der Messwert der kolorimetrischen Messung als Mal} fir die Anzahl der
transglutaminase-vermittelten Bindungen zwischen Kasein und Biotinpentylamin und damit
fur die Transglutaminase-Aktivitét.

Bei der Kinetik-Methode mit den in freier Losung befindlichen Substraten Kasein und
Dansylcadaverin leiteten wir bereits unmittelbar nach Zusammenfihren der Losungen mit der
Transglutaminase eine Fluoreszenzmessung bei einer Absorptionswellenldange von 635 nm
und mit einer Excitation bei 450 nm ein, wéhrend die laufende enzymatische Reaktion mit
Bindung von Dansylcadaverin an Kasein einen Shift von Intensitdt und Wellenlange der
Dansylgruppe bewirkte, wie L. Lorand bereits 1971 erkannte, als er diese Methode zur
direkten Bestimmung der Aktivitdt des Faktor XIIl entwickelte.”® Der Anstieg der
Fluoreszenzintensitdt mit der Zeit, also der Wert der Steigung im Fluoreszenz-Zeit-
Diagramm, war hierbei ein MaR fur die Transglutaminase-Aktivitat.

Um nun die Aktivitat einer Transglutaminase, die in einer bestimmten Konzentration vorliegt,
genauer gquantifizieren zu kdnnen, musste stets eine Standard-Transglutaminase mit bekannter
Aktivitat als Vergleichsenzym verwendet werden. Anhand mehrerer Aktivitatsstufen durch
verschiedene Verdinnungsstufen der Standard-Transglutaminase wurde eine Gleichung
entwickelt, die fur die Errechnung der im gleichen Versuchsaufbau verwendeten Test-
Transglutaminase verwendet wurde. Bei der Endpunkt-Methode wurde die gemessene
Absorption direkt auf die Transglutaminase-Aktivitat bezogen und daraus ein Aktivitats-
Absorptions-Diagramm erstellt, wéhrend bei der Kinetik-Methode fiir jede Probe zundchst die

Steigung des Graphen im Fluoreszenz-Zeit-Diagramm errechnet werden musste, um letztlich
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den Wert dieser Steigung dann auf die Transglutaminase-Aktivitat auftragen zu kdnnen, also
ein Aktivitats-Steigungs-Diagramm zu erstellen.

Bei beiden Methoden fiel auf, dass der Funktionsgraph im Aktivitats-Absorptions-Diagramm
bzw. Aktivitats-Steigungs-Diagramm sich am besten an die jeweiligen Messpunkte
anschmiegte, wenn er der Form einer Parabel entsprach. Mit Hilfe von Excel entwickelten wir
die hierfur entsprechende Gleichung und errechneten daraus die Aktivitdt der Test-
Transglutaminasen.

Auch wenn somit die Berechnung der Aktivitat bei der Kinetik-Methode im Vergleich zur
Endpunkt-Methode aufwéndiger war, bevorzugten wir letztlich diese Methode, da hier
insgesamt weniger Arbeitsschritte und Zeit als bei der Endpunkt-Methode erforderlich waren.
Die Endpunkt-Methode schien durch eine hohere Sensitivitit bei schwachen
Transglutaminase-Aktivitaten zu punkten, so dass hierbei auch Aktivitdten unter 1 mU/ml
ohne Weiteres gemessen und quantitativ beurteilt werden konnten, wéahrend wir bei der
Kinetik-Methode einen Aktivitdtsrahmen von 10 bis 100 mU/ml bevorzugten. Dieser
Pluspunkt fir die Endpunkt-Methode wurde jedoch insbesondere bei der vergleichsweise

preisglnstigen Ajinomoto-Transglutaminase uninteressant.

Wesentliche Besonderheiten von Gelatine:

Nachdem wir uns Mdglichkeiten erarbeitet haben, die mechanische Stabilitdat von Gelatine
und die Aktivitat der Transglutaminase messen und beurteilen zu kdnnen, war es uns zundchst
wichtig, uns mit der Struktur und den physikalischen Eigenschaften von Gelatine zu
beschéftigen. Wie in der Einleitung beschrieben, handelt es sich bei Gelatine um eine
denaturierte Form von fibrillarem Kollagen. Als wesentliche physikalische Besonderheit ist
zu nennen, dass Gelatine einen Erstarrungs- und einen Schmelzpunkt besitzt, die in
Abhangigkeit von der Gelatine-Konzentration und dem Bloom-Wert variieren. Bei einer
physiologischen Temperatur von 37° liegt Gelatine auch bei héheren Konzentrationen und
Bloom-Werten als flussiges gelartiges Medium vor. Durch das Hinzufigen von
Transglutaminase, die Quervernetzungen zwischen den Aminosauren Lysin und Glutamin
herstellt, wurde Gelatine auch bei physiologischer Temperatur eine feste Struktur.

Das grobe Prinzip der weiteren Verarbeitung mit Einbezug der Zellen und der Matrix wurde
von uns dann folgendermalien tberlegt: Gelatine sollte in flissiger Form und zusammen mit
den Zellen in die Poren der Matrix eingebracht werden und unverziglich mit Hilfe der
Transglutaminase quervernetzt und gefestigt werden, so dass im Vergleich zur urspriinglichen

Matrix eine stabilere und zellreiche Struktur entsteht.
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Mechanische Stabilitit der Gelatine unter Einfluss verschiedener Inkubationshedingungen:

Weiterhin  stellte sich die Frage nach den optimalen Reaktions- oder
Quervernetzungsbedingungen, die eine maximale Festigkeit der Gelatine bzw. der gelatine-
gefullten Matrix erzielten, wobei die Inkubationsbedingungen vereinbar mit einer moglichst
guten Zellvitalitat sein mussten.

Hiroko Sakamoto testete 1994 die Bruchfestigkeit von Gelatine und anderen Proteinen, die er
mit mikrobieller Transglutaminase quervernetzte, in Abhéangigkeit von Inkubationsdauer,
Transglutaminasekonzentration, Inkubationstemperatur und dem pH des Mediums.?

Laut Sakamoto lag der optimale pH-Wert fir die Inkubation mit Gelatine bei 6, welchen wir
auch flr unsere Messungen Ubernahmen und entsprechend einstellten. Je langer die
Inkubationsdauer und je hoher die Transglutaminasekonzentration, desto hoher war die
Bruchfestigkeit der quervernetzten Gelatine, wobei sich ab einer bestimmten Dauer bzw.
Transglutaminasekonzentration eine Séttigung einstellte und somit eine Verlangerung der
Inkubationsdauer oder Erhthung der Transglutaminasekonzentration keinen weiteren Nutzen
mehr brachte. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch wir, insbesondere beziglich des E-
Modul und der maximalen Bruchfestigkeit. Nur die Bestimmung der maximalen
Bruchdehnung sowie des ,Work“ in den 96-Well-Platten zeigte keinen derartigen
Zusammenhang mit Inkubationsdauer und Transglutaminase-Konzentration.

Auch eine Erhéhung der Gelatine-Konzentration bewirkte in unseren Versuchen
erwartungsgemal eine Zunahme von E-Modul und Bruchfestigkeit, ohne dass hierbei ein
Sattigungsniveau erreicht werden konnte. Letztlich lag hierbei die Problematik in der
Verarbeitung. Bei hoheren Gelatinekonzentrationen von 5% oder mehr war bereits nach
wenigen Sekunden nach Zusammenmischen der Gelatine-Ldsung mit der Transglutaminase-
Losung eine Reaktion erkennbar, die sich durch Zah-Werden der Losungsmischung duBerte,
so dass eine weitere Verarbeitung der Losung, z.B. das Einbringen der Ldsung in die
Scaffolds, erschwert war. Vor allem eine Erhéhung der Gelatine-Konzentration, aber auch
eine Erhohung der Transglutaminase-Konzentration, machte also die weitere Verarbeitung
schwierig und ab einer zu hohen Konzentration unmdglich.

Zusatzlich testeten wir die Auswirkung von fetalem bovinem Serum auf die Gel-Stabilitét,
zumal ein solches Serum, das einen hohen Anteil an vielen verschiedenen Proteinen und
Wachstumsfaktoren besitzt, ein haufig verwendeter Bestandteil bei der Kultivierung von
Zellen, insbesondere Stammzellen, ist. Ein Serum-Anteil von 5% zeigte sich hierbei als

optimal. Unsere Theorie ist, dass im Serum vorkommende Proteine als Substrate durch die
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Transglutaminase so quervernetzt werden, dass zusatzliche Bricken zwischen den
Polypeptidketten der Gelatine entstehen, die die Gelatine-Struktur zusétzlich stabilisieren.
Eine weitere Erhohung des Serum-Anteils konnte jedoch dazu fiihren, dass Serum-Anteile als
Substrate mit der Gelatine konkurrieren und dadurch die enzymatische Quervernetzung der
Gelatine negativ beeinflussen kénnen. AuBerdem muss damit gerechnet werden, dass im
Serum vorkommende Proteasen zu einer Spaltung von Gelatine-Bestandteilen und damit zu
einer Schwachung der Struktur fuhren. Letztere Annahme bestatigte sich durch einen Versuch
mit im Vorfeld durchgefuhrter Hitzeinaktivierung des Serums, was nach im Anschluss
erfolgter Quervernetzung der Gelatine eine leichte Steigerung des E-Modul im Vergleich zur
Vergleichsgruppe ohne Hitzeinaktivierung des Serums bewirkte.

Sehr interessant war unsere Beurteilung der optimalen Inkubationstemperatur. Fir Gelatine
testete Sakamoto nur einen Temperaturbereich zwischen 37 und 80°C, mit der Bemerkung,
dass bei niedrigerer Temperatur keine Mdglichkeit einer Mischung mit der Transglutaminase
aufgrund der physikalischen Gelierung von Gelatine gegeben ist. Letztlich kam er zu dem
Ergebnis, dass die optimale Inkubationstemperatur bei 50°C liegt. Eine héhere Temperatur
wirde demnach zur Inaktivierung der Transglutaminase fuhren. Anzumerken ist, dass
Sakamoto Temperatur-Variationen nur bei konstanter Inkubationsdauer von 10 Minuten
durchflhrte, so dass nach seinen Versuchen die Frage offen blieb, ob eine Verlangerung der
Inkubationsdauer bei niedrigeren Temperaturen diese zundchst geringere Bruchfestigkeit
ausgleichen oder vielleicht sogar Ubertreffen konnte.

In unseren Versuchen testeten wir, ob eine Inkubation bei Temperaturen deutlich unterhalb
der physiologischen Temperatur einen Benefit im Hinblick auf die mechanische Stabilitat der
Transglutaminase bewirkte. Genau genommen erfolgte die Mischung der Komponenten
Gelatine und Transglutaminase zwar zunéchst noch bei physiologischen Temperaturen, was,
wie bereits erwéhnt, aufgrund der temperaturabhéngigen physikalischen Gelierung der
Gelatine nicht anders mdglich war; unmittelbar nach der Mischung wurden die Proben jedoch
auf niedrigere Temperaturen gekihlt. Tatsachlich stellten wir fest, dass eine Inkubation bei
Temperaturen nahe dem Gefrierpunkt oder bei der von uns gewéhlten Temperatur von 4 °C
eine signifikant mechanisch stabilere quervernetzte Gelatine erzeugte als eine Inkubation bei
Raumtemperatur oder physiologischer Temperatur. Wohlgemerkt beziehen sich diese
Temperaturangaben nur auf die Inkubation zur Quervernetzung selbst und nicht auch auf den
Moment der mechanischen Stabilitdtsmessung, vor dem wir alle Proben bewusst und

ausreichend lange auf eine physiologische Temperatur erwéarmten.
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Nach unserer Kenntnis gibt es in der Literatur keine Berichte, dass eine enzymatische
Quervernetzung von Gelatine bei kiihlen Temperaturen festere Strukturen erzeugt als bei
physiologischer oder héherer Temperatur. Dafir haben wir zwei Erklarungsansatze:

Beim Abkihlen einer Gelatineldsung lagern sich die einzelnen Polypeptidketten durch
Wasserstoffbriickenbindungen abschnittsweise zu tripelhelikalen Strukturen zusammen,
ahnlich der Tripelhelix des Kollagens, wobei diese Abschnitte nur kurzstreckig sind und dem
Zufall unterliegen und damit nicht die geordnete Quartarstruktur des Kollagens mit den
typischen Mikrofibrillen aufweisen. Dennoch ergeben sich durch diese Aneinanderlagerung
der Polypeptidketten mehr Kontaktpunkte flr die — fur die Transglutaminase relevanten —
Substrate Glutamin und Lysin. Nach erfolgter enzymatischer Quervernetzung wird diese
Struktur so gefestigt, dass sie auch bei Wiedererwarmung bestehen bleibt und der Gelatine zu
einer dauerhaft hoheren Stabilitat verhilft.

Eine weitere Erklarung fur die positive Auswirkung der Kihlung auf die enzymatische
Quervernetzung ist die Thermolabilitat der Transglutaminase. Bei kiihleren Temperaturen halt
die enzymatische Aktivitat der Transglutaminase vergleichsweise langer an, insbesondere bei
der bakteriellen Transglutaminase von Ajinomoto, die bei physiologischen Temperaturen
bereits nach etwa 3 Stunden den Grofteil ihrer Aktivitdt einbift, wie wir auch durch
entsprechende Aktivitdtstestungen belegten.

Die enzymatische Aktivitat der Transglutaminase mag nach unseren Erkenntnissen zwar bei
physiologischen Temperaturen oder sogar bei 50 °C héher sein, um mich nochmal auf
Sakamoto zu beziehen, allerdings trifft dies scheinbar nur flr einige Minuten nach Lésen in
einem physiologischen Medium zu, bevor die Transglutaminase durch verschiedene Faktoren
und temperaturabhdngig schnell an Aktivitat verliert.

Wir konnten also zeigen, dass eine Inkubation bei 4 °C eine Verbesserung der mechanischen
Stabilitdt der Gelatine erzielte und dies umso mehr, je langer die Inkubation bei dieser
Temperatur andauerte. Wir testeten hierbei Inkubationszeiten bis 24 Stunden. Auch nach
dieser maximalen Inkubationszeit war noch keine Sattigung zu erkennen. Eine noch weitere
Verlangerung der Inkubation bei 4 °C Uber mehr als 24 Stunden kam fiir uns aber deswegen
nicht in Frage, weil sich gleichzeitig die Frage stellte, ob die Zellen eine so lange Exposition
gegenuber niedrigen Temperaturen tberhaupt tolerieren wirden.

Einbringung der Gelatine und Transglutaminase in die ECM:

Bevor wir die Zellen als weitere Komponente hinzufiigten, priften wir das Einbringen der
Gelatine und der Transglutaminase in die Matrices auf praktische Durchfiihrbarkeit und

dessen Auswirkung auf die mechanische Stabilitat der Matrices.
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Als praktikabel erwies sich das Eintauchen der Matrices in die Gelatine-Transglutaminase-
Losung in einem 50 ml-Falcon-Réhrchen und eine unverzugliche Vakuum-Exposition mit
anschlieender Bellftung, wodurch groRere und besser homogen verteilte Mengen der
Losung in die Poren der Matrices eingebracht werden konnten als dies durch lokales
Einspritzen durch eine Spritzennadel moglich war. Wir bevorzugten diese Vakuum-Methode,
wenngleich hierbei ein erh6hter Materialverbrauch ein Nachteil war.

Bei der Kompression von Matrices zeigte sich eine signifikante Steigerung des E-Modul,
wenn die Poren mit einer Gelatine-Transglutaminase-Losung befullt wurden. Noch deutlicher
fiel diese Zunahme aus, wenn die Matrices zusétzlich im Vorfeld durch Inkubation in einer
Transglutaminase-Ldsung vorbehandelt wurden, so dass die dadurch an der Matrix adhérierte
Transglutaminase unterstitzend zu der Transglutamine hinzukam, die zusammen mit der
Gelatine von auBen eingebracht wurde. Sogar das Einbringen von transglutaminase-freier
Gelatinelosung bewirkte eine Erhdhung des E-Modul, wenn die Transglutaminase in
adhérierter Form nach entsprechender Vorbehandlung vorlag; diese E-Modul-Steigerung war
jedoch dennoch deutlich geringer, als bei Hinzugabe der Transglutaminase zusammen mit der
Gelatine-L6sung. Am wirksamsten beziliglich des E-Modul war also das Einbringen einer
Gelatine-Transglutaminase-Ldsung in die Poren einer zusdtzlich mit Transglutaminase
vorbehandelten Matrix. Das in Kauf nehmen der auf Grund der unverziiglich einsetzenden
Quervernetzung schwierigen Handhabung einer Gelatine-Transglutaminase-Lésung zeigte
sich gewinnbringend.

Die Bestimmung der maximalen Bruchfestigkeit und Bruchdehnung  war bei der
Kompression von Matrices nicht wegweisend, da sich selbst bei Ausnitzung der maximalen
Belastungsfahigkeit unserer Messeinrichtung bei nicht mit Gelatine befullten Matrices kein
Bruch erkennen liel, sondern sich mit zunehmender Komprimierung ein kontinuierlicher
Kraftanstieg zeigte. Die zylinderférmigen nicht mit Gelatine befiillten Matrices reduzierten
dabei im Gegensatz zu den mit quervernetzter Gelatine befillten Matrices ihr Gesamtvolumen
unter Konstant-Haltung des Querdurchmessers, was bei der Berechnung der Spannung zu
berticksichtigen war, und sie nahmen nach Beendigung der Kompression und nach erneutem
Eintauchen in ein Medium sogar die nahezu urspriingliche Lange wieder ein. Zu einem Bruch
kam es hierbei also nur bei der Kompression von mit quervernetzter Gelatine gefillter Matrix.
Der Vorteil bei mechanischen Messungen von Matrices im Vergleich zu Messungen mit
reiner quervernetzter Gelatine ohne Matrix-Anteil war die Tatsache, dass ein Bekleben der
Enden des Prufkorpers mit Metallplattchen und dartiber die Durchfiihrung einer Zugbelastung

maoglich war.

81



Diskussion

Im Gegensatz zur Kompression war uns bei der Zugbelastung auch die Bestimmung der
maximalen Bruchbelastung und der maximalen Bruchdehnung moglich.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Einbringung von Gelatine und Transglutaminase in die
Matrix eine signifikante Zunahme sowohl der maximalen Zugbelastung als auch der
maximalen Zugdehnung bewirkte. Durch eine VVorbehandlung der Matrices mit Inkubation in
einer Transglutaminase-Lésung konnte die maximale Zugbelastung und —dehnung noch
deutlicher verbessert werden.

Bezlglich der mechanischen Stabilitat bleibt letztlich festzuhalten, dass durch Befullen der
Matrixporen mit quervernetzter Gelatine eine vielversprechende Verbesserung der
mechanischen Eigenschaften zu erzielen war. Als auffalliger Makel ergab sich allein die
Tatsache, dass durch die Kompression von mit quervernetzter Gelatine befullter Matrix
Uberhaupt eine irreversible Strukturzerstorung zu Stande kam, was wie gesagt bei der
Kompression von nicht beflillten Matrices nicht der Fall war. Entscheidend ist somit die
Frage, ob die Bruchbelastung ausreichend im Hinblick auf die klinische Anwendung ist.
Ausgehend von den von uns in Abhangigkeit von verschiedenen Faktoren gemessenen
Bruchbelastungswerten in einem Bereich zwischen 10 000 und 100 000 Pascal missen wir
feststellen, dass weitere Malnahmen zur Optimierung der mechanischen Stabilitat tberlegt

werden sollten, bevor man eine Anwendung in vivo versucht.

Uberpriifung der Vitalitdit von MSCs in Verbindung mit den fiir die Quervernetzung von

Gelatine geplanten Inkubationsbedingungen:

Jegliche Malnahmen, die der weiteren Verbesserung der mechanischen Stabilitat der
quervernetzten Gelatine und letztlich der Komposit-Matrix dienen sollten, mussten auch mit
der Kultivierung der Zellen vereinbar sein. Die gewéhlten Inkubationsbedingungen durften
keine relevanten zytotoxischen oder zytostatischen Effekte aufweisen. Insbesondere die
Inkubation bei niedrigen Temperaturen, welche nach ausfiihrlichen Untersuchungen einen
erheblichen Benefit bezlglich der mechanischen Stabilitat erbrachte, zeigte sich zunéchst
ernuchternd, da die Zellen nach 24-stundiger Kalteexposition einen Rickgang der Vitalitat
um etwa die Halfte zeigten. Die metabolische Aktivitat der Zellen nach Kélteexposition nahm
im Vergleich zu den nicht kélte-exponierten Zellen sogar noch deutlicher ab, und dies auch
nach anschlieBender mehrstiindiger Erwérmung. Dies galt fir die Beurteilung von Zellen, die
sich in einer Suspension befanden oder an einer Zellkultur-Platte adhériert waren.

Daraufhin fihrten wir Bestimmungen der metabolischen Aktivitat auch an Zellen in der 3-D-

Kultur, also in quervernetzter Gelatine durch, zumal diese Kulturform fiir uns relevanter war.
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Wir stellten fest, dass Zellen in der 3-D-Kultur eine wesentlich hohere Kalteresistenz zeigten
als in Suspension oder Monolayer-Kultur. So zeigte sich auch nach 24-stiindiger
Kéalteexposition keine wesentliche Minderung der metabolischen Aktivitdt und auch nach
mehrtégiger Nachbeobachtung keine nennenswerte Verénderung des Wachstums. Erst nach
48-stiindiger Kélteexposition zeigte sich eine nachhaltige Aktivitatsminderung und deutlich
verzogertes Wachstum.

Wir konnten weiterhin zeigen, dass die Transglutaminase keinen wesentlichen Einfluss auf
die metabolische Aktivitat der Zellen sowie deren langfristige Entwicklung hatte. Dies galt
sowohl fur die Anwendung in der 3-D-Kultur als auch in der Monolayer-Kultur. In der
Monolayer-Kultur wurden Transglutaminase-Konzentrationen bis 8 U/ml, entsprechend
8%iger Losung der Ajinomoto-Transglutaminase, getestet. Auch der darin enthaltene
stabilisierende Zucker Maltodextrin selbst zeigte nach mehrtégiger Verlaufskontrolle
ebenfalls keinen nennenswerten Einfluss auf die metabolische Aktivitat der Zellen, sondern
bewirkte allenfalls sogar eine kurzfristige Steigerung der metabolischen Aktivitat. Nur bei
Testung der rekombinanten Transglutaminase von der Firma Sigma, die bis zu einer
Konzentration von 2 U/ml angewandt wurde, deutete sich ein geringer wachstumshemmender
Effekt an, der jedoch nicht mit einer Signifikanz bestétigt werden konnte.

Bei Testung verschiedener Konzentrationen der Gelatine und deren Einfluss auf die
Zellvitalitat, konnte gezeigt werden, dass sich die hochstgewahlte Gelatine-Konzentration von
5% gunstiger auf die metabolische Aktivitdt der Zellen auswirkte als dies bei 1,5%iger
Gelatine und — nach mehrtagiger Verlaufsbeobachtung — auch bei 3%iger Gelatine der Fall
war. Die metabolische Aktivitdt war unabhdngig von der jeweils gewdhlten Art der
Vorbehandlung der Gelatine, die der Reinigung und Sterilisation diente, wie etwa
wiederholtes Spulen, Sterilfiltration und Sterilisation durch Gammastrahlen.

Als Konsequenz aus den Versuchen kann gezogen werden, dass sich in Bezug auf die von uns
gewahlten Gelatine- und Transglutaminase-Konzentrationen noch hdéhere Konzentrationen
sowohl der Gelatine als auch der Transglutaminase nicht negativ auf die Zellvitalitat und das
Zellwachstum auswirken sollten. Eine Steigerung dieser Konzentrationen wirde sich auf
jeden Fall sehr positiv auf die mechanische Stabilitat der quervernetzten Gelatine und damit
auch auf das Endkonstrukt bestehend aus der mit quervernetzter Gelatine und Zellen beftllter
Hyaluronsaure-Gelatine-Komposit-Matrix auswirken. Um diese Konzentrationserhéhungen in
die Tat umsetzen zu kénnen, missen einzelne Prozesse bei der Herstellung von quervernetzter
Gelatine optimiert werden. Die Komponenten bestehend aus erwarmter und somit flissiger

Gelatine-L6sung, Transglutaminase-Losung und Medium mit in Suspension vorliegenden
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mesenchymalen Stammzellen sollten innerhalb weniger Sekunden nach Zusammenmischung
in die Poren der Hyaluronsaure-Gelatine-Komposit-Matrix eingebracht werden, bevor die
unmittelbar einsetzende enzymatische Quervernetzung eine weitere Verarbeitung behindert.
Je hoher die Konzentrationen der Gelatine und Transglutaminase, desto schneller ist nach
deren Zusammenmischung zunéchst ein Z&hwerden und schlieRlich eine Verfestigung zu
erwarten und desto gréBer wird die Herausforderung bei der anschlielenden weiteren
Verarbeitung.

Voraussetzung bei diesen Arbeitsprozessen ist selbstverstandlich auch, dass die VVorgénge in

sterilem Umfeld stattfinden.

Histologische Beurteilung:

Bei der Einbringung der Gelatine-Transglutaminase-Losung in die Matrix zwecks
Stabilitdtsmessungen verzichteten wir auf das Beifligen der Zellen, da wir bis dato keine
Madglichkeit hatten, die Einbringung im Vakuumbehalter steril durchzufiihren.

Unsere histologischen Beurteilungen beschrénkten sich somit auf Schnitte mit Zellen, die in
quervernetzter Gelatine ohne weitere Anteile, wie etwa der Matrix, inkubiert wurden.
Nachdem mittels Resazurin-Test gezeigt werden konnte, dass die metabolische Aktivitat der
Zellen in der 3-D-Kultur in quervernetzter Gelatine innerhalb eines Beobachtungszeitraumes
von 28 Tagen kontinuierlich zunahm, war von einem Zellwachstum auszugehen. Die
histologische Beurteilung ergab, dass es sich hierbei Uberwiegend um Wachstum der
einzelnen durch GroRenzunahme handelte und weniger um Proliferation der Zellen, da
mitotische Teilungen nur selten zu finden waren. Eine Zellzdhlung gestaltete sich dabei
jedoch erschwert, zumal die Gelatine im Laufe der Zeit eine pordse Struktur annahm.
Zugleich verdichtete sich das Fasernetz zwischen den Poren. Wéhrend dieser vierwdchigen
Inkubation zeigten die Zellen eine morphologische Veranderung durch Ausbildung von
Pseudopodien. Zudem konnte eine osteogene Differenzierung nachgewiesen werden, so dass
ein weiterflhrendes Ziel die Beeinflussung der Zelldifferenzierung durch Anwendung
entsprechender chondrogener Differenzierungsfaktoren sein muss.

Insgesamt konnte eine zufriedenstellende Vitalitdt der Zellen auch nach mehrwdchiger
Inkubation in quervernetzter Gelatine und nach initialer Kalteexposition auch histologisch
dargestellt werden. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die Zellen in der Gelatine in
homogenem Verteilungsmuster stabilisiert werden konnten.

Dass bei Inkubation von mesenchymalen Stammzellen in der herkdmmlichen Hyaluronséure-

Gelatine-Komposit-Matrix ein Uberleben, eine Proliferation und eine Differenzierung
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maéglich ist, konnte in wiederholten Versuchen in unserem Labor bestatigt werden.* 22 In

Verbindung mit den Ergebnissen meiner Arbeit sollte ein Wachstum der Zellen auch in
Matrices erwartet werden konnen, deren Poren mit quervernetzter Gelatine ausgefullt werden.
Daruber hinaus kann eine homogene Verteilung und Stabilisierung der Zellen in diesem
Konstrukt erwartet werden. Das Zellwachstum sowie die Differenzierung in die gewunschte
Richtung sollte dann durch die gezielte Wahl von Medium und entsprechenden

Wachstumsfaktoren optimiert werden.

Ausblick:

Nach  Optimierung der  Arbeitsschritte und Erhéhung der Gelatine- und
Transglutaminasekonzentrationen  sowie unter Beibehaltung der — auch unter
Berlicksichtigung der Zellvitalitdit — optimalen Inkubationsbedingungen sollte eine noch
stabilere Matrix bestehend aus unserem Scaffold und einer quervernetzten Gelatine hergestellt
werden kdnnen. Weiterhin muss zunéchst eine in vitro Studie tber die Differenzierung der
mesenchymalen Stammzellen in die gewiinschte Richtung systematisch durchgefiihrt werden.
Dann muss die in vivo Anwendung beweisen, dass die Stabilitdt der erzeugten Matrix
ausreichend ist, um in in vivo Bedingungen langfristig zu bestehen und dass gleichzeitig ein

zufriedenstellendes Uberleben, Wachstum und Differenzierung der Zellen moglich ist.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war, die Hyaluronsaure-Gelatine-Komposit-Matrix durch Einbringen
von Gelatine und Transglutaminase zu stabilisieren. Gleichzeitig sollten die enthaltenen
mesenchymalen Stammzellen in diesem Gesamtkonstrukt besser fixiert werden.

Zur Messung der Stabilitat der mit Transglutaminase enzymatisch quervernetzten Gelatine
bestimmten wir unter anderem den ,,Work® im Rahmen der Kompression des Gels in einer
Well-Platte mit Hilfe eines umfunktionierten Infusiomaten und eines ausgesuchten Stempels.
AuBerdem erfolgten Kompressionen von freien Gelen und Matrices — bei Messung der
Matrices zusétzlich auch Zugbelastungen — und daraus die Bestimmung weiterer
physikalischer Parameter wie den E-Modul, die maximale Bruchbelastung und die maximale
Bruchdehnung.

Als Transglutaminase verwendeten wir hauptséchlich die bakterielle Transglutaminase von
Ajinomoto, die in Pulverform vorlag, calciumunabhdngig und im Gefrierschrank gut
lagerfahig war, und vor allem durch den vergleichsweise glnstigen Kaufpreis tUberzeugte.
Das darin enthaltene Maltodextrin und sonstige mogliche Verunreinigungen wirkten sich
nicht nachteilhaft auf die Zellvitalitat und das Zellwachstum aus.

Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat bevorzugten wir die Kinetik-Methode mit
Kasein und Dansylcadaverin als Substrate vor allem auf Grund der im Vergleich zur
alternativen Endpunkt-Methode mit Kasein und BPNH2 als Substrate rascheren
Durchfiihrbarkeit bei weniger Arbeitsschritten. Unter  Verwendung der
Meerschweinchentransglutaminase von Sigma als Standardtransglutaminase konnten wir die
Aktivitat der Transglutaminase von Ajinomoto dosieren und unter verschiedenen
Einflussfaktoren, z.B. Kalteexposition, Uberprifen und mit weiteren Transglutaminasen,
namlich mit der bakteriellen Transglutaminase von Zedira und der humanen
Gewebstransglutaminase von Zedira, vergleichen.

Um eine moglichst feste Gelstruktur herzustellen, erwies es sich als vorteilhaft, die
enzymatische Quervernetzung fur mindestens 24 Stunden bei 4 °C stattfinden zu lassen.
Zudem zeigte die Erganzung von 5% fetalem bovinem Serum einen leichten positiven Effekt
auf die Gel-Stabilitat. Die Gelatine- und Transglutaminasekonzentrationen sollten am besten
madglichst hoch sein, wobei sich dabei die Handhabung, insbesondere das rechtzeitige
Einbringen der Gelatine-Transglutaminase-Ldsung in die Matrix vor dem Zah-Werden und

schlieBlich Hart-Werden der LAsung als Problem darstellte. Somit wandten wir die Gelatine in
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maximal 5%iger Konzentration und die Transglutaminase in einer maximalen Konzentration
von 3 U/ml an.

Was das Uberleben der Zellen unter den gewahlten Inkubationsbedingungen betrifft, konnte
gezeigt werden, dass sich bei der maximal gewéhlten Gelatinekonzentration von 5% bessere
Bedingungen flr die Vitalitdt und das Wachstum der Zellen als bei niedrigeren
Konzentrationen ergaben. Fir die Transglutaminase konnte kein wachstumshemmender
Einfluss nachgewiesen werden, insbesondere nicht bei der am h&ufigsten verwendeten
bakteriellen Transglutaminase von Ajinomoto. Eine bis zu 24-stiindige Kélteexposition der
Zellen in Form einer 3-D-Kultur in der quervernetzten Gelatine stellte langfristig keine
relevante negative Auswirkung auf die metabolische Aktivitat und das Wachstum dar.

Das Einbringen einer Gelatine-Transglutaminase-Losung in die Poren der Hyaluronséure-
Gelatine-Komposit-Matrix und die anschlieBende Inkubation bei 4°C zeigte eine erhebliche
Verbesserung des E-Modul bei Kompression und Zugbelastung. Bei Zugbelastungen zeigte
sich dadurch auch eine signifikante Steigerung der maximalen Bruchbelastung und
Bruchdehnung. Diese Verbesserung fiel noch deutlicher aus, wenn die Matrices mit
Transglutaminase vorbehandelt waren, so dass eine zusétzliche Dosis von Transglutaminase
an die Matrix vorweg adhérieren konnte. Bei der Kompression der Matrices ohne Fillung mit
quervernetzter Gelatine war es nicht mdglich, einen Bruch zu erzwingen und somit die
maximale Bruchbelastung und Bruchdehnung zu bestimmen. Die durch die Kompression
entstandene Verformung zeigte sich innerhalb weniger Minuten nach Beendigung der
Kompression als nahezu vollstandig reversibel. Dagegen kam es bei den Matrices, die mit
quervernetzter Gelatine befullt wurden, zu einem Bruch mit irreversibler Strukturzerstérung.
Trotz dieses Nachteils muss festgehalten werden, dass durch die Einbringung von
quervernetzter Gelatine eine Verbesserung von Materialeigenschaften gelang, die bei den
herkdmmlichen Matrices unbefriedigend waren. Bei Kompressionen konnte etwa eine
Verzehnfachung des E-Modul erreicht werden. Die maximale Zugbelastung konnte ungeféahr

verdoppelt werden.

Die histologische Beurteilung von mesenchymalen Stammzellen in quervernetzter Gelatine
zeigte im Rahmen des 28-tagigen Beobachtungszeitraumes eine sehr hohe Uberlebensrate der
Zellen bei allerdings kaum feststellbarer Proliferation. Auf jeden Fall sprach eine Zunahme
der metabolischen Aktivitat fur ein Wachstum der einzelnen Zellen. Die Zellmorphologie

zeigte die Ausbildung von Pseudopodien. Nach 28 Tagen ergaben sich Hinweise flr eine
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osteogene Differenzierung. Insgesamt konnten die Zellen gut und in homogener Anordnung
in der Gelatine stabilisiert werden.

Sollte sich kiinftig die in meiner Arbeit beschriebene Verbesserung der Materialeigenschaften
der Matrices als unzureichend erweisen, scheint eine weitere Verbesserung moglich zu sein.
Dabei muss das Ziel sein, die Methoden zur Herstellung von Hyaluronséure-Gelatine-
Komposit-Matrices, die quervernetzte Gelatine sowie die Zellen in ihren Poren enthalten, so
zu optimieren, dass hohere Gelatine- und Transglutaminasekonzentrationen verwendet
werden koénnen. Unter Beibehaltung der weiteren von uns gepriften positiv
einflussnenmenden Faktoren wie die Inkubation bei 4 °C sollte die mechanische Stabilitét
dieses Konstrukts moglichst der von nattirlichem Meniskusgewebe entsprechen, so dass unter

in vivo Bedingungen keine unmittelbare Strukturzerstorung zu befiirchten wére.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Lebenslauf

13.07.1985:

1991 - 1995

1995 — 2004

2005 — 2006

2006 — 2011

2007

2011

2012 — 2017

2016

2017

in Regensburg als erstes Kind von Agnes Seiler, geb. Teufel, und Dr. Gerhard

Seiler geboren

Grundschule Regenstauf

Albrecht-Altdorfer-Gymnasium Regensburg

Studium der Humanmedizin an der Universitdt Hamburg

Studium der Humanmedizin an der Universitat Regensburg

1. Staatsexamen

2. Staatsexamen

Weiterbildung zum Facharzt fir Innere Medizin im St. Barbara Krankenhaus

Schwandorf

Heirat meiner Ehefrau Mercyline Seiler, geb. Wabuke

Facharztprifung Innere Medizin

Seit Oktober 2017: Niedergelassen als hausarztlich tatiger Internist
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